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Apresentação

          O Livro é composto por trabalhos publicados
no I Congresso Nacional Online de Genética e
Biologia Molecular, foi um evento  que trouxe
diferentes áreas importantes e atuais dentro da
genética e biologia molecular e também
incentivou a troca de experiências entre discentes,
docentes e empresários, promovendo o
desenvolvimento científico e tecnológico da
ciência em um ambiente totalmente virtual,
eliminando os impedimentos de locomoção de
alguns cientistas e procurando elevar a
participação de diferentes congressistas de
diversos estados.
     As áreas contempladas no livro foram:
Bioinformática e Biologia Computacional;
Citogenética Molecular; Genética do
Desenvolvimento; Epigenética; Edição Genética;
Regulação da Expressão Gênica; Terapia Genética;
Análise Genética; Distúrbios Genéticos; Genética e
Doenças Raras; Genoma e Biologia de Sistemas;
Genética Médica e Medicina Genômica; Genética
de Microrganismos; Genética Molecular;
Imunologia Molecular; Farmacogenética e
Farmacogenômica; Genética de Populações e
Genética Evolutiva; Genética Quantitativa; Ensino
em genética e biologia molecular; Genética
vegetal.
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DOI: 10.53934/9786585062046-1 

Capítulo 1 

 PRÁTICAS PEDAGÓGICAS E DESAFIOS NO ENSINO DE 

GENÉTICA ANTES, DURANTE E APÓS A PANDEMIA: REVISÃO 

DE LITERATURA 
 

Juliana Aljahara Sousa do Nascimento *; Niksoney Azevedo Mendonça  ; Mateus 

Monteles Vieira ; Juliene Aljahara Sousa Cardoso ; Lucianne Martins Lobato ; 

Giselly Martins Lobato ; Carlos José Sousa do Nascimento  

 

*Autor correspondente (Corresponding author) – Email: julianaaljahara4@gmail.com 

 

Resumo: O ensino de Genética é considerado por muitos professores uma ação que engloba 

conteúdos difíceis para serem mediados, e isso acontece porque há grande riqueza de 

detalhes e conceitos complexos; essa problemática acentuou-se nos últimos anos pelo 

contexto pandêmico. A transmissão de conhecimento científico passou por transformações 

e, consequentemente, precisou ser adaptada com aplicação de práticas pedagógicas que 

viabilizassem a sistematização do saber elaborado. O estudo foi realizado a partir das 

ferramentas de pesquisa das plataformas Google Acadêmico, Base de Dados do Scielo, 

Periódicos Capes e Elsevier, com o uso das palavras chaves: “Genética”. “tempos 

pandêmicos”. “Ensino e aprendizagem” e “práticas pedagógicas”. As práticas pedagógicas 

são ferramentas importantes no desenvolvimento crítico dos alunos. Entretanto, alguns 

desafios são evidentes (já vistos antes mesmo da pandemia), esperados também após a atual 

conjuntura. Objetivou-se, com esta pesquisa, elencar informações relacionadas ao ensino de 

Genética em um contexto pandêmico e as práticas mais utilizadas pelos docentes nesse 

processo de mediação do conhecimento, buscando trazer informações para contribuir com o 

acervo de conhecimentos já existentes. Concluiu-se que mapa mental, flashcards, jogos de 

cartas, jogos de perguntas e respostas (Quiz), Modelos didáticos, jogos de tradução proteica 

e Padlet foram as estratégias mais utilizadas. A adoção de tais recursos potencializou a 

consolidação de aprendizagens coletivas e interações interpessoais. O professor precisa se 

reinventar e buscar metodologias ativas e práticas para construção do conhecimento e 

disseminação do saber elaborado de forma acessível, inclusiva e inovadora, de modo que o 

indivíduo seja a personagem central do processo. 

 

Palavras–chave: ensino; genética; pandemia; práticas pedagógicas 

 

INTRODUÇÃO  

O processo de ensino e aprendizagem, há muito tempo, vem passando por 

modificações para se adaptar aos alunos e aos contextos em que estão inseridos. A  Genética 

é  um  componente  curricular  importante  para  os  estudantes  do Ensino Médio na disciplina 

Biologia. Contudo, são baixos os índices de aprendizagem em sua escolarização (1).   

http://orcid.org/0000-0001-9852-6622
https://orcid.org/0000-0002-5336-011X
https://orcid.org/0000-0003-3756-8946
https://orcid.org/0000-0001-9135-0820
https://orcid.org/0000-0002-2200-477X
https://orcid.org/0000-0001-7865-9620
https://orcid.org/0000-0003-1565-1802
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Por muito tempo, o ensino de Genética apresentou-se desafiadoramente aos 

professores devido à sua complexidade e às mudanças que essa ciência vem passando. A 

partir das descobertas históricas a respeito da Genética, o ser humano foi aperfeiçoando os 

conhecimentos na área, e está atualmente contida a diversos setores, como: Saúde, Ecologia, 

Genética molecular, Genética Forense e áreas afins. Nesse sentido, é de fundamental 

importância que os estudantes, ainda na fase escolar, compreendam os conceitos básicos da 

Genética - para uma melhor interação com a nossa realidade e a compreensão de sua 

importância  (2).  

Em tempos de Covid-19, os professores foram confrontados com o trauma coletivo 

da perda e com a necessidade de se adaptar a novos arranjos para lidar com a Educação 

mediada por tecnologias digitais. De um lado, queremos esquecer esse período  de  luto,  de  

crianças  sem  acesso  à  educação  e  de  professores  sem  capacitação (3). Por força  da  

crise  sanitária  imposta  pela  pandemia  da  Covid-19,  as  escolas  foram  fechadas  e  os  

professores precisam se apropriar de saberes necessários para atuar em ambientes virtuais de 

ensino e aprendizagem. Em relação a isso, a Portaria nº 343, de 17 de março de 2020, dispôs 

sobre a substituição das aulas presenciais por aulas em meios digitais - enquanto durar a 

situação de pandemia do novo coronavírus–Covid-19 (4).  

Após a vacina e a diminuição dos casos, os alunos retornaram para a sala de aula, 

muito deles, sem o mesmo ritmo de estudo de antes. Considerando a dificuldade da disciplina 

de Genética e a falta de costume dos alunos com a sala de aula, tal como com os conteúdos, 

é imprescindível o uso de intervenções. Nos últimos anos, alguns estudos vêm sendo feitos 

para serem elaboradas estratégias para o processo ensino-aprendizagem de Genética. 

Considerando a necessidade de adotar estratégias que visam facilitar a abordagem de 

conteúdos  com  maior  nível  de  complexidade, alguns estudos mostram a importância de 

utilizar recursos que vão facilitar e diminuir a dificuldade encontrada ao longo do fenômeno 

de ensino e aprendizagem pelos professores e alunos. 

Segundo Campos et. al. (5), utilizar materiais diversificados pode ser uma forma de 

contribuir para a aprendizagem significativa e a redução das dificuldades de aprendizagem 

desses conteúdos. Por exemplo, a utilização de jogos didáticos que potencializam a 

participação ativa dos alunos e assim estimulam a aprendizagem ativa que auxilia a 

construção autônoma do conhecimento (5).  

Assim, o uso de novas metodologias de ensino, baseadas em um trabalho que permita 

ao aluno aprender, construir o seu próprio conhecimento e adquirir um pensamento crítico, 

faz-se necessário (6). Dessa forma, o principal objetivo deste estudo foi abordar os desafios 

e as práticas pedagógicas no ambiente escolar durante o período pandêmico. 

 

GENÉTICA NA FORMAÇÃO INICIAL DO PROFESSOR, UM PROBLEMA 

ANTES, DURANTE E APÓS A PANDEMIA 

A formação docente e continuada de profissionais da Educação pode ser um dos 

grandes problemas quando falamos de formação de professores qualificados e aptos para 

desenvolverem metodologias ativas no contexto do ensino de Genética - problema 

vivenciado antes, durante e após a pandemia da Covid-19.  

Entretanto, durante a pandemia, as dificuldades de se trabalhar essa temática foram 

mais visíveis devido às grandes restrições sociais que atingiram drasticamente o sistema 
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escolar. A Genética é considerada uma área do conhecimento extremamente importante, que 

envolve assimilação de conceitos práticos no âmbito escolar. Segundo Elias et. al. (7), o 

processo de ensino e aprendizagem em Genética é um desafio que será enfrentado pelos 

educadores. 

Segundo Almeida (8) o que se espera na prática de formação inicial é que os 

graduados tenham a oportunidade de compreender e aplicar os métodos de ensino, e que 

possam desenvolver uma ampla gama de conhecimentos, valores e estilos que serão 

aplicados em suas atividades profissionais. Sousa (9) por exemplo, afirma que os 

licenciandos em início de carreira não estarão totalmente preparados para a construção do 

conhecimento, ou seja, é necessário buscar estratégias facilitadoras e uma formação 

continuada para haver rompimento dessas dificuldades que os estudantes carregam consigo, 

o que pode gerar a formação de ciclos contínuos, impedindo a  formação do conhecimento 

apropriado.  

Entretanto, a educação brasileira, no que diz respeito a formação continuada do 

professor, apresenta um problema a ser enfrentado devido ao fato de que, na maioria das 

vezes, a procura por essa formação é objetivada, especificamente, a fim de suprir uma 

carência na formação inicial ou de acrescentar linhas ao currículo, visando a busca pela 

progressão na carreira e não pela construção e melhoria do saber elaborado (10). 

LIMITAÇÕES NO ÂMBITO ESCOLAR, DESAFIOS NA CONSTRUÇÃO 

EDUCACIONAL FRENTE À PANDEMIA 

As condições de trabalho no processo de ensino e aprendizagem são indispensáveis. 

Dentre as diversas características para um bom resultado na transmissão do conhecimento 

elaborado, podemos citar o local de trabalho; antes da pandemia, os professores tinham que 

se deslocar para as salas de aula e deparavam-se com ambientes com lotação máxima, sem 

conforto, e em alguns casos, sem ventilação - o que tornava tudo mais difícil. Na maioria 

das vezes, esses professores não tinham motivação para realizar atividades diferentes, como, 

por exemplo, a elaboração de recursos didáticos, jogos, dinâmicas, dentre outros.  

Essa ausência de condições de trabalho adequadas interfere diretamente no 

rendimento dos docentes, consequentemente gerava e gera um impacto no trabalho, 

resultando na diminuição de autonomia do professor e interferindo no seu processo de 

organização de sua função. As  condições  de  trabalho  compõem os  requisitos  que  formam  

o  conceito  de  valorização  docente e elas compreendem aspectos cruciais para  a  realização 

profissional (11). 

Em 2020, os professores precisaram passar por adaptações pela situação imposta pela 

pandemia, que levou ao distanciamento social e à execução das atividades de ensino 

remotamente - que é a EAD. Esta situação acentuou outros problemas que seriam empecilhos 

para o desenvolvimento dessas atividades e, mesmo não sendo nas escolas, a falta de 

condições de trabalho ainda era presente, o professor precisou se reinventar em condições 

ainda piores. 

Há ausência  dos  meios  necessários  para  o  pleno  desenvolvimento  das  atividades, 

como: falta  de  equipamentos  adequados (como  computadores, tablets,  microfones  e  

câmeras), conexão  à  rede  de  internet, formação suficiente para  lidar  com  os  programas  

e  os  recursos  tecnológicos. Ademais, há   pouca  (ou  total)  ausência  de  experiência  com  
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ambientes  virtuais e  até  questões  relacionadas  ao  suporte  pedagógico  para  a  realização  

do  trabalho  (11). 

  

 
Figura 1 - Sinergia entre condições de ensino adequadas, metodologias ativas e formação continuada 

Fonte: Produção autoral, 2022 

 

PRÁTICAS PEDAGÓGICAS MAIS USUAIS NO ENSINO DE GENÉTICA 

DURANTE  E APÓS A PANDEMIA E SUA IMPORTÂNCIA 

 

As práticas pedagógicas são vistas como importantes ferramentas para construção 

reflexiva e formação crítica do aluno, pois promovem maior assimilação dos conteúdos 

considerados difíceis pelos professores, o que permitirá uma maior contextualização de 

conceitos inseridos na área da Genética, por exemplo. Nesse sentido, é de fundamental 

importância que os estudantes, ainda na fase escolar, compreendam os conceitos básicos da 

Genética, para uma melhor interação com a nossa atualidade e a compreensão de sua 

importância  (2). 

Diante dessas práticas, a aplicabilidade do método depende não só da disponibilidade 

do recurso, mas também de um professor atuante e inovador, que instigue o aluno a aprender, 

estimulando sua interação e, até mesmo, à convivência com os colegas (12). O que adianta 

ter recurso, e não ter um professor apto e preparado para desenvolver essas práticas 

pedagógicas? (principalmente no que diz respeito às subáreas da Genética voltadas aos 

conhecimentos da dinâmica da natureza e da vida, envolvendo e auxiliando nas questões 

polêmicas que instigam a Ciência (2). 

Tornar as aulas mais atrativas, dinâmicas e inseridas na realidade sociológica e 

tecnológica atuais é algo não só sumariamente importante, mas também extremamente 

desafiador (8). Os modelos e recursos didáticos são opções eficientes para auxiliar o 

entendimento de determinados conteúdos considerados mais complexos e abstratos, 

transformando em assuntos mais atrativos e facilitando o entendimento. Considerando a 
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necessidade do professor em ministrar o conteúdo de maneira mais clara e objetiva possível, 

a utilização de recursos didáticos é indispensável, visto que a utilização desses materiais 

aproxima os alunos do conteúdo, tornando-os mais lúdicos, chamando atenção dos alunos e 

aguçando o senso crítico dos mesmos.  

As atividades que envolveram as práticas pedagógicas foram essenciais durante o 

período pandêmico - e serão também após a pandemia, pois durante esse período os 

professores enfrentarão grandes dificuldades para estabelecer a construção do conhecimento, 

exigindo destes formas alternativas e práticas para disseminação desse saber. Algumas 

alternativas são observadas no quadro 1. 

Quadro 1 - Recursos didáticos mais utilizados no período pandêmico e pós-pandêmico. 

Recursos didáticos   Área do conhecimento - Genética           Autor 

Jogos de cartas 

(FlashCards) 

Hereditariedade (BISSOLI; SANTOS; CONDE,  

2018) 

Jogos de perguntas e respostas 

 (Quiz) 

 Herança genética (BISSOLI; SANTOS; CONDE, 

2018) 

Mapa mental Hereditariedade (BISSOLI; SANTOS; CONDE, 

2018) 

jogo  da  tradução  proteica Tradução do RNA (REZENDE; GOMES, 2018) 

Modelos didáticos Replicação do DNA  (REZENDE; GOMES, 2018) 

Modelos didáticos Estrutura química do DNA (REZENDE; GOMES, 2018) 

Cartas do Jogo (Genética em 

Jogo) 

Padrões  de 

herança 

 

(CARVALHO; PEREIRA; 

ANTUNES, 2021) 

Jogos de cartas Determinação dos alelos (CARVALHO; PEREIRA; 

ANTUNES, 2021) 

Padlet Assuntos gerais da genética (PEREIRA, 2021) 

 

Algumas alternativas são citadas pelos autores Bissoli et. al. (13), como o jogo de 

cartas - FlashCards, quiz e mapa mental. Nos Flashcards, utilizaram breves descrições do 

conteúdo de Genética Básica na área de hereditariedade, em forma de perguntas para ajudar 

os alunos no processo de aprendizagem, um recurso bem interessante para revisão de pré-

avaliação. A própria interface dos FlashCards auxilia o aluno a se reconhecer, ou não, 

determinado conteúdo onde o indivíduo poderá sinalizar como positivo ou negativo (sob 

graus de dominância dos conteúdos). Caso ele não conheça, poderá também apertar sobre a 

carta para ter mais informações.  

Quando os alunos terminam de usar os Flashcards, o site mostra os itens perdidos e 

quantos foram perdidos, dando-lhes a opção de ocultar os corretos no momento em que a 

atividade é reiniciada, para que os alunos possam se concentrar melhor nas dificuldades e. 
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finalmente, o programa mostra ao professor a média de acertos de cada aluno e a média geral 

da turma (13).  

Além disto, os autores citam também a utilização de quiz como um jogo interativo 

para se trabalhar assuntos como herança genética e determinação de sexo com a utilização 

de perguntas de múltipla escolha. Dessa forma, o professor consegue realizar inferências 

sobre o conhecimento daquele aluno, uma forma eficaz de avaliar e diagnosticar uma turma. 

O mapa mental se mostra como uma excelente técnica de apresentação de um conteúdo, pois 

no mapa mental o aluno tem liberdade de montar uma rede de informações com um assunto 

central. Tal técnica se torna eficiente e interessante para o professor aplicar porque o aluno 

terá aproximação em estabelecer conexões entre os temas de Genética - dos quais ele 

estudará, útil na utilização de revisão de conteúdo. 

Segundo Rezende et. al. (6), os jogos e os modelos didáticos são fontes de 

conhecimentos que podem ser usados para trabalhar conteúdos de Genética como estrutura 

química, tradução e replicação do DNA. Esses recursos são ferramentas importantes no 

processo de ensino do aluno, onde eles mesmos podem confeccionar seus materiais com 

auxílio de um professor. Dessa forma, utilizar e aplicar jogos e modelos didáticos em sala 

de aula auxiliá e possibilitará uma melhor assimilação dos conteúdos teóricos, podendo ser 

revisados e estudados em um ambiente fora da sala de aula. 

Outras formas são citadas por Carvalho et. al. (14), que utilizaram jogos de cartas 

para trabalhar temas da área de Genética, como: padrões de herança e determinação de alelos. 

Como resultado, eles perceberam que os jogos estimulam o  desenvolvimento de habilidades 

e competências importantes que não podem ser medidas  e/ou quantificadas por meio de 

testes realizados pelos estudantes. O estudo permitiu concluir que a utilização de ferramentas 

de apoio ao ensino pelos professores pode tornar o processo mais atrativo e interessante (14). 

Pereira (15) cita a utilização do padlet no ensino remoto e híbrido como recurso 

adicional nas aulas de Genética. O padlet é uma ferramenta onde o professor tem a liberdade 

de criar murais e atividades virtuais com a turma. O uso do Padlet e o desenvolvimento 

dessas atividades no ensino híbrido têm sido muito populares e, além de proporcionarem 

discussão de conteúdo, também têm contribuído para uma escrita mais eficaz do vocabulário 

de Genética. O uso de ferramentas tecnológicas pode facilitar a troca de ideias entre os alunos 

e a construção do aprendizado coletivo (15). 

INTERMEDIAÇÃO DO CONHECIMENTO ELABORADO — CENÁRIOS, 

OBSTÁCULOS E POTENCIALIDADES 

Segundo delineamento da Lei de Diretrizes e Bases da Educação Nacional, as ações 

presentes ao longo do processo de ensino e aprendizagem não devem estar sob restrição 

única da transmissão de informações — é necessário fundamentar-se, sobretudo, no intento 

de formar indivíduos com posicionamento ativo e crítico sobre o meio social em que estão 

presentes. Contudo, para que tal objetivação seja realizada de modo satisfatório, o professor 

— na função de intermediar do conhecimento científico, precisa acompanhar e desenvolver 

ações que repassem conhecimentos sob uso de instrumentos metodológicos distintos — 

elucidando e inserindo novas óticas pedagógicas sob contextualizações e atitude 

investigativa (1). Por certo, quando restrito a configuração tradicional de transmissão de 

conhecimento, há indução de desestímulo aos indivíduos. 
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No atual cenário global de desafios impostos pela crise sanitária e humanitária da 

COVID-19, as metodologias ativas têm sido grandes aliadas como ferramentas no 

desenvolvimento de ações de ensino (16). Assim, há realocação dos indivíduos presentes no 

processo como personagens e centro da objetivação maior da aprendizagem, visto que tal 

estratégia (amparadas com produções e tecnologias digitais) representam uma vanguarda em 

forma de intermediação do ensino científico, auxiliando diretamente no processo de 

obtenção de conhecimentos transversais compartilhados entre os discentes. 

Logo, é iminente tensionar e reconfigurar o arcabouço das aulas e momentos diversos 

de ensino sob o atual cenário, pois é preciso os docentes apropriarem-se do uso de tais 

ferramentas disponíveis e sujeitá-las a melhoramentos constantes — atribuindo novos 

valores ao longo de todo o processo ensino-aprendizagem. Assim, ocorrerá estímulo de 

atitudes críticas, investigativas e reflexivas — consolidando visões e experiências 

enriquecedoras na totalidade do processo (1). 

Atividades pedagógicas distintas desenvolvem-se também nos meios digitais, 

atualmente presentes em maior porcentagem no desenvolvimento de aulas remotas – 

possibilitadoras de continuidade da periodicidade constante de ensino e diminuição 

problemáticas intrinsecamente relacionadas ao aprendizado (sob delimitações do atual 

cenário pandêmico). Assim, possibilidades e potencialidades são continuamente 

desenvolvidas nas estruturas de ensino, pois há necessidade de adaptar ações e processos às 

imposições atuais de interações sociais (17). 

Segundo a Organização das Nações Unidas para a Educação, a Ciência e a Cultura, 

a nova configuração em que se dão as relações e sinergias nas comunidades envolvidas no 

complexo mecanismo de ensino e aprendizagem, sugere-se que — sob particularidades da 

atual conjuntura mundial — prioridades sejam adotadas por instituições de educação e 

pesquisas de estratégias mais eficientes a serem empregadas, como programas de inclusão 

digital, cuidados com os dados desenvolvidos (e obtidos), importância dos fatores 

psicossociais, programação de agendas a fim de dimensionar e influenciar abordagens 

pedagógicas, formações continuadas para docentes e propostas distintas a serem aplicadas 

como modo de avaliação dos indivíduos (18). 

Assim, as ações de discussão e reflexão oriundas do cenário atual nos possibilitam 

elaborar rearranjos em métodos e técnicas ativos, sobretudo ao que tangencia o ensino de 

modo híbrido, evidenciado como potenciais promotores de processo de intermediação de 

conhecimento elaborado moldado para valorizar o discente, ponderando a periodicidade do 

processo e autonomia destinada à cada ser ao longo do processo (19). 

Informações desenvolvidas ao longo do período letivo agregam muito ao 

entendimento holístico do atual cenário pandêmico, delineando necessidades recorrentes aos 

docentes de Ciências nas ações que visam desenvolver melhoramentos a serem implantados 

nas respectivas práticas cotidianas (20), podendo ser consolidadas atividades inovadoras a 

fim de implementar estratégias pedagógicas sob múltiplas visões, ressaltando a diversidade 

de cenários, subjetividades e aptidões dos indivíduos (21; 22) 

 

CONCLUSÕES  
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Quanto às singularidades do processo de formação do docente, sob o atual cenário 

de crise sanitária, é imprescindível aplicar metodologias ativas e melhoramentos na 

qualificação continuada dos intermediadores de conhecimento elaborado, visto que há 

necessidade de driblar obstáculos de ordens distintas, como a desigualdade social. 

Os docentes devem aplicar estratégias pedagógicas, desenvolvendo habilidades 

distintas ao longo da atividade profissional de cada indivíduo — adotando, assim, 

ferramentas que facilitem o processo ensino-aprendizagem e superem problemas individuais 

expressos ao longo da apropriação do conhecimento científico. 

Nos cenários pandêmicos e pós pandêmicos, os recursos didáticos mais utilizados 

(no ensino de Genética) foram: mapa mental, flashcards, jogos de cartas, jogos de perguntas 

e respostas (Quiz), modelos didáticos, jogo de tradução proteica e Padlet. A adoção de tais 

recursos potencializou a consolidação de aprendizagens coletivas e interações interpessoais. 

Os espaços de educação formal e informal devem possuir o mínimo possível para 

desenvolver atividades de ensino de modo satisfatório. Logo, as condições de trabalho e 

suporte aos canais de atividades devem receber atenção especial, viabilizando a autonomia 

de cada docente e permitindo que desenvolvam rearranjos e adaptações ao seu modo de 

atuação; é de suma importância o estímulo a adaptações contínuas.  

O estímulo ao aluno assume papel relevante na promoção da capacidade de 

contextualização e interações com o cotidiano. Para tal, é de suma necessidade implantar — 

sob a atual conjuntura — atividades dinâmicas, interativas por intermédio da diversidade e 

realidade social e tecnológica de cada indivíduo; instituições devem adotar ações de inclusão 

digital, atenção a questões psicossociais, formação continuada e agendas inovadoras.  
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Resumo: O mosquito vetor Aedes aegypti transmite importantes arboviroses, como os vírus 

da Dengue, Zika e Chikungunya. Com uma carga crescente de infecções e o fracasso dos 

métodos de controle tradicionais, o desenvolvimento de medidas de controle inovadoras 

tornou-se de suma importância. Diante desta questão, este trabalho de revisão da literatura, 

visa destacar as principais estratégias moleculares relevantes no controle das arboviroses. Os 

resultados mostram que há principalmente duas formas utilizadas no controle genético do 

mosquito: a supressão e a reposição populacional. O primeiro método de controle visa 

erradicar as populações de mosquitos, enquanto o segundo, visa trocar as atuais populações 

de vetores por mosquitos transgênicos resistentes a patógenos. Estima-se que, dentro de 20 

anos, a edição de mosquitos por CRISPR/Cas9, provavelmente, será a tecnologia mais 

promissora para prevenção e controle de vetores de arboviroses, devido sua acessibilidade, 

baixo custo, e eficiência na edição de genomas. De acordo com os dados encontrados, é 

possível concluir que, quando estiver totalmente desenvolvida, essa nova tecnologia poderá 

apoiar os esforços globais de saúde pública destinados a reduzir a transmissão, mortalidade 

e morbidade das arboviroses. 

 

Palavras–chave: Aedes aegypti; chikungunya; CRISPR; dengue; zika 

 

INTRODUÇÃO  

 

A disseminação de arboviroses se apresenta como uma grave problemática de saúde 

pública, afetando diversas pessoas ao redor do mundo. Estima-se que mais de 700.000 

indivíduos morrem por ano em decorrência de doenças transmitidas por vetores de arbovírus 

(1). À exemplo das populações mais impactadas por este impasse, é notório que a maior 

incidência de arboviroses se dá em locais onde as alterações climáticas são perceptíveis, 

aliando-se a influência dos baixos índices de desenvolvimento humano (2,3). 

Os métodos tradicionais de controle de organismos vetores baseiam-se no uso de 

inseticidas, demonstrando resultados relativamente consideráveis, principalmente, no 
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combate à Malária, sendo aplicável também para vetores de Dengue, Zika, Chikungunya e 

outras patologias transmitidas por insetos (4). Entretanto, a abordagem com o uso de 

inseticidas já não é mais indicada, visto que a resistência adquirida por insetos vetores pode 

comprometer os esforços para o controle das doenças supracitadas (5).  

Devido a crescente busca por métodos de erradicação de arboviroses, várias 

abordagens a nível celular e molecular foram desenvolvidas. Dentre as principais 

metodologias, destaca-se a CRISPR/Cas9, visto a sua eficácia na edição genômica de 

mosquitos do gênero Aedes (1). Outras técnicas incluem o desenvolvimento de vacinas, 

dentre as quais destaca-se a abordagem baseada em eVLP (partículas virais envelopadas); 

há também o método Wolbachia, que proporciona infecção por cepas de Wolbachia sp. em 

mosquitos, impossibilitando o desenvolvimento da prole; e, por fim, as variações da 

CRISPR/Cas9, como por exemplo, a tecnologia de Gene Drive (6–8). 

Apesar do sucesso das técnicas de manipulação molecular, estudos alertam para 

potenciais impactos das estratégias genômicas utilizadas para controle populacional de 

mosquitos-vetores (9). As pautas éticas, com enfoque na conservação e preservação 

biológica, discutem os riscos da inclusão de mosquitos geneticamente modificados no 

ambiente, além da possibilidade de alterações ecológicas mediante a redução populacional 

dos insetos-alvo (10). Portanto, é preciso haver análises criteriosas antes da implementação 

prática destes métodos. 

Considerando a alta quantidade de técnicas de manipulação gênica, faz-se necessário 

analisar as especificidades e perspectivas associadas às metodologias biotecnológicas de 

controle populacional de mosquitos-vetores que possuem importância médica, em especial, 

o Aedes aegypti. Deste modo, este trabalho aborda, através de uma revisão de literatura, as 

principais estratégias moleculares utilizadas para erradicar arboviroses, bem como os 

aspectos éticos e ambientais que permeiam estes métodos. 
 

ESTRATÉGIAS GENÉTICAS PARA CONTER A TRANSMISSÃO DE 

ARBOVIROSES PELO AEDES AEGYPTI 

Existem várias estratégias para o combate às arboviroses transmitidas pelo Aedes 

aegypti, e uma delas é a JAK/STAT, que funciona como um transdutor de sinal e ativador 

de transcrição. Esta técnica é uma via de sinalização que controla o desenvolvimento da 

imunidade viral em mamíferos e invertebrados. A via JAK/STAT age através do 

silenciamento do gene mediado por RNAi do inibidor da proteína do STAT ativado (PIAS) 

e objetiva tornar os mosquitos mais resistentes à infecção por DENV (11). Todavia, 

mosquitos transgênicos mostraram que os níveis de infecção por DENV 2 e DENV 4 não 

apresentam diminuição significativa, portanto, esta abordagem transgênica pode não ser 

suficiente para interromper completamente a propagação do vírus (8). 

Outra estratégia para combater os arbovírus é a técnica de MicroRNAs (miRNA). Os 

miRNAs são pequenos RNAs não codificantes, capazes de regular a expressão de genes pós-

transcrição, e atuam degradando ou suprimindo a tradução de moléculas-alvo (12). Esta 

estratégia possibilita que os genes causadores da DENV 3, CHIKV e ZIKV sejam 

suprimidos e, com isso, o silenciamento genético dos genes e do genoma pode resultar em 

uma diminuição na expressão gênica, fazendo com que os vetores percam a capacidade de 

se infectar com os agentes virais mencionados (13). Além disso, o uso de miRNAs sintéticos 
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também induz a resistência antiviral dos mosquitos vetores contra os vírus DENV-3 e 

CHIKV (14). 

O CRISPR/Cas9 para nocaute gênico é mais um tipo de técnica para combate aos 

arbovírus. O nocaute de genes é uma estratégia genética que permite o bloqueio da expressão 

de um gene específico no organismo. Este método foi implementado em mosquitos fêmeas, 

e fez com que elas perdessem a funcionalidade em proteínas utilizadas no voo, como a actina 

(AeAct-4) e miosina (myo-fem), que normalmente estão expressas no músculo da asa da 

fêmea. A completa falta destes genes faz com que todas as fêmeas não sejam capazes de usar 

as asas para locomoção (15). Uma vez que as fêmeas dependem do voo para realizar suas 

necessidades fisiológicas diárias, como acasalar e se alimentar do sangue de um hospedeiro, 

a incapacidade de voar dificulta a transmissão de patógenos. 

Com o desenvolvimento do sistema CRISPR/Cas9, muitos organismos diferentes 

podem ter seus genomas alterados (16). A técnica CRISPR/Cas9 pode ser usada para 

interromper o sexo nas isoformas das fêmeas de Aedes aegypti (AedsxF1 e AedsxF2). Como 

resultado desta estratégia, o percentual de fecundidade da fêmea diminui enquanto a taxa de 

dificuldade na eclosão aumenta, e a fertilidade da fêmea se torna cada vez mais 

comprometida. Estes resultados dão a entender que as abordagens por meio de controle 

genético são fundamentais para a diminuição da proliferação de doenças arbovirais (17). As 

principais pesquisas com estratégias de controle de arboviroses estão postas na tabela 1. 

 
Tabela 1 - Pesquisas envolvendo estratégias para conter a transmissão de arboviroses pelo Aedes aegypti 
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Vírus Estratégia   Metodologia Referência 

DENV2/4 Super expressão de componentes no 

caminho JAK/STAT 

piggyBac Jupatanakul 

et al., (11) 

 

DENV3/CHIKV 

RNAs sintéticos direcionados ao genoma 

do vírus, desencadeando imunidade 

antiviral de miRNA 

Mariner Mos1 Yen et al., 

(14) 

ZIKV RNAs sintéticos direcionados ao genoma 

do vírus, desencadeando imunidade 

antiviral de miRNA 

piggyBac Buchman et 

al., (13) 

DENV1-4 

ZIKV 

CHIKV 

Nocaute de genes especificamente 

expressos em mosquitos fêmeas 

associadas aos músculos de voo incluindo 

actina (AeAct-4) e miosina (myo-fem), 

geramos de perda de função 

CRISPR/Cas9 para 

nocaute gênico  

O’Leary e 

Adelman, 

(15) 

DENV1-4 A. aegypti projetado para expressar 

anticorpo de fragmento variável de cadeia 

simples (scFv) anti-DENV, baseado em 

1C19, para fornecer proteção contra todos 

os quatro sorotipos de DENV, 

neutralizando-os 

Gene drive baseado 

em CRISPR/Cas9 

Noor et al., 

(10) 

DENV1-4 

ZIKV 

CHIKV 

Rompimento das isoformas específicas da 

fêmea, AedsxF1 e AedsxF2, ambas 

expressas apenas em mosquitos fêmeas 

Controle genético 

utilizando 

CRISPR/Cas9 

Ranian et 

al., (17) 

 

ABORDAGENS BASEADAS EM WOLBACHIA 

 

Wolbachia pode ser definida como um gênero de bactérias intracelulares que estão 

presentes em vários artrópodes, mas geralmente não são encontradas em A. aegypti (18,19). 

Com isso, a abordagem baseada em Wolbachia se trata de uma estratégia de controle 

biológico, em que mosquitos machos infectados com a bactéria são soltos na natureza e 

encontram uma população que não possui a cepa de Wolbachia utilizada nos testes (9). Deste 

modo, o controle da população de mosquitos ocorre quando um macho infectado por 

determinada cepa de Wolbachia realiza a cópula com a fêmea selvagem e não-infectada, 

possibilitando a geração de ovos que não irão eclodir (20). 

Além disso, o método Wolbachia também está baseado na tecnologia de supressão 

populacional, e tem como fonte de experimento um inseto estéril. Este tipo de método busca 

a eliminação do inseto vetor no intuito de impedir a geração de prole capaz de transmitir 

agentes virais de interesse médico (8). Para tanto, além das técnicas de infecção do mosquito 

macho, existe a intenção de tornar estéreis as fêmeas férteis, visto que ao analisar a 

compatibilidade na geração de novos descendentes, as fêmeas representam a fonte principal 

para o desencadeamento do patógeno, pois a geração de ovos viáveis acontece tanto no 
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cruzamento com machos selvagens não-infectados como com aqueles que possuem a cepa 

de Wolbachia no organismo (21). 

Adicionalmente, existe técnica de modificação populacional baseada em Wolbachia, 

que tem como objetivo ativar, na população de mosquitos, fatores hereditários que reduzem 

a transmissão de patógenos por meio da interação direta com o RNA viral ou através da 

aplicação de genes que bloqueiam os vírus-alvo (9). Através deste método, a transmissão de 

arboviroses como a dengue diminuiu de forma significante onde a estratégia baseada em 

Wolbachia foi implementada (22,23).  

 

SUPRESSÃO POPULACIONAL PARA O CONTROLE DE MOSQUITOS 

 

Uma das formas de supressão populacional consiste em uma técnica proveniente de 

transgenia, que tem como objetivo levar o mosquito fêmea à esterilidade, visto que as fêmeas 

se mostram como maior fonte veicular de propagação das doenças (8). Porém, este método 

pode levar ao extermínio dos mosquitos e gerar uma reação em cadeia, devido ao surgimento 

posterior da busca por domínio de outros nichos próximos aos insetos. Ainda assim, dentro 

das abordagens de controle encontradas, existem fatores que levam a um favoritismo 

mediante a efetividade e melhor chance de sucesso. A abordagem transgênica se mostra mais 

efetiva, apresentando inúmeras possibilidades de otimização, diferente da Wolbachia, que 

para ser efetivada, necessita da classificação da espécie em seu tipo e a cepa que determina 

a possibilidade de anulação de uma prole portadora do patógeno (9). 

Outra estratégia é a tecnologia de liberação de inseto portador de gene dominante 

letal (RIDL), que funciona como um método alternativo de supressão populacional e consiste 

na aplicação de um gene mortífero no mosquito-alvo (1). Ao ser liberado no ambiente, o 

mosquito transgênico irá copular com um indivíduo da população selvagem, resultando em 

uma prole fraca, que morrerá nas fases de larva ou pupa (24). Desse modo, a população dos 

mosquitos de interesse irá entrar em declínio.  

 

ESTRATÉGIAS DE EFETORES ANTIVIRAIS PARA REPOSIÇÃO 

POPULACIONAL DE AEDES AEGYPTI 

 

Ao ser infectado por um agente específico, o mosquito tem o seu sistema de defesa 

ativado e o mecanismo de RNAi atua como principal efetor antiviral, proporcionando a 

degradação do RNA patogênico e, consequentemente, impedindo a replicação do vírus no 

corpo do vetor (25). Com base nisto, a estratégia genética utilizada para reposição 

populacional consiste na exploração desta ferramenta imunológica. No intestino de insetos 

transgênicos utilizados em teste, ocorre a expressão de um RNA invertido-repetido (IR) 

derivado do DENV 2 prM através de enzimas produzidas na região digestória, causando a 

codificação da sequência de RNA. Em seguida, o IR transcrito simula o RNA viral, que por 

sua vez é processado pelo mecanismo RNAi do mosquito e transformado no siRNA do 

DENV, possibilitando a destruição de partículas virais presentes no organismo (8). 

O estudo de Franz et al. (26) foi pioneiro na utilização de caracteres imunológicos 

do A. aegypti para fins de controle através da reposição populacional. Através desta 

estratégia, mais de 90% dos mosquitos transgênicos testados em laboratório não 

apresentaram infecção por DENV2 e não foram capazes de transmitir o vírus. No entanto, 
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outros mecanismos antivirais também foram utilizados em estratégias de controle e estudos 

laboratoriais mais recentes, demonstrando grandes probabilidades de sucesso (11,27,28). 

Dentre os mecanismos para além da via RNAi, existem as vias JAK-STAT, TOLL e IMD 

(25). 

Há também a estratégia que se baseia no uso de ribozimas. Estas organelas 

demonstraram a capacidade de detectar e atingir proteínas estruturais do RNA viral, 

especialmente em estudos com CHIKV (29). Sendo assim, as ribozimas usadas nesta 

estratégia podem ser um excelente método para o desenvolvimento de mosquitos 

transgênicos que, obviamente, são resistentes a vários arbovírus (8). Logo, estes mosquitos 

mostram resistência a todos os DENV, apresentando assim uma redução significativa de 

infecção por vírus no intestino médio (13). Vale ressaltar que as técnicas baseadas no uso da 

via RNAi e ribozimas se apresentam como promissoras, embora não tenham causado a 

redução completa da infecção pelos vírus no organismo do vetor (30). 

 

TECNOLOGIAS GENE DRIVE PARA AEDES AEGYPTI  

 

As abordagens baseadas no método Gene Drive permitem a prevalência de genes 

selecionados especificamente para uma população. Esta tecnologia age no controle da 

disseminação de arboviroses uma vez que, em muitos casos, ocorre a morte de insetos 

vetores por meio da ação de genes letais. Os vírus transmitidos por mosquitos colocaram 

mais de 3 bilhões de pessoas em situações de risco e afetaram diretamente a saúde da 

população mundial, e apesar de existirem estudos e testes emergentes com vacinas para 

prevenção, a carência de recursos que possam agir diretamente nesta problemática ainda é 

uma realidade (8).  

O Gene drive consiste na propagação de determinada característica em uma 

população de mosquitos, através de genes aplicados por manipulação genética, 

influenciando a hereditariedade ao longo de várias gerações (31). Entre os métodos de 

reposição populacional, é possível destacar o uso Gene Drive para este fim, que teve 

recepções mistas ao ser imaginado como uma ferramenta de controle utilizável contra pestes 

(32). Ademais, o Gene Drive é mediado pelo CRISPR/Cas9, auxiliando na redução da 

transmissão do DENV por A. aegypti. Esta ferramenta pode ser planejada para expressar 

anticorpos (anti-DENV) baseados em 1C19, que fornecem proteção contra os quatro 

subtipos do vírus da Dengue e os neutralizam no mosquito. Com isso, os mosquitos se 

replicam, e o sistema CRISPR/Cas9 permite a transmissão deste genótipo para as futuras 

gerações (10).   

O Elemento Genético Egoísta, ou Selfish Gene Element (SGE), é um padrão de 

herança, sendo um termo utilizado para definir uma das ações do Gene Drive. Ele tem como 

finalidade a transmissão de um padrão de mudanças para toda a população escolhida, 

gerando controle sobre a espécie e a seus caracteres hereditários (8). Diante da necessidade 

de ações imediatas, foram adaptados vários tipos de SGEs para o A. aegypti, como por 

exemplo, o gene MEDEA, que pode matar a prole das fêmeas que possuem este gene letal 

(33). 

  

MODELOS DE REPOSIÇÃO POPULACIONAL DO AEDES AEGYPTI  
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Tendo em vista os métodos utilizados para combater as doenças causadas pelo vetor 

Aedes aegypti, existe dentro dessas técnicas a disparidade entre a efetividade e a tentativa de 

gerar controle, consumada em um possível real descontrole ecossistêmico, isso porque a 

redução populacional dos mosquitos que utiliza inseticidas acaba englobando outras espécies 

de insetos que também são atingidas com seu uso, e esse efeito de redução gera um confronto 

com as cadeias alimentares e ecossistemas terrestres (8,34). Diante disto, surge a necessidade 

da prática de reposição populacional, que visa a substituição do inseto, caracterizando a 

modificação genética do mosquito, para que não se gere uma prole com as mesmas 

características genéticas que levam a disseminação de doenças (34). 

A aplicação em campo das técnicas de reposição populacional depende 

especificamente de modelos que oferecem detalhes da ecologia dos vetores e das variáveis 

abióticas que podem influenciar na densidade populacional dos insetos-alvo (35). Dentre os 

modelos que avaliam a probabilidade de sucesso das estratégias moleculares, destacam-se o 

MGDrive (Mosquito Gene Drive Explorer) e o MGDrive 2 como alguns dos mais 

promissores, possuindo diversas vantagens em comparação aos modelos SkeeterBuster e 

SLiM (35,36). O sistema MGDrive possui a capacidade de estimar a funcionalidade dos 

diferentes sistemas de Gene Drive baseando-se em variáveis importantes como a história 

natural do vetor, aspectos hereditários e o tamanho populacional de mosquitos-alvo, bem 

como a dimensão das regiões nas quais os vetores estão inseridos (8). 

 

TECNOLOGIAS DE CONTROLE DO VETOR AEDES AEGYPTI COM MAIORES 

PROBABILIDADES DE SUCESSO NO COMBATE DAS ARBOVIROSES 

 

Entre todas as tecnologias para o controle de vetores, a CRISPR/Cas-9 foi avaliada 

como a técnica mais promissora no controle das arboviroses em 20 anos (1), excluindo-se o 

uso de inseticidas e outros métodos tradicionais por causarem danos diretos à biodiversidade 

e não oferecerem controle efetivo (9). O CRISPR/Cas-9 é um primoroso método de edição 

genética, baseado em um sistema de imunidade bacteriano no combate à infecções (37). 

Outras alterações nos genes de mosquitos do gênero Aedes já foram feitas com nucleases 

efetoras de TAL (TALENs) e as nucleases de dedo de zinco (ZFNs), mas estas técnicas não 

apresentaram eficácia e eficiência equivalente ao CRISPR/Cas-9 (1). O ranking das 

principais tecnologias de provável sucesso no futuro está disposto na tabela 2.  

Outra tecnologia de destaque é a Técnica de Inseto Estéril (SIT), que consiste na 

liberação de mosquitos machos esterilizados por meio de radiação ionizante. A SIT é uma 

estratégia emergente e bastante poderosa, podendo ser aplicada de forma a complementar 

outras abordagens de controle já existentes (38). Além de afetar os machos, a SIT também 

pode induzir a esterilidade em fêmeas. Uma vez que a cópula com os machos estéreis não 

irá resultar em descendentes, o uso da SIT ocasiona o declínio da população de vetores (39).  

 
Tabela 2: Ranking das tecnologias de controle de vetores com maior probabilidade de sucesso em minar as 

doenças arbovirais nos próximos vinte anos. 
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Estratégias Tecnologias Probabilidade 

sucesso (%) 

 

Mosquitos editados 

por genes  

CRISPR/Cas-9 16,5% 

esterilização de inseto (SIT) 15,1% 

liberação de insetos que carregam uma letalidade dominante 9,9% 

letalidade específica feminina (sem voo) 3,1% 

Outros 

 

3,9% 

 

Modificação de 

comportamento por 

meio de tecnologias  

Wolbachia (bloqueio de transmissão de vírus) 11,1% 

Wolbachia (redução da população) 4,4% 

distorção da razão sexual através da endonuclease de retorno 2,1% 

Outros  

 

1.2% 

 

Inseticidas  

agentes sinérgicos misturados com inseticidas 5,0% 

tratamento com inseticida residual 2,9% 

inseticidas moleculares 2,7% 

roupas tratadas com inseticida 1,2% 

cortinas tratadas com inseticida 0,8% 

Outros 

 

1,9% 

 

Repelentes 

repelentes botânicos 3,3% 

repelente espacial 2,7% 

óleos essenciais como repelente 1,7% 

repelente de oviposição 1,4% 

fungos entomopatogênicos 0,6% 

Outros 

 

1,5% 

 

Armadilhas para 

mosquitos 

Grávida autocidaovitrampa 2,6% 

Abordagem de auto disseminação  1,3% 

iscas de açúcar tóxicas atraentes 1,1% 

Armadilhas sentinelas 1,0% 

Outros 1.2% 
 

CABRAL et al., 2019, modificado. 

 

É importante destacar o método Wolbachia, que também se apresenta como uma 

abordagem de provável sucesso no futuro. Através de Wolbachia, a contaminação por 

arbovírus é reduzida no organismo do vetor, provavelmente, pela ação que a bactéria exerce 

na diminuição de lipídios e proteínas do citoesqueleto do mosquito, inibindo a infecção por 

agentes virais que necessitam das moléculas supracitadas para se estabelecer (40). Em 

adição, Wolbachia apresenta características que conferem certas vantagens ao método, como 

o bloqueio do agente patogênico e grande eficiência na inviabilização reprodutiva nos 

mosquitos-alvo, tornando-se um método ecologicamente equilibrado (34).  

O uso de vacinas eVLP também apresenta grande potencial de sucesso, pois os 

especialistas acreditam que esta técnica seja a mais eficaz nos próximos anos (1). Ademais, 

os profissionais acreditam que nenhum método de intervenção será capaz de combater as 

arboviroses isoladamente, sendo assim, as políticas públicas precisam aliar as abordagens de 

controle com as estratégias vacinais (41). Todavia, a vacinação baseada em eVLP ainda 
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apresenta limitações, podendo sofrer influência de variáveis ambientais internas ou externas, 

que afetam a integridade da vacina e comprometem a resposta imune; portanto, apesar de 

ser uma excelente candidata para o controle de arboviroses, esta técnica necessita de mais 

estudos e avanços para implementação (42).  

 

POSSÍVEIS LIMITAÇÕES DA ABORDAGEM BASEADA EM CRISPR 

 

O CRISPR, como ferramenta de modificação genética, se mostrou como algo 

revolucionário nas possibilidades que oferece, graças a fatores como sua eficiência e 

flexibilidade, mas como toda nova descoberta científica, ele apresenta dois cenários aos 

pesquisadores: avanços e possíveis ameaças (10). O CRISPR pode ser uma forma bastante 

efetiva para erradicar doenças, mas é necessário se atentar a eventuais problemas que podem 

ocorrer ao se trabalhar diretamente com ferramentas de modificação celular e molecular. 

Através da edição genética, é possível que ocorram modificações ou até mutações que não 

estavam nos planos do cientista. Estas alterações imprevisíveis são os efeitos “Off-Target” 

(43). 

Pesquisar ferramentas de modificação genética envolve bastante cuidado e necessita 

de um bom planejamento prévio. É preciso considerar e avaliar os fatores limitantes do 

sistema antes de aplicar o CRISPR em campo, e alguns destes riscos em potencial são 

justamente os instáveis efeitos Off-Target, que são um dos pontos mais preocupantes quando 

se trata de ferramentas de edição genética (44). Quando ocorre numa edição genética 

decorrente do CRISPR, o efeito “Off-Target” não pode ser facilmente detectado apenas com 

os algoritmos computacionais (45). 

O peso destes efeitos pode ser pior do que se imagina ou talvez até ínfimo, porém, 

eles têm forte potencial de modificarem o resultado do experimento. Os efeitos Off-Target 

são eventos imprevisíveis, sendo um fator crítico para trabalhos que visam modificações 

genéticas tão específicas (46). E também não se deve esquecer dos efeitos que essas 

modificações teriam nos ecossistemas. Geralmente, os experimentos iniciais com mosquitos 

geneticamente modificados são feitos em laboratórios contidos, com o objetivo de impedir 

que qualquer espécime escape, todavia, não é possível ter a certeza do que pode ocorrer a 

todo momento (10). 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O método Wolbachia e as abordagens baseadas em CRISPR se mostram como 

técnicas inovadoras, apresentando um custo-benefício relativamente positivo para 

implementação e grande potencial no combate às arboviroses transmitidas por A. aegypti 

(9). Ademais, tecnologias como o CRISPR exibem grande eficiência devido a especificidade 

e precisão na edição de genes, tornando-se uma ferramenta revolucionária e consistente 

(10).  

No entanto, questões éticas e sociopolíticas que envolvem o tema demonstram 

tendências críticas a potenciais problemas que podem advir da aplicação de CRISPR e 

Wolbachia, bem como outras estratégias, dentre as quais pode-se citar a criação de 

imunizantes contra os arbovírus. O desenvolvimento de vacinas apresenta complicações 

práticas, como por exemplo, a dificuldade em atingir uma cobertura vacinal suficiente e os 
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altos preços de implementação (1). Além disto, a participação e apoio do público gera 

incerteza, visto que as populações poderão ser afetadas de formas ainda desconhecidas, 

sendo necessário mais engajamento entre cientistas e comunidade (47,48). 

Não obstante, estudos sugerem que o uso de métodos em nível celular e molecular 

serão excelentes aliados no combate às arboviroses (45,49). Com o avanço de testes 

laboratoriais, as técnicas de modificação genética de A. aegypti vem ganhando popularidade 

na comunidade científica, sendo possível estimar os efeitos da transgenia a longo prazo, 

incluindo a possibilidade de ocorrer mutações e aquisição de resistência ao método por parte 

do vetor (8). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O CRISPR tem se provado uma ferramenta de edição de grande importância nas 

atuais descobertas da engenharia genética, e um grande passo no desenvolvimento da 

biotecnologia. Com o passar do tempo era esperado seu uso em diversos assuntos que 

poderiam resultar em grandes avanços para a humanidade, e toda a teoria e os experimentos 

já colocados em prática atrás de uma maneira de combater vetores de doenças como o Aedes 

aegypti, é algo muito bem-vindo. Ainda há pesquisas a serem feitas e problemas a serem 

resolvidos, sem contar as questões éticas que acabam se tornando algo presente no momento 

em que se decide “esculpir a vida”. Mas, em suma, a humanidade entrou em um terreno da 

compreensão da vida onde cada passo deve ser feito com cuidado, e com as trilhas certas 

cada vez mais avanços a esperam. 
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Relevância dos genes RAB38 e ROBO1 na retinopatia falciforme: 

REVISÃO DE LITERATURA 
 

Ana Rafaela Carvalho Monte1 *; Ana Carolina Lima Camargo2  ; Gabrielle 

Maria Giovanna da Silva Gonçalves ; Thiago Adalton Rosa Rodrigues ; Júlia 

Nicoliello Pereira de Castro ; Sueli Matilde da Silva Costa ; Mônica Barbosa 

de Melo1   

 

 

Resumo: A anemia falciforme (AF) é a doença mais comum dentre as doenças 

falciformes (DF) que são caracterizadas por uma mutação de ponto no gene que codifica 

a globina beta da hemoglobina. As complicações oftalmológicas podem ocorrer nas DF 

e incluem anormalidades na conjuntiva, infartos orbitários, retinopatia e hemorragia 

retiniana. A retinopatia falciforme (RF) ocorre devido à vaso-oclusão da 

microvasculatura ocular, podendo levar a um processo de neovascularização que 

eventualmente se desdobra em hemorragia vítrea e descolamento de retina causando 

perda de visão. A RF é dividida em não proliferativa (RNP) e proliferativa (RFP). A RFP 

pode afetar até 20% dos pacientes. Esta revisão tem como objetivo apresentar a relação 

da retinopatia falciforme com os genes Roundabout Guidance Receptor 1 (ROBO 1) e 

RAB38, Member RAS Oncogene Family, uma vez que estão associados a angiogênese e 

proliferação celular, vias importantes para o desenvolvimento da doença. Até o momento, 

há poucos estudos relacionando os genes RAB38 e ROBO1 com a retinopatia falciforme, 

principalmente na sua forma proliferativa. Sendo assim, esta revisão apresenta uma visão 

dos principais mecanismos moleculares desses genes associados à retinopatia falciforme 

proliferativa.  
 

Palavras–chave: Anemia falciforme, expressão gênica, Retinopatia Falciforme. 
 

1. INTRODUÇÃO  

As doenças falciformes (DF) são um grupo de hemoglobinopatias hereditárias 

caracterizadas por uma mutação no gene que codifica a subunidade β-globina. Nesse 

grupo  de DF, a anemia falciforme (AF) é a mais comum, sendo uma doença 

autossômica recessiva hereditária, causada pela substituição de uma base nitrogenada 

adenina por timina (GAG - GTG) no códon 7 do cromossomo 11p15.5.7, da β -globina 

(1). 

Essa substituição resulta na troca do aminoácido ácido glutâmico por valina, 

dando origem a uma hemoglobina alterada denominada hemoglobina S (HbS) (2). 

Quando ocorre a substituição nos dois alelos (homozigose), origina-se a anemia 

falciforme. Já no traço falciforme o indivíduo heterozigoto apresenta um único gene de 
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hemoglobina afetado (HbS) sendo o outro gene normal (HbA), ocorrem manifestações 

leves ou até mesmo não observáveis (1). 

Na anemia falciforme, durante a desoxigenação que ocorre com a passagem dos 

eritrócitos pela microcirculação, a substituição do ácido glutâmico hidrofílico pela valina 

hidrofóbica resulta na interação com outros resíduos também hidrofóbicos na cadeia da 

β-globina de outra molécula de HbS desoxigenada3. Essa interação origina polímeros que 

se alongam em fibras helicoidais. Os polímeros, quando agrupados, enrijecem e fazem 

com que as células desenvolvam o formato de foice, além de ativar cascatas de várias 

outras anormalidades celulares. Devido a polimerização, ocorrem eventos de vaso-

oclusão bem como anemia hemolítica devido à fragilidade dos glóbulos vermelhos (1). 
A polimerização da hemoglobina S é reversível quando no início, mas conforme 

as repetições dos ciclos de desoxigenação ocorrem, as alterações nas bicamadas lipídicas 

e nas proteínas da membrana eritrocitária começam a interferir em vários outros aspectos 

da fisiologia das hemácias (3). Esses numerosos eventos levam ao aumento da hemólise 

e a interação dos eritrócitos com as células endoteliais, leucocitárias e plaquetárias (1). A 

hemólise tem como resultado a liberação da hemoglobina livre na circulação levando a 

redução do óxido nítrico, substância vasodilatadora, produzida pelas células endoteliais 

que regula o tônus vascular (3). A diminuição da disponibilidade do óxido nítrico 

contribui para a vasoconstrição favorecendo potencialmente a vaso-oclusão e, portanto, 

participando da fisiopatogênese de manifestações clínicas da doença falciforme (1). 
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Figura 01. Fisiopatologia molecular da doença falciforme. (a) Polimerização da Hemoglobina.  

Um polimorfismo de um único nucleotídeo no gene da β-globina acarreta na substituição de ácido 

glutâmico por valina na sétima posição na cadeia da β-globina. Após a desoxigenação, as moléculas de 

hemoglobina alterada (HbS) polimerizam para formar feixes. Os feixes de polímeros resultam em 

falcização de eritrócitos. (b) reologia prejudicada do sangue e agregação de eritrócitos falciformes com 

neutrófilos, plaquetas e células endoteliais para promover a estase do fluxo sanguíneo, conhecido como 

vaso-oclusão e resulta em lesão de isquemia-reperfusão. Os feixes de hemoglobina (Hb) também promovem 

a hemólise ou lise dos eritrócitos, liberando Hb livre de células na circulação sanguínea, sendo uma Hb 

oxigenada (Fe2+3-) e metemoglobina (Fe3+). (c) Isso resulta em Hb livre entrando na corrente sanguínea. A 

hemoglobina pode reagir com o peróxido de hidrogênio através da reação de Fenton para formar o radical 

livre hidroxila – também chamado HO2 e a metemoglobina, que é o ferro no estado Fe3+. Além disso, 

NADPH oxidase, xantina oxidase (XO) e óxido nítrico desacoplado endotelial (eNOS) geram radicais livres 

de oxigênio para promover a disfunção endotelial. A metemoglobina (Fe3+) é degradada para liberar heme 

livre, um dos principais padrões moleculares associados ao dano dos glóbulos vermelhos (DAMP); (d) 

Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), ativação do receptor TLR4, produção de armadilha de 

neutrófilos extracelular (NET), liberação de DAMPs derivados de tecidos ou células, DNA e outros fatores 

desconhecidos. A lesão da heme livre ou I-R pode contribuir para a inflamação estéril, ativando a via do 

inflamassoma em vasos sanguíneos e células inflamatórias para liberar IL-1β. Finalmente, a inflamação 

estéril promove ainda mais a oclusão vascular por meio de uma alça de retroalimentação que promove a 

adesão de neutrófilos, plaquetas e células endoteliais. Adaptado do Sundd, P., et al, 2019.  
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A anemia falciforme é considerada a patologia genética mais comum no mundo, 

com incidência de 25% a 40% nos países africanos. A população brasileira é uma mistura 

de três grupos genéticos, índios americanos, europeus e africanos. O gene da hemoglobina 

S é muito comum nas Américas e no Brasil, sendo este último mais comum nas regiões 

sudeste e nordeste. Na África equatorial, onde 40% da população é portadora, a 

prevalência da doença falciforme atinge 2% a 3% da população. No Brasil, a anemia 

falciforme atinge entre 0,1% e 0,3% da população negra, e distribui-se heterogeneamente, 

tendo evidência principalmente nos estados da Bahia, Maranhão e Piauí. A prevalência 

do traço falciforme é maior nas regiões Norte e Nordeste, entre 6% e 10%, enquanto que 

nas sul e sudeste é de 2% a 3%, heterozigotos AS alternam de 1 a 3% (4). 

De acordo com o protocolo clínico e diretrizes terapêuticas para anemia falciforme 

do Ministério da Saúde de 2018, 4% da população brasileira tem traço falciforme e entre 

25.000 a 50.000 pessoas tem anemia falciforme (HbSS) ou na condição de heterozigose 

composta ou dupla (SC, SE, SD, Sβ-talassemia). Em 2018 podia variar de 50.000 a 

100.000 casos (5). 

Estudos têm demonstrado que o genótipo HbSS causa a doença sistêmica mais 

grave do que os genótipos HbSC e Sβ-talassemia, enquanto os genótipos HbSC e Sβ-

talassemia apresentam maior incidência de manifestações oculares, incluindo retinopatia 

falciforme proliferativa (RFP), podendo levar ao comprometimento visual progressivo 

em 10 a 20% dos olhos afetados (5). 

 

2. Retinopatia falciforme 

Diferentes órgãos podem ser acometidos pela anemia falciforme, como pulmões, 

coração, fígado e rins, e também estruturas oculares (5). Dentre as alterações 

oftalmológicas causadas pela anemia falciforme, as alterações retinianas são consideradas 

as mais importantes na doença ocular afetada pela AF (6). 

A retinopatia falciforme é causada pelo bloqueio dos vasos sanguíneos na 

microvasculatura do olho, e dependendo de sua localização e do tecido afetado pode levar 

a distúrbios visuais, com surgimento de alterações orbitárias, conjuntivais, papilares e 

retinianas, que podem levar a perda progressiva da visão (7). Pode ser dividida em dois 

tipos: retinopatia falciforme não proliferativa (RP) e retinopatia falciforme proliferativa 

(RPF). A forma proliferativa pode ser a principal causa de perda progressiva da visão 

nesses pacientes, afetando 10% a 20% dos olhos acometidos (8). 

A oclusão arteriolar marca o início da patogênese e geralmente ocorre nas áreas 

periféricas da retina. É considerado um estágio inicial da retinopatia e não significa 

necessariamente que o paciente evoluirá para o estágio de RFP. Tortuosidade, dilatação 

e formação de microaneurismas na rede capilar também são observados na fase inicial da 

RF (8). 

Na RF, além das lesões hiperpigmentadas em hemorragias profundas ou sub 

retinianas (chamadas black sunburst), podem aparecer pequenas hemorragias intra 

retinianas, possivelmente derivadas da necrose isquêmica da parede do vaso, 

denominadas salmon-patches (9). Na retinopatia falciforme proliferativa (RFP), os 

neovasos periféricos da retina assumem uma forma frondosa, chamada de sea fan (8). 

A isquemia causada por oclusão repetida de pequenos vasos é considerada a causa 

mais provável de angiogênese. Apesar de terem a mesma gênese, a retinopatia falciforme 
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proliferativa e não proliferativa têm evoluções diferentes. Goldberg desenvolveu uma 

classificação de alterações progressivas na retina, divididas em 5 categorias de acordo 

com a ordem de aparecimento e a gravidade da doença (10). 

O estágio I é caracterizado por oclusão arteriolar periférica, causada pelo acúmulo de 

hemoglobina falciforme, que leva à hipóxia retiniana e rearranjo dos capilares adjacentes, 

acidose e hiperosmolaridade, podendo levar à trombose. No estágio II, ocorre a 

anastomose arteriovenosa periférica (hairpin loop) e tem início do brotamento de 

neovasos que, ao tentar unir a retina vascular com avascular, sofre dilatações levando a 

distúrbios circulatórios que causam a remodelação vascular que ocorre em resposta à fase 

I (10). 

No estágio III, a neovascularização (sea fan) ocorre possivelmente devido à liberação 

de fatores angiogênicos na retina isquêmica periférica. Com a neovascularização em sea 

fan formada, o estágio III é subdividido com base em um ensaio clínico prospectivo de 

observação versus fotocoagulação retiniana, levando em consideração o tamanho do sea 

fan, hemorragia, fibrose e visibilidade dos vasos.  Os vasos recém-formados são 

considerados frágeis, imaturos e aderentes ao gel vítreo, o que facilita a ocorrência de 

hemorragia vítrea, levando ao estágio IV (10). O sangramento repetido leva ao aumento 

da tensão vítreo retiniana, que pode promover descolamento de retina regmatogênico ou 

tracional. Quando esse sangramento atinge o eixo visual, desenvolvem-se sintomas e 

distúrbios visuais. Com eventos hemorrágicos recorrentes, a tração induzida pelo tecido 

fibroglial e a adesão vítrea à neovascularização aumentam, levando à ruptura, 

descolamento de retina e perda de visão, estágio final da retinopatia falciforme 

proliferativa (estágio V). A formação e a tração da membrana resultam de alterações 

degenerativas no vítreo que superam a neovascularização permeável (10). 

A retinopatia falciforme não proliferativa corresponde aos estágios I e II, enquanto a 

RFP corresponde aos estágios III, IV e V (11). A RFP pode ocorrer em crianças, mas 

ocorre principalmente na faixa etária entre 15 e 29 anos (12). A regressão espontânea da 

neovascularização foi relatada em 20% a 60% dos casos (13). 

Curiosamente, em homozigotos HbS e heterozigotos compostos HbSC, existe uma 

relação inversa entre a gravidade da doença sistêmica e a gravidade da retinopatia. 

Pacientes com anemia falciforme apresentam mais complicações sistêmicas, incluindo 

múltiplos eventos vaso-oclusivos e danos secundários a órgãos (14). Pacientes 

heterozigotos têm menos complicações sistêmicas, mas a neovascularização da retina tem 

maior frequência e início mais precoce (10). A prevalência de RFP é de 32,8% na 

hemoglobinopatia SC, 14% na Sß-talassemia e 2,6% na SS (15). Em um estudo 

observaram que a incidência de RFP é cinco vezes mais frequente em pacientes com 

genótipos HbSC em relação aos pacientes HbSS, e conforme a idade aumenta, se torna 

mais comum o surgimento dessa complicação (14). Outros estudos relatam que pacientes 

acima de 35 anos, têm maiores riscos de desenvolver RFP do que pacientes mais jovens, 

apresentando maiores riscos de perda da visão (estágio III – IV), indicando que a idade é 

um fator de risco para a RFP (16). 

No Brasil, cerca de 20% dos negros são heterozigotos para alfa-talassemia. A 

heterozigosidade composta com outros tipos de hemoglobina também modula a 

polimerização da HbS (17). A hemoglobina C (HbC) é a variante estrutural mais comum 

e juntamente com a HbS (βSβC) leva a um perfil clínico diferente da anemia falciforme 
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(βSβS), resultando em um quadro clínico relativamente benigno, mas com alta 

prevalência de complicações tromboembólicas, necrose de papilas renais e retinopatia 

(18). A razão exata pela qual indivíduos com o genótipo βSβC têm mais problemas 

oculares não é conhecida (19). Acredita-se que os níveis de células falciformes, 

hematócrito e viscosidade sanguínea tenham um papel importante nessa diferença (20). 

Um estudo recente foi realizado por nosso grupo comparando o perfil de expressão 

gênica obtido pelo sequenciamento de RNA de células endoteliais formadoras de colônia 

(CEFC) isoladas de sangue de pacientes com genótipos HbSS com e sem retinopatia, e 

de pacientes HbSC com e sem retinopatia falciforme. Após isolamento, cultura, 

caracterização das CEFCs, extração de RNA, sequenciamento e análise dos resultados, 

foi identificada uma lista de genes diferencialmente expressos, destacando-se a expressão 

significativa do gene ROBO1 em pacientes com genótipo SC (log2FoldChange= 4,3, 

FDR= 1,35e -11) com RFP, e super expressão do gene RAB38 (log2FoldChange = 3,296, 

FDR= 2,4e-06) em pacientes com genótipo SS com RFP. Embora pesquisas já tenham 

vinculado tais genes aos processos de invasão, migração, angiogênese e proliferação 

celular, mecanismos envolvidos na retinopatia, este estudo tenta vincular tais genes à 

fisiopatologia da retinopatia falciforme. 

 

3.  RAB38 

O gene Ras-Related Protein Rab-38 (RAB38), está localizado no cromossomo 11, 

banda q14.2. Este gene está envolvido na regulação da transdução de sinal e processos 

celulares, incluindo crescimento e diferenciação celular, sendo o principal deles a 

regulação do transporte e migração de vesículas intracelulares (22). O RAB38 é 

encontrado em certos organismos, em certas organelas subcelulares e desempenha um 

papel importante na reprodução celular, endocitose, transdução de sinal e 

desenvolvimento (23). A subfamília RAB32 consiste em duas proteínas, RAB32 e 

RAB38, e é conhecida por regular o tráfego de membrana mediada por endossomos de 

organelas relacionadas ao lisossomo. RAB32 e RAB38 são geneticamente e 

estruturalmente similares (22). 

RAB38 é uma proteína GTPase envolvida na regulação da proliferação celular e 

sobrevivência celular em tumores. Nos últimos anos, o papel do RAB38 tem sido 

associado à regulação de diferentes aspectos da progressão tumoral, migração celular, 

invasão, proliferação, comunicação com células estromais e desenvolvimento de 

resistência a drogas (23). 

Lopes e colaboradores, estudaram os mecanismos de biogênese do melanossoma em 

células epiteliais pigmentares da retina (RPE). Eles observaram em camundongos que o 

papel do Rab38 na biogênese do melanossoma nas células do RPE impede a prenilação 

(a adição de moléculas hidrofóbicas à proteína) e resulta em apenas proteínas citosólicas, 

tornando-as inativas e instáveis (23). Com a perda da atividade de Rab38, a tirosinase é 

degradada após sair da rede trans-Golgi (TGN), indicando que Rab38 e Rab32 controlam 

uma etapa no transporte de enzimas melanogênicas do TGN para melanossomos 

imaturos. 

 

4. ROBO1 
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Os ROBOS (Roundabout Guidance Receptor) são uma família de proteínas 

transmembranares altamente expressas em neurônios do sistema nervoso central (SNC). 

Eles consistem em cinco domínios de Ig e três domínios de fibronectina tipo III (FN3) 

em sua região extracelular, seguido por uma região transmembranica e um domínio 

citoplasmático intracelular (24). Foram identificados quatro receptores ROBO em 

vertebrados (ROBO 1- 4). Embora tenham domínios citoplasmáticos distintos, seus 

domínios Ig1 e Ig2 são altamente conservados e acredita-se que sejam responsáveis por 

mediar a interação ROBO-SLIT (24). 

O sistema Slit/Robo é um sistema ligante/receptor conservado que normalmente 

produz quimiorrepulsão e está envolvido na regulação da orientação e ramificação axonal, 

além da migração de células neuronais durante o desenvolvimento do SNC. O SLIT2 é 

um componente pró-angiogênico que induz a formação de novos vasos sanguíneos em 

tecidos angiogênicos e pode regular positivamente e negativamente a angiogênese 

ligando-se a ROBO1 e ROBO4, respectivamente (25). 

O ROBO1 é um dos quatro genes que codificam o receptor Roundabout (ROBO), e 

regula vários processos biológicos ligando-se a fendas de proteínas secretadas (Slit 1-3). 

O seu papel é bem estudado na orientação axonal, e na sinalização Slit-Robo, devido a 

sua importância na neurogênese, angiogênese, proliferação celular e organogênese (26). 

Huang e colegas examinaram os padrões de expressão de Robo1 e Robo4 em vasos 

da retina usando camundongos C57BL/6J. Eles observaram a expressão de Robo4 em 

vasos da retina, células ganglionares e camadas de fotorreceptores durante o 

desenvolvimento da retina. Embora alta expressão de Robo1 tenha sido observada em 

diferentes estágios do desenvolvimento vascular da retina, eles sugeriram que Robo1 

desempenhava um papel importante na neovascularização da retina. Dados tem mostrado 

níveis de expressão significativamente mais altos de Robo1 em retinas de camundongos 

com modelo de retinopatia da prematuridade (ROP) induzida por oxigênio (27-29). A 

ROP é caracterizada por isquemia local e neovascularização pré-retiniana. Rama e 

colegas observaram evidências genéticas para um importante papel da sinalização Slit2 

através de Robo1 e Robo2 na neovascularização ocular patológica e de desenvolvimento 

(28). Além disso, foi relatado que a angiogênese induzida por VEGF também requer a 

presença de Robo1 (28). 

 

5. Conclusões 

Sendo a retinopatia falciforme, principalmente na sua forma proliferativa, 

considerada a afecção ocular de maior importância clínica nas doenças falciformes e a 

maior causa da perda de visão dos indivíduos acometidos pela doença, torna-se necessário 

a melhor compreensão da doença e de seus mecanismos. 

Como na maior parte das complicações nas doenças falciformes, é atribuída à 

vaso-oclusão o início do comprometimento retiniano. Em contraste com a maior parte das 

outras comorbidades falciformes, entretanto, a retinopatia está sujeita à regressão 

espontânea e exibe sua gravidade em aparente relação inversa ao quadro sistêmico.  

Tais peculiaridades fazem da retinopatia falciforme um modelo de estudo de 

grande interesse para a compreensão dos complexos processos intrínsecos envolvidos 

nessa complicação falciforme. Dessa forma, essa breve revisão demonstra que muito já 
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sabemos sobre as doenças falciformes contudo há muito ainda para investigarmos sobre 

os mecanismos moleculares e manejos das complicações oculares decorrentes.  
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Resumo: Peptídeos antimicrobianos (AMPs – Antimicrobial Peptides) nos últimos anos 

ganharam crescente interesse entre cientistas, profissionais de saúde e empresas 

farmacêuticas devido ao seu potencial terapêutico. São proteínas de baixo peso molecular 

com ampla gama de atividades antimicrobianas e imunomoduladoras contra bactérias 

infecciosas (Gram positivas e Gram negativas), vírus e fungos. A incapacidade dos 

microrganismos de desenvolver resistência contra a maioria dos peptídeos antimicrobianos 

os tornou um produto eficiente que pode impactar muito a nova era dos antimicrobianos, 

visto que a resistência dos patógenos aos antibióticos apresenta-se como uma problemática 

de relevância mundial. Além disso, esses peptídeos também demonstram maior eficácia, alta 

especificidade, diminuição da interação medicamentosa, baixa toxicidade, diversidade 

biológica e propriedades de ataque direto. Diversos estudos voltam-se para a realização de 

ensaios clínicos para a aplicação desses peptídeos como potenciais medicamentos 

terapêuticos. Mais de 60 drogas peptídicas já chegaram ao mercado e várias centenas de 

novos peptídeos terapêuticos estão em desenvolvimento pré-clínico e clínico. Os AMPs 

mostram-se eficazes na intervenção terapêutica de diversas doenças, tais como infecções 

locais, dermatite atópica e úlcera no pé diabético. O design racional pode ser usado ainda 

para modificar as propriedades químicas e físicas dos peptídeos existentes. Nesse sentido, a 

presente revisão tem como objetivo discutir a diversidade, a classificação, a função e o 

mecanismo de ação dos AMPs, as variadas aplicações terapêuticas na prática clínica, bem 

como o seu uso para o desenho de fármacos. 

 

Palavras–chave: bioinformática; biotecnologia; desenho racional de peptídeos; fármacos; 

tratamento 
 

INTRODUÇÃO  

Peptídeos antimicrobianos, do inglês Antimicrobial Peptides (AMPs), nos últimos 

anos ganharam crescente interesse entre cientistas, profissionais de saúde e empresas 

farmacêuticas devido ao seu potencial terapêutico. Distribuídos em todos os reinos da vida, 

os AMPs são um componente indispensável das defesas do hospedeiro (1). São proteínas de 

baixo peso molecular com ampla gama de atividades antimicrobianas e imunomoduladoras 

contra bactérias infecciosas (Gram positivas e Gram negativas), vírus e fungos (2), que 

consistem em peptídeos catiônicos predominantemente curtos com uma grande variedade de 

estruturas e alvos (1). Sua classificação leva em consideração suas propriedades físico-

químicas como carga líquida, conteúdo estrutural secundário e solubilidade. Possuem 

https://orcid.org/0000-0001-6587-7215
https://orcid.org/0000-0003-3861-4879
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cadeias laterais hidrofóbicas e hidrofílicas que permitem que essas moléculas sejam solúveis 

em ambientes aquosos. Dentre os AMPs mais abundantes e difundidos na natureza, os 

peptídeos alfa-helicoidais catiônicos são capazes de perturbar a membrana citoplasmática 

bacteriana causando morte celular por choque osmótico (1).  

Sabendo que a resistência de patógenos aos medicamentos tradicionais compreende 

um grave problema de saúde pública, sendo a resistência microbiana resultante de um 

fenômeno natural de adaptação dos patógenos aos compostos antimicrobianos. A 

incapacidade dos microrganismos de desenvolver resistência contra a maioria dos peptídeos 

antimicrobianos tornou estes um produto eficiente que pode impactar muito a nova era dos 

antimicrobianos. Além disso, esses peptídeos também demonstram maior eficácia, alta 

especificidade, diminuição da interação medicamentosa, baixa toxicidade, diversidade 

biológica e propriedades de ataque direto (2).  

Desta forma, dada a resistência cada vez maior de vários patógenos às terapias 

antimicrobianas existentes, os AMPs surgem como potenciais agentes terapêuticos (1). Mais 

de 60 drogas peptídicas já chegaram ao mercado e várias centenas de novos peptídeos 

terapêuticos estão em desenvolvimento pré-clínico e clínico (3). Esta revisão sistemática tem 

como objetivo demonstrar a história, a diversidade, a classificação, a função e o mecanismo 

de ação dos AMPs, evidenciando as aplicações terapêuticas recentes desses peptídeos, no 

tratamento de doenças e no desenvolvimento de novos fármacos. 

 

HISTÓRIA E DIVERSIDADE 

 

Os AMPs, mais recentemente conhecidos como peptídeos de defesa do hospedeiro, 

são encontrados em praticamente todas as formas de vida. Compreendem moléculas 

produzidas por todos os organismos, desde bactérias até plantas, incluindo organismos 

vertebrados e invertebrados (3). Em bactérias, os AMPs beneficiam espécies individuais, 

matando outras espécies bacterianas que podem competir por nutrientes e pelo mesmo nicho 

ambiental. Os AMPs bacterianos conhecidos como bacteriocinas são classificados em duas 

categorias: lantibióticos e não lantibióticos. Os lantibióticos são AMPs que contêm o 

aminoácido não natural lantionina. A nisina, um lantibiótico, é ativo contra uma variedade 

de bactérias Gram-positivas com uma concentração inibitória mínima (CIM) na faixa 

nanomolar (4). Outras bacteriocinas, como a mersacidina, também foram estudadas para seu 

possível uso contra bactérias Gram-positivas resistentes a antibióticos (3).  

A maioria dos AMPs relatados até o momento são de origem eucariótica, como 

plantas, animais e fungos (3). Desde 1885, fluidos como sangue, suor, saliva, plasma, 

secreções de glóbulos brancos e extratos de grânulos têm sido valorizados por suas 

propriedades antimicrobianas. No entanto, não foi até 1981 que Hans Boman relatou que a 

hemolinfa da mariposa da seda (Hyalophora cecropia) continha AMPs conhecidos como 

cecropinas (4). O campo cresceu ainda mais quando Rober Leher, Shunji Natori e Michael 

Zasloff isolaram e descreveram defensinas a partir de macrófagos de mamíferos (5) (), 

sacrotoxinas em larvas de moscas (6) e magaininas da pele de sapos Xenopus laevis (7) (), 

respectivamente. 

Sabe-se que em eucariotos, os AMPs desempenham um papel importante na 

imunidade inata. As plantas, por exemplo, não possuem imunidade adaptativa (ou seja, 

imunidade mediada por células B e células T) e, portanto, os AMPs desempenham um papel 
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fundamental na proteção contra infecções por bactérias e fungos nesses organismos, sendo 

encontrados em folhas, flores, sementes e tubérculos (3). Semelhante às plantas, os 

invertebrados não possuem um sistema imunológico adaptativo e, portanto, são 

completamente dependentes do sistema imunológico inato para proteção contra infecções. 

Os AMPs podem ser encontrados na hemolinfa, hemócitos (células do sangue), fagócitos 

(glóbulos brancos) e células epiteliais dessas espécies (8). Os AMPs de vertebrados podem 

ser isolados de uma variedade de células, como grânulos de glóbulos brancos (fagócitos, 

neutrófilos, macrófagos, células natural killer), tecido epitelial situado na boca, pulmões ou 

pele e fluidos corporais (9). Os dois grupos mais proeminentes de AMPs em vertebrados são 

as catelicidinas e as defensinas. 

 

CLASSIFICAÇÃO 

 

A diversidade de AMPs naturais dificulta sua classificação (10). Desta forma. os 

peptídeos são classificados de acordo com sua fonte, sua atividade e com a espécie rica em 

aminoácido (11).  

 

Com relação a fonte, podemos classifica-los em: 

 

(i) AMPs de Mamíferos: Compreendem peptídeos como as catelicidinas, defensinas e 

peptídeos de defesa do hospedeiro humano (HDPs), que atuam na proteção frente infecções 

microbianas (11);  

 

(ii) Derivados de Anfíbios: atuam na proteção dos anfíbios frente patógenos, sendo as rãs, 

onde as o grupo com a maior diversidade de AMPs, tendo como peptídeo mais famoso o 

magainin (11). 

 

(iii) Derivados de Insetos: peptídeos sintetizados principalmente em corpos gordurosos e 

células sanguíneas, contribuindo para a forte adaptabilidade do grupo, onde a Cecropina é a 

família mais famosa de AMPs nos insetos (10). 

 

(iv) Derivados de Microrganismos: obtidos a partir de microrganismos como bactérias e 

fungos, incluindo peptídeos famosos como a nisina, gramicidina de Lactococcus lactis, 

Bacillus subtilis e Bacillus brevis (11).  

 

(v) AMPs bacteriófagos/virais: proteínas fágicas, incluindo endolisinas (lisinas), 

peptidoglicano e hidrolases associadas a virions (VAPGHs), depolimerases e holinas, 

exibem atividade antibacteriana (11). 

 

Quanto à atividade, podem ser classificados em: 

 

(i) Peptídeos Antibacterianos: responsáveis por grande parte da AMPs e têm um amplo efeito 

inibitório sobre bactérias patogênicas comuns, como Acinetobacter baumannii, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella e Vibrio 

parahaemolyticus (11). 
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(ii)Peptídeos Antifúngicos (AFPs): atuam diante de infecções fúngicas com maior 

resistência aos medicamentos. A classificação mais aceita é baseada na origem do peptídeo: 

natural, semissintético ou sintético. Muitos AFPs demonstraram excelentes atividades 

antifúngicas contra fungos patogênicos, como Aspergillus, Candida albicans e Aspergillus 

flavus (1).  

 

(iii) Peptídeos Antivirais (AVPs): atuam diante dos vírus inibindo a ligação do vírus e fusão 

com a membrana celular, ou ainda destruindo o envelope do vírus, e inibindo a replicação 

do vírus (12).  

 

(iv) Peptídeos anticancerígenos membranolíticos (ACPs): oferecem novas perspectivas para 

o desenvolvimento de drogas anticancerígenas, com efeitos oncolíticos dos ocorrendo por 

mecanismos membranolíticos ou não membranolíticos (1). 

 

(v) Peptídeos Antiparasitários: efeito de morte em parasitas que causam doenças como como 

malária e leishmaniose e AMPs como catelicidina, temporinas SHd apresentam alta 

atividade de inibição contra parasitas (11). Em pesquisas recentes, o Epi-1, um AMP 

sintético marinho, pode inibir notavelmente Trichomonas vaginalis, destruindo sua 

membrana (11).  

 

Em termos da abundância de aminoácidos, podem ser classificados em: 

 

(i) Peptídeos Antimicrobianos Ricos em Prolina (PrAMPs): estes AMPs se comportam 

diferentemente de outros AMPs, ou seja, eles entram citoplasma pelo transportador de 

membrana interna SbmA em vez de matar bactérias através da destruição da membrana (13). 

Uma vez no citoplasma, os PrAMPs têm como alvo os ribossomos e bloquear a ligação do 

aminoacil-tRNA à peptidiltransferase centralizar ou prender fatores de liberação de 

decodificação no ribossomo durante o término da tradução para interferir na síntese de 

proteínas (13).  

 

(ii) Peptídeos Antimicrobianos Ricos em Triptofano e Arginina: O triptofano (Trp), como 

um aminoácido não polar, tem um notável efeito na região de interface da bicamada lipídica, 

enquanto Arg, como um aminoácido básico, confere carga peptídica e ligação de hidrogênio 

interações, que são propriedades essenciais para combinar com o componente aniônico 

abundante da membrana bacteriana (13).  

 

(iii) Peptídeos Antimicrobianos Ricos em Histidina: Os AMPs ricos em histidina mostram 

boa atividade de permeação de membrana. HV2 é um AMP rico em histidina que aumenta 

a permeabilidade das membranas celulares bacterianas, causando ruptura da membrana e 

morte. Além disso, o HV2 inibe movimento de forma dependente da concentração e mostra 

um forte efeito anti-inflamatório, inibindo a produção do fator de necrose tumoral α (TNF-

α) (14). 
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(iv) Peptídeos Antimicrobianos Ricos em Glicina: AMPs ricos em glicina, como atacinas e 

diptericinas, existem amplamente na natureza. Um AMP rico em glicina derivado de 

catelicidinas de salmonídeos ativa mecanismos microbicidas mediados por fagócitos, que 

diferem do mecanismo de AMPs convencionais (11).  

 

(v) Peptídeos Antimicrobianos Ricos em Cisteína: apresentam pontes de dissulfeto 

intramoleculares. Ex: defensinas, drosomicinas, taquiplesinas, polifemusina, mitilina e 

gomesina. Presentes em insetos, limulídeos (Merostomatas), moluscos e aracnídeos (15). 

 

ESTRUTURA DOS AMPs 

 

Os peptídeos antimicrobianos podem ser divididos em quatro categorias com base em 

suas estruturas, incluindo peptídeos lineares α-helicoidal, β-sheet peptídeos, tanto α-hélice 

quanto β-sheet peptídeos, AMPs cíclicos e incomuns ou complexos e AMPs não-αβ (10).  

Os AMPs α-helicoidais são os mais abundantes na natureza e foram isolados de 

inúmeras espécies, incluindo plantas, insetos, anfíbios, peixes e mamíferos. Vários estudos 

revelaram que a estrutura α-helicoidal desses AMPs é altamente dependente da interação 

com as membranas alvo. Esta mudança conformacional após a interação segrega os resíduos 

hidrofílicos dos resíduos hidrofóbicos, com o peptídeo assumindo uma estrutura anfipática 

essencial para a atividade de direcionamento da membrana (15).  

Com relação aos AMPs de folha β consistem em pelo menos duas fitas β com muitas 

estruturas lineares adotando uma conformação semelhante a um grampo β [168]. A maioria 

dos membros desta família contém resíduos de cisteína conservados que formam pontes 

dissulfeto críticas para sua conformação e funções. A atividade antimicrobiana é geralmente 

atribuída aos resíduos catiônicos e cadeias laterais hidrofóbicas expostas nas folhas β 

antiparalelas (1). 

Existe ainda, uma classe de AMPs αβ, que contém α-hélices e folhas β, e membranas 

fortemente direcionadas. Os membros mais proeminentes são as defensinas de plantas e 

insetos que têm atividade antifúngica devido a interações com esfingolipídeos da membrana 

fúngica ou membranas microssomais (16). Já com relação aos AMPs não-αβ, também 

chamados de peptídeos estendidos ou de alça, estes não possuem estruturas de α-hélice e 

folha β, sendo então classificados como peptídeos ricos em triptofano, ricos em prolina e 

ricos em glicina (10). 

Por fim, temos os AMPs cíclicos e incomuns ou complexos, podendo ser agrupados 

como uma quinta classe de AMPs. Além disso, este grupo pode ser subclassificado com base 

na topologia cíclica (cabeça-cauda ou cabeça-lado-cadeia) e ligações cruzadas (por exemplo, 

tioéter ou ligações dissulfeto) (1, 10).  

 

MECANISMOS DE AÇÃO 

 

Diferentemente dos antibióticos tradicionais, os AMPs catiônicos interagem com as 

membranas celulares bacterianas através da neutralização da carga, e penetram ainda mais 

através das membranas bacterianas e causam a morte bacteriana, reduzindo a possibilidade 

de resistência bacteriana aos medicamentos (17). Além disso, esses peptídeos são mais 

eficientes que os antibióticos tradicionais. Eles exibem suas vantagens sobre os antibióticos 
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convencionais com atividades antibacterianas, antifúngicas e antivírus de amplo espectro. 

Eles também são potentes, com rápida capacidade de matar germes e baixa concentração 

bactericida, até mesmo eficazes em cepas tradicionais resistentes a antibióticos, e ainda têm 

efeitos sinérgicos com antibióticos típicos para neutralizar endotoxinas (18). Além disso, 

esses AMPs são seguros, sem efeitos colaterais tóxicos ou menos, e difíceis de induzir 

resistência bacteriana aos medicamentos em comparação com os antibióticos convencionais 

(10).  

Além de seu amplo espectro de atividades antimicrobianas, apresentam boa 

estabilidade térmica e boa solubilidade em água. São moléculas pequenas com baixo custo 

sintético, relação estrutura-atividade simples e sensibilização fraca ou baixa (19). Eles 

podem ser amplamente utilizados no desenvolvimento de medicamentos. Por exemplo, o 

AMP daptomicina, foi aprovado e comercializado em 2003 como um peptídeo 

antibacteriano aniônico para tratar infecções de pele causadas por bactérias Gram-positivas. 

Este peptídeo mostrou até mesmo seus efeitos inibitórios em bacilos tifóides altamente 

resistentes a drogas e Staphylococcus aureus. Os AMPs permeabilizantes de membrana 

representam uma nova terapia potencial contra micróbios resistentes a medicamentos que 

resultam em mais morbidade e mortalidade, e podem ser aplicados clinicamente como uma 

estratégia para superar a resistência frequente de muitos micróbios comuns aos antibióticos 

convencionais. 

Sejam de plantas ou de mamíferos, os peptídeos antimicrobianos podem distinguir o 

hospedeiro dos seus alvos microbianos. Estudos indicam que a disparidade estrutural das 

membranas procarióticas e eucarióticas contribui para a seletividade do AMP (20). Apesar 

das diferenças estruturais significativas em organismos procarióticos, os AMPs são 

conhecidos por estabelecer interação na membrana desses patógenos. Dentre os principais 

mecanismos e modelos descritos para os AMPs, destacam-se: 

 

▪ Mecanismo de Cell Wall Targeting: Os AMPs (bacitracina e vancomicina) podem se 

ligar seletivamente ao lipídio II, uma molécula precursora da síntese da parede celular, e 

inibir a síntese da parede celular. A camada de peptidoglicano é essencial para a integridade 

e sobrevivência das bactérias (21). 

 

▪ Mecanismo de Membrane Targeting: A carga líquida do cátion é um fator importante na 

interação inicial com a membrana carregada negativamente. A maioria dos AMPs são 

peptídeos catiônicos, enquanto as superfícies G+ e G− contêm ácido teicóico e 

lipopolissacarídeos, respectivamente. Portanto, uma carga líquida negativa é gerada na 

superfície da membrana. Consequentemente, os AMPs catiônicos têm atração eletrostática 

inicial, fornecendo a base para o próximo passo para destruir a estrutura da membrana ou 

entrar na célula para desempenhar um papel. Com o aumento do conteúdo molecular 

peptídico, a atração eletrostática e a penetração dos AMPs que se ligam à membrana celular 

são fortalecidas, e então as moléculas peptídicas se difundem e pré-montam livremente na 

superfície da membrana (21). 

 

▪ Modelo de barril: Inicialmente, as moléculas de peptídeos monômeros podem sofrer 

alterações conformacionais e ser limitadas à inserção no núcleo hidrofóbico da membrana. 

Quando o peptídeo atinge uma certa concentração limite, os oligômeros são formados entre 
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as moléculas de monômero AMP e posteriormente inseridos no núcleo hidrofóbico. Este 

processo deve proteger a superfície hidrofílica dos AMPs de entrar em contato com a parte 

hidrofóbica da íntima. A região hidrofóbica da cadeia peptídica está voltada para a 

membrana e interage com o lipídio da membrana, enquanto a região hidrofílica está voltada 

para o lado interno da parede do barril para formar um lúmen do canal (10, 21). 

 

▪ Modelo Toroidal: Em alta concentração, os AMPs inseridos verticalmente na bicamada 

lipídica induzem as moléculas de fosfolipídios da membrana a se curvarem para dentro e 

formar poros. A cadeia peptídica está inserida na interface hidrofílica e hidrofóbica e 

disposta no lado interno do poro com a cabeça da bicamada lipídica (10, 21). 

 

▪ Modelo tapete: O modelo tapete é um mecanismo de ação que não forma poros. Nele os 

peptídeos se inserem no núcleo hidrofóbico da membrana, porém se orientam em paralelo 

à superfície da membrana, recobrindo-a como um tapete. Uma forte interação eletrostática 

entre os grupos fosfolipídicos de cabeça polar carregados negativamente e o peptídeo 

catiônico, realizam uma distorção na estrutura da membrana, permitindo a chegada de 

peptídeos adicionais. À medida que o peptídeo atinge o seu limiar, a desintegração da 

membrana ou a lise celular é induzida (10). 

 

▪ Modelo detergente: Esta é uma versão estendida do modelo tapete na qual o peptídeo 

interage através de um mecanismo semelhante ao modelo do tapete, levando ao colapso 

catastrófico da membrana. As moléculas peptídicas formam micelas com a membrana 

fragmentada de forma semelhante à ação de um detergente. A repartição abrangente da 

membrana permite que o citoplasma extravase, resultando na morte celular (22). 

 

▪ Modelo Shai-Matsuzaki-Huang: Este modelo propõe que a interação dos peptídeos que 

aderem à face extracelular da membrana plasmática tenha a capacidade de tracionar a 

bicamada, reduzindo a sua espessura, e permitindo a formação de poros transitórios. Neste 

modelo, algumas moléculas de peptídeos podem atravessar os poros, alcançando a face 

interna da membrana e outros elementos intracelulares do microrganismo (21).  

 

APLICAÇÃO DOS AMPS NO TRATAMENTO DE DOENÇAS 

 

Uma série de peptídeos com atividade antimicrobiana segue em vários estágios de 

análise e desenvolvimento, com possíveis aplicações clínicas incluindo atividade 

anticancerígena, imunomoduladora, cicatrização de feridas, como drogas carreadoras de 

substâncias, adjuvantes de vacinas, reguladores da defesa inata e agentes pró e anti-

inflamatórios (10).  

 

▪ AMPs e Câncer: Nos tratamentos contra o câncer, os quimioterápicos tradicionais não 

conseguem diferenciar as células cancerígenas das células normais e simultaneamente 

matar ambas, resultando em efeitos colaterais graves. Os AMPs catiônicos podem atingir 

especificamente certas células cancerígenas e inibir o crescimento dessas células 

cancerígenas enquanto não são prejudiciais às células normais. Muito provavelmente, 

esses peptídeos são potenciais novas drogas anticancerígenas sem ou com baixos efeitos 
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colaterais tóxicos. Esses peptídeos catiônicos afetam principalmente a sobrevivência das 

células cancerígenas por meio do direcionamento da membrana celular, organela, 

lisossomo, núcleo, DNA cromossômico e citoesqueleto (23). 

 

AMPs na Oftalmologia: Olhos humanos são propensos a serem infectados por vários 

organismos, incluindo bactérias e fungos em que Streptococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus spp., e Candida albicans são os 

patógenos mais relevantes (24). Embora AMPs como Lactoferricina B, Protegrin-1 exibiu 

atividade antimicrobiana contra essas bactérias patogênicas, sua aplicação no campo da 

oftalmologia é apenas uma etapa teórica (25). Com a popularidade das lentes de contato e o 

aumento de casos de infecções oculares relacionadas, peptídeos antimicrobianos 

mostraram boas perspectivas de aplicação em oftalmologia (26). 

 

▪ Tratamento de infecções locais: Vários peptídeos têm sido utilizados no tratamento de 

infecções locais (27). Um peptídeo NEUPREX (rBPI21, opebacan) é uma preparação 

injetável de rBPI21 usada no tratamento de pacientes pediátricos submetidos à cirurgia 

cardíaca aberta e pacientes com queimaduras graves (28). Peptídeos derivados da pele de 

anfíbios, e. aliteserina, brevinina, ascapfina, pseudina, cassinatuerina e temporina têm 

sido eficazmente utilizadas no tratamento de infecções locais causadas por estirpes de 

bactérias resistentes a múltiplas drogas e cepas de Acinetobacter baumannii, Klebsiella 

pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

Candida sp. (29). P113 é outro peptídeo que ocorre naturalmente na saliva, que apresenta 

alta atividade in vitro contra Candida albicans e patógenos Gram-positivos e Gram-

negativos de ocorrência comum, também está sendo usado na forma de enxaguatório 

bucal para o tratamento da candidíase oral em pacientes com HIV (30). 

 

▪ Dermatite atópica (DA): A DA é uma doença inflamatória crônica da pele altamente 

prevalente, caracterizada pela interação complexa entre a ruptura da barreira da pele e a 

desregulação imunológica (31). Desde o primeiro relatório em 2006, descrevendo uma 

mutação de perda de função no gene que codifica a proteína filagrina de agregação de 

filamento (FLG), o papel do FLG na patogênese da DA baseada em barreira foi 

extensivamente pesquisado (31). Dentro da epiderme da pele humana, FLG é um 

componente indispensável do complexo de diferenciação epidérmica. FLG gera fator de 

hidratação natural (NMF) e desempenha um papel crítico na função da barreira 

epidérmica (32). AMPs são considerados uma resposta rápida e de primeira linha do 

sistema imune inato a patógenos microbianos. Juntamente com seus efeitos 

antimicrobianos, os AMPs também exercem efeitos imunomoduladores induzindo a 

migração, proliferação e diferenciação celular, regulando a produção de 

citocinas/quimocinas, melhorando a angiogênese e a cicatrização de feridas e sustentando 

a função de barreira da pele (33). 

 

▪ Úlcera do pé diabético (DFU): A DFU é uma complicação devastadora, afetando cerca 

de 15% dos pacientes diabéticos e representando uma das principais causas de 

amputações não traumáticas. Notavelmente, o risco de infecção mista bacteriana-fúngica 

é elevado e altamente associado à necrose da ferida e resultados clínicos ruins (34). O 
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controle de infecção polimicrobiana deve ser considerado para o gerenciamento eficaz de 

DFU. Além de sua reconhecida atividade antimicrobiana de amplo espectro contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, vírus e fungos, alguns AMPs também 

desempenham papéis importantes na cicatrização de feridas, promovendo migração e 

proliferação celular, angiogênese, produção de quimiocinas e citocinas e cicatrização de 

feridas. fechamento (34, 35).  

 

▪ Terapia em infecções virais: O sucesso da infecção in vivo após a entrada de patógenos 

requer a evasão e subversão de múltiplas barreiras imunológicas. Altamente abundantes 

e amplamente distribuídas, as defensinas modulam as respostas imunes, desempenhando 

assim um papel central na imunidade inata (36). As defensinas demonstraram proteção 

contra o vírus da imunodeficiência humana (HIV), vírus influenza A (IAV), adenovírus 

humano (HAdV), coronavírus da síndrome respiratória aguda grave (SARSC), vírus do 

papiloma (HPV), vírus sincicial respiratório (RSV) e vírus do herpes simples (HSV) (37). 

As defensinas podem bloquear a infecção viral através da ação direta nas partículas virais 

ou interferir indiretamente em vários estágios do ciclo de vida viral (37), também podem 

modificar a resposta imune inata a infecções virais, incluindo: modulação de células T, 

recrutamento de macrófagos e células dendríticas para locais de infecção, cicatrização de 

feridas e angiogênese, diferenciação e maturação de células dendríticas, indução da 

produção de células pró-inflamatórias, citocinas por macrófagos, mastócitos e 

queratinócitos, e regulação das vias de morte celular (38). 

 

▪ Envolvimento de AMPs em Doenças Respiratórias: As infecções no trato respiratório 

inferior estão envolvidas em doenças pulmonares inflamatórias crônicas, como fibrose 

cística e doença pulmonar obstrutiva crônica. Em pacientes com fibrose cística com 

infecção por P. aeruginosa, esse organismo produz AMPs, como piocinas, que inibem o 

crescimento de seus competidores mais próximos (39). Assim, os mesmos AMPs 

poderiam ser usados como agente terapêutico para minimizar os efeitos da infecção, além 

de erradicar outros patógenos suscetíveis (39). 

 

▪ Peptídeos Inibidores da Lipase Pancreática: Uma das estratégias farmacológicas para 

neutralizar esses problemas é a inibição lipídica da dieta. A enzima lipase pancreática 

hidrolisa 50-70% da gordura derivada de alimentos no organismo humano e sua inibição 

é explorada pelo medicamento Orlistat usado no tratamento da obesidade. No entanto, no 

tratamento a longo prazo, essa estratégia pode causar efeitos colaterais, como danos 

pancreáticos e toxicidade gastrointestinal (40). Por esse motivo, a busca de novos 

compostos capazes de inibir a lipase pancreática, sem exercer efeitos colaterais, 

representa uma necessidade ainda viva no combate a esses distúrbios. Vários AMPs 

foram identificados até agora que são capazes de mostrar essa atividade, que depende da 

estrutura e composição de aminoácidos do peptídeo. CQPHPGQTC, EITPEKNPQLR e 

RKQEEDEDEEQQRE são três peptídeos de β-conglicinina de soja purificada que 

demonstraram inibir a lipase pancreática (41). 

 

▪ Peptídeos com atividade antioxidante: O estresse oxidativo, causado por um 

desequilíbrio entre a produção e a remoção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em 
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células e tecidos, pode promover doenças como obesidade, diabetes e doenças cardíacas. 

Um número crescente de AMPs antioxidantes foi identificado de diferentes fontes, 

incluindo animais, plantas e insetos (42). As propriedades antioxidantes peptídicas são 

geralmente expressas como eliminação de radicais livres, atividade de quelação de íons 

metálicos e inibição da peroxidação lipídica (41). Por exemplo, Zhang et al. mostraram 

que o peptídeo VYLPR tem um efeito protetor no dano celular induzido por H2O2 

(células HEK-293) (43). Além disso, Liang et al. investigaram peptídeos antioxidantes 

derivados de um hidrolisado de proteína de sementes de Moringa oleifera e demonstraram 

seus efeitos protetores em células hepáticas de Chang expostas a danos oxidativos por 

H2O2 (42).  

 

▪ AMPs e Colite: O valor terapêutico da administração oral de lactoferrina é ressaltado por 

sua capacidade de melhorar a colite induzida por DSS de forma dose-dependente em ratos 

(44). Após o tratamento oral com lactoferrina bovina, a expressão colônica de citocinas 

anti-inflamatórias, IL-4 e IL-10 é aumentada, enquanto a expressão de citocinas pró-

inflamatórias TNFα, IL-1β e IL-6, os danos histológicos e os níveis de MPO são 

melhorados (44). Tal tratamento oral com lactoferrina bovina tem efeitos benéficos 

semelhantes à colite TNBS em ratos (45). A lactoferrina derivada da lactoferrina e a 

lactoferrampina demonstraram matar a Entamoeba histolytica e isso pode ajudar a reduzir 

o uso do antibiótico metronidazol, que está associado a vários efeitos colaterais (45).  

 

DESENVOLVIMENTO DE FÁRMACOS 

 

Os antibióticos são medicamentos essenciais utilizados no tratamento de bactérias 

patogênicas, mas seu uso prolongado contribui para o desenvolvimento e disseminação de 

microrganismos resistentes aos medicamentos. Portanto, a questão da resistência aos 

antibióticos tornou urgente a busca de alternativas aos antibióticos convencionais, com 

novos modos de ação e menos predispostos à resistência bacteriana. Os AMPs têm 

despertado grande interesse como potenciais antibióticos de próxima geração, uma vez que 

são pequenas proteínas bioativas, produzidas naturalmente por todos os organismos vivos, e 

representam a primeira linha de defesa contra fungos, vírus e bactérias. A indústria 

farmacêutica está tentando resolver este problema procurando novas moléculas com 

atividade antibiótica ou modificando/melhorando as já existentes (47).  

Os princípios de PK e PD que determinam a resposta aos AMPs antimicrobianos 

podem fornecer aos médicos informações úteis sobre os regimes de dosagem corretos. A 

farmacocinética (PK) é definida como o movimento de drogas através do corpo, enquanto a 

farmacodinâmica (PD) é definida como a resposta biológica do corpo às drogas. Dosler e 

colegas (48) investigaram as atividades in vitro de AMPs, isoladamente e em combinação 

com antibióticos (daptomicina, linezolida, teicoplanina, ciprofloxacina e azitromicina) 

contra biofilmes de MRSA padrão e clínicos, mostrando que os AMPs melhoram a eficácia 

farmacocinética in vitro de antibióticos tradicionais. Schmidt e colegas (49) mostraram que 

os AMPs (Onc72 e Onc112) atingem vários órgãos dentro de 10 minutos após a 

administração intravenosa e intraperitoneal e os experimentos de PK explicam a alta eficácia 

in vivo dos AMPs, indicando seu uso potencial para o tratamento de infecções do trato 

urinário.  
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Poucos estudos analisaram as propriedades de AMP PK/PD em relação a doenças 

não bacterianas. Xu e colegas (50) usaram modelos in vitro e in vivo para estudar a absorção 

e potencial atividade antioxidante e o metabolismo in vivo, respectivamente, de 

WDHHAPQLR derivado da proteína de colza. Koeninger e colegas (51) mostraram que o 

hBD2 apresenta uma boa tolerabilidade e entra rapidamente na corrente sanguínea em um 

modelo de colite experimental após sua administração subcutânea. Assim, além de ser bem 

tolerado in vivo, pode não apenas agir localmente, mas também ter efeitos sistêmicos. Vários 

outros peptídeos bioativos foram descobertos nos últimos anos, mas suas propriedades 

PK/PD ainda são desconhecidas. Portanto, é necessário aumentar os estudos para determinar 

a eficácia PK/PD dos AMPs também em doenças não bacterianas. 

Conforme descrito na literatura, as formas farmacêuticas em ensaios clínicos em 

andamento englobam gel e hidrogel tópicos, creme tópico, solução à base de álcool 

polivinílico para administração no leito da ferida, hidrogel à base de ácido hialurônico para 

administração no sítio cirúrgico, soluções orais e enxaguante bucal (52). A administração 

tópica de antimicrobianos na pele oferece muitas vantagens, pois oferece uma alta carga 

local do antimicrobiano. Os AMPs destinados a tratar infecções crônicas de pele e tecidos 

moles não devem (i) ser absorvidos da ferida ou do local da infecção para a circulação 

sistêmica; (ii) despertar a sensibilização alérgica. As administrações tópicas de AMPs 

demonstraram não estar isentas de efeitos colaterais sistêmicos, uma vez que o transporte do 

fármaco também pode ocorrer através das camadas da pele e pelos folículos pilosos. Além 

disso, o aumento da estabilidade contra a degradação enzimática precisa ser avaliado quando 

os peptídeos são desenvolvidos para fins clínicos (52, 53, 54). 
 

CONCLUSÕES  

 

Peptídeos antimicrobianos constituem um hotspot de pesquisa global, mas muitas 

questões-chave em design e aplicação precisam ser resolvidas com urgência. A interação 

multidisciplinar de disciplinas como biologia, ciência dos materiais, química, 

bioinformática, informática molecular e farmácia podem desenvolver ainda AMPs 

prospectivos. Simulação dinâmica, simulação de membrana celular e muito mais métodos 

estão sendo aplicados para estudar o mecanismo de AMP. Como entender melhor a 

correlação entre AMPs e vários alvos em vez de conduzir a pesquisa experimental pode 

melhorar os projetos experimentais para obter demonstrações sistêmicas e científicas mais 

fortes. As principais estratégias capazes de aprimorar a eficiência terapêutica dos AMPs 

podem incluir: (i) construir precursores para reduzir a citotoxicidade e melhorar estabilidade 

da protease, (ii) usando AMPs em combinação com agentes antibacterianos existentes, (iii) 

induzindo a expressão correta de AMPs com drogas apropriadas e usando engenharia 

probióticos como vetores para expressar AMPs. Ademais, o custo de fabricação de AMPs é 

estimado em cerca de US $50-400 por grama de aminoácido produzido por SPPS (Síntese 

de Peptídeos em Fase Sólida). Portanto, a engenharia biotecnológica ou a fermentação 

devem oferecer alternativas mais baratas. Assim, abordagens naturais avançadas devem ser 

consideradas com o objetivo de aumentar a produção de moléculas alternativas. Nesse 

sentido, os AMPs são considerados agentes antimicrobianos promissores para a produção de 

antimicrobianos de nova geração. Embora existam vários obstáculos a serem superados para 

aplicações clínicas, os AMPs naturais e sintéticos ainda são fontes atrativas para as empresas 
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farmacêuticas. A fim de facilitar o desenvolvimento comercial de antibióticos peptídicos, é 

razoável focar em pequenos peptídeos. 
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Resumo: Gliomas Pediátricos de Alto Grau (pHGGs) apresentam uma taxa de sobrevida 

baixa quando não tratados, porém, tal tratamento levanta questões sobre o risco em 

relação à toxicidade e à qualidade de vida da população infantil pós intervenções 

terapêuticas, especialmente pelo fato de serem indivíduos em que o sistema nervoso 

central ainda está em desenvolvimento. Como as terapias que obtiveram sucesso são 

recentes, os possíveis danos a longo prazo ainda são pouco documentados, e o êxito 

esperado é dificultado em vista que os pHGGs manifestarem resistência a certos 

tratamentos tradicionalmente eficazes em Gliomas de Alto Grau em Adultos (aHGGs), 

sendo um dos principais pontos que distinguem os cânceres nas diferentes faixas etárias. 

Esta revisão engloba as bases estudadas até a atualidade a respeito da discrepância - 

principalmente a genética - entre os Gliomas Pediátricos de Alto Grau e os Gliomas de 

Alto Grau em Adultos, a fim de elucidar as diferenças mutacionais e de microambiente 

que apontam ainda mais sobre as divergências desses tumores, representando um passo 

importante para alcançar um diagnóstico mais preciso e intervenções padronizadas: mais 

eficazes e menos danosas. 
 

Palavras–chave: Glioma de alto grau. Tumor pediátrico. Mutação. Resistência. 

 
 

INTRODUÇÃO  

Assim como em adultos o câncer infantil se refere a um grupo de doenças 

caracterizadas pela proliferação descontrolada de células mutadas, contudo, essas células 

mutadas possuem, predominantemente, natureza embrionária (1). Segundo Gröbner, 

2018 (2), aproximadamente 50% dos tumores primários em crianças podem apresentar 

um potencial de ter um evento genético como alvo, ou seja, quando o assunto é câncer 

infantil, torna-se necessário um olhar particular acerca de sua causalidade e características 

específicas. Segundo o instituto A.C. Camargo (3), “na criança, o câncer é formado por 

uma célula que não amadureceu como deveria e começou a se multiplicar de forma 
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desordenada”. Essa afirmativa traz a reflexão de que, ainda que existam semelhanças na 

histologia com relação ao câncer em adultos, o câncer pediátrico possui um perfil 

molecular com diferenças significativas (4), e observar a influência de eventos genéticos 

(3) no desenvolvimento desta doença evidencia a necessidade de que seja realizado um 

perfil individualizado de cada paciente para que aumente a acurácia do diagnóstico e a 

busca por uma terapia mais efetiva e menos danosa (2). 

Apesar das melhorias no tratamento do câncer pediátrico, que atualmente 

apresentam taxa de cura de até 80% (2), as neoplasias malignas ainda constituem a 

terceira principal causa de morte entre crianças e adolescentes (5), sendo os tumores de 

Sistema Nervoso Central (SNC) os mais frequentes e responsáveis pela maior taxa de 

mortalidade (6, 7). Ainda que a compreensão acerca desses tumores tenha avançado de 

forma significativa, por meio do estudo e desenvolvimento de terapias guiadas por 

medicamentos de precisão (6), algumas neoplasias cerebrais raras permanecem 

desafiadoras pelo seu microambiente e localização de difícil alcance, tanto cirúrgico 

como farmacológico, além de seus complexos e característicos mecanismos (8).  

Dentro desse panorama, o tratamento atual para a neoplasia, apesar de ser 

constituído por regimes terapêuticos intensos, ainda não é curativo na maioria dos casos, 

sendo responsável infelizmente por causar danos (6) na maioria das crianças que 

sobrevivem, dada sua alta toxicidade e localização do tumor, fazendo com que estas 

acabem precisando conviver com sequelas como incapacidades mentais, toxicidades em 

órgãos e cânceres secundários (2). Com sobreviventes de câncer pediátrico que chegam 

à vida adulta, os efeitos colaterais e complicações de longo prazo se tornam aparentes, o 

que aponta a necessidade de busca por fármacos específicos para os pacientes pediátricos, 

principalmente ao se observar que o número de fármacos aprovados para esse público é 

significantemente menor quando comparado às aprovadas para os adultos, devido às 

necessidades e considerações específicas para a terapia em crianças (9). Logo, é possível 

perceber que, apesar de em alguns casos a sobrevida conferir uma realidade no 

tratamento, muitas vezes ela confere um alto preço, principalmente quando são 

observadas a qualidade de vida dos sobreviventes e os riscos de recidiva (10). 

Ao avaliar de forma lógica essas sequelas, pode-se perceber que um fator 

importante no tratamento de tumores cerebrais na infância é o desenvolvimento cerebral 

ainda em conclusão. Questões relacionadas aos cânceres infantis dificultam a terapia por 

detalhes como a maior possibilidade desses tumores serem relacionados com 

upregulation e downregulation da expressão de proteínas e, com isso, expressar alvos não 

específicos e pouco identificáveis (9). No tratamento de malignidades de SNC, é preciso 

ser cuidadoso e preciosista para que o tratamento não afete o desenvolvimento normal do 

cérebro, o que causaria efeitos gravíssimos a longo prazo. Conforme apontado por 

Borgenvik, 2020 (11), não se trata de um experimento comum de bancada, mas de uma 

análise complexa que requer testes cuidadosos, principalmente ao observar os dados que 

apontam menor sobrevida em crianças com tumores de SNC em relação a outras 

neoplasias (12), e a incidência de efeitos deletérios ao longo dos anos superior a 50% 

(13). Porém, dentre os cânceres ainda descritos por alguns autores como incuráveis e 
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intrigantes, cujas terapias possuem alta toxicidade e baixa eficácia, é possível citar os 

Gliomas Pediátricos de Alto Grau (pHGGs), que constituem cerca de 17% dos tumores 

pediátricos de SNC e uma taxa de sobrevida em 5 anos de apenas 20% (11). 

Em prol de resolver essa situação, a busca por tratamentos mais específicos para 

os pHGGs evidencia que o repertório genético é diferente nos adultos referente às 

questões histopatológicas e subtipos moleculares (2). Uma das principais considerações 

são os efeitos colaterais que podem afetar o desenvolvimento do sistema nervoso central, 

como o surgimento de demência cognitiva, bem como o fato de que fármacos que 

danificam o DNA ou a radiação podem aumentar os riscos do aparecimento de outras 

células malignas no futuro (9). Para tanto, alterações de classificações, que indiquem 

também características histogenéticas, pela Organização Mundial de Saúde (OMS), 

trouxeram bastante significância na avaliação das características próprias de cada tumor 

(14). Essa nova classificação incluiu mutações importantes bem como características 

moleculares para reclassificar tumores, ao padronizar os termos “tipo” e “subtipo” em 

vez de “entidade” e “variante”, respectivamente (15). 

Dentre as observações dessa nova classificação, está a adoção de uma nova 

abordagem para classificar os Gliomas, Tumores Glioneuronais e Tumores Neuronais, 

sendo eles divididos em 6 famílias diferentes: Gliomas difusos do tipo adulto; Gliomas 

difusos de baixo grau do tipo pediátrico; Gliomas difusos de alto grau do tipo pediátrico; 

Gliomas astrocíticos circunscritos; Tumores glioneuronais e neuronais; e Ependimomas, 

em que se reconhece as distinções clínicas e moleculares entre os gliomas difusos que 

ocorrem principalmente em adultos e aqueles que ocorrem principalmente em crianças, 

divisão esta que deve ser um passo à frente na separação clara desses grupos de tumores 

biologicamente distintos (15). Portanto, esse trabalho tem como objetivo afirmar a 

importância, especialmente da Genética, na diferenciação de estudos e tratamentos de 

Gliomas de Alto Grau em Adultos e Crianças, reforçando a necessidade de elaboração de 

uma terapia específica e efetiva para Gliomas Pediátricos de Alto Grau e, justificar, com 

base em estudos genéticos, sua resistência aos tratamentos que são eficazes em Gliomas 

de Alto Grau em adultos.  

  

 

GLIOMAS DE ALTO GRAU EM ADULTOS 

I- Incidência, mortalidade e diagnóstico 

Os gliomas caracterizam um dos tipos mais comuns de tumor do sistema nervoso 

central em todas as faixas etárias (16, 17), de forma que, em crianças, predominam os 

tumores de baixo grau, enquanto os gliomas difusos de alto grau são mais comuns em 

adultos (16, 17). Os gliomas de alto grau (HGGs) abrangem os graus 3 e 4 da OMS e são 

gliomas de crescimento rápido, que progridem agressivamente e demonstram sintomas 

graves, como prejuízo extenso na qualidade de vida, prejuízo cognitivo, alterações de 

memória, linguagem, aprendizado, entre outros (18, 19, 20). 
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Os dados referentes a esses tumores representaram 85% dentre os novos 

diagnósticos de tumores cerebrais, com incidência de 5/100.000 pessoas por ano na 

Europa e América do norte entre os anos de 2007 e 2011 (17, 18), com uma idade média 

diagnóstica entre 55 e 65 anos (20). Os dados de mortalidade e morbidade referentes aos 

Gliomas de Alto Grau em adultos (aHGGs) infelizmente permanecem pessimistas, 

apresentando sobrevida de apenas 15 meses em glioblastomas, subtipo mais comum 

dentre esses tumores (21). 

As técnicas de imagem utilizadas incluem ressonância magnética (RM) e 

tomografia computadorizada (TC), complementadas por biópsia, em que suas 

características histopatológicas e moleculares são utilizadas para classificação do tumor 

(22). O método diagnóstico mais utilizado é a ressonância magnética (20), porém, devido 

à falta de especificidade biológica para realce do contraste, os resultados podem ser falso-

positivos, falso-negativos ou até mesmo inconclusivos (18, 23). 

 

 

II- Histologia e aspectos da doença 

 A histologia tumoral é extremamente heterogênea, podendo se assemelhar 

morfologicamente a células astrocitárias, característica esta que praticamente inviabiliza 

a possibilidade de ressecção cirúrgica (24). Devido a essa heterogeneidade, a 

classificação voltada para a histopatologia desses tumores não é capaz de fornecer 

informações suficientes para estratificação do paciente, sendo a avaliação molecular 

extremamente relevante para esses tumores (24). 

 Tal heterogeneidade também é responsável por desafios clínicos persistentes no 

planejamento do tratamento (25). Embora cada grupo molecular seja composto por 

diversos subtipos histológicos, havendo uma relação de predominância entre 

características histológicas e moleculares determinadas, observa–se que as informações 

moleculares agregam valor prognóstico às histológicas, enquanto as características 

histológicas não agregam valor às moleculares (26). Ou seja, para um direcionamento 

terapêutico preciso, é necessária uma avaliação de ambos os parâmetros para 

determinação prognóstica coerente.  

 

III- Microambiente cerebral 

O microambiente tumoral que abrange tumores cerebrais em geral inclui desde 

células imunes derivadas periféricas até vários tipos de células especializadas residentes 

em órgãos, que contribuem para a complexa biologia do tumor (27). Exemplo importante 

dessa afirmativa inclui os macrófagos associados a tumores e microglia (TAMs), que 

fornecem fatores pró-tumorigênicos, e até mesmo neutrófilos, muitas vezes associados ao 

desenvolvimento de resistência terapêutica (27). 

Além desse certeiro envolvimento das células imunes na sobrevivência tumoral, 

a angiogênese também é característica de inúmeros cânceres, sendo característica 

marcante em glioblastomas, por exemplo (18, 27). Em geral, a vasculatura do glioma de 

alto grau exibe perfusão, volume sanguíneo e permeabilidade aumentados em 

comparação com o tecido cerebral normal (18).  

O principal gatilho da angiogênese tumoral está relacionado à via de liberação de 

HIF-1 (fator de hipóxia induzível 1) e cascatas de outros fatores pró-angiogênicos (18). 
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Esse estado celular hipóxico simula a liberação desses fatores, (fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador-β (TGF-β), fatores de 

crescimento de fibroblastos (FGFs), angiopoietina-1 e fator de crescimento epidérmico 

(EGF)), levando à produção de novos vasos, fator este intimamente relacionado a 

progressão do tumor (28). 

 

IV- Análise das principais mutações e alvos da doença 

Diversos estudos apontam a presença de diferentes impressões moleculares em 

aHGGs, dentre as quais pode-se citar isocitrato desidrogenase (IDH) mutante, receptor  

de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), receptor do fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGFR), receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), 

dentre outras (29). Dentro desse panorama, as alterações genéticas mais frequentes em 

receptores de tirosina quinase estão direcionadas primeiramente ao fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), seguido pelo  receptor A do fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGFRA) (30).  

Outra alteração característica de aHGGs está associada às variantes da Isocitrato 

Desidrogenase (IDH1 e IDH2). A identificação dessas mutações frequentes em gliomas 

adultos teve grande importância atrelada ao tratamento dos tumores de alto grau, já que 

seu papel na patogênese induz, por meio de uma mutação de ganho de função, a 

hipermetilação do DNA (31). 

A partir desse panorama de mutações, os principais alvos que estão relacionados 

a esses tumores e os respectivos fármacos estudados para terapêutica são: IDH, com 

estudos envolvendo AGI-5198 e HMS-101; PDGFR, com Imatinibe e Dasatinibe e 

VEGFR, cuja terapêutica está associada aos processos de angiogênese e heterogeneidade 

tumoral, com bevacizumabe (29). 

 

  

GLIOMAS PEDIÁTRICOS DE ALTO GRAU  

I- Incidência, mortalidade e diagnóstico 

Os tumores do SNC são os principais responsáveis pelo câncer infantil (32). A 

incidência de tumores malignos no SNC em crianças de 0 a 14 anos é de 

aproximadamente 5,84 a cada 100.000 pessoas (33).  

Embora relativamente raro na prática pediátrica, os pHGGs contribuem com cerca 

de 15% de todos gliomas diagnosticados na infância (34). Anualmente, pHGGs afetam 

1.1-1.78 crianças a cada 100.000 indivíduos da mesma faixa etária (35). O desfecho em 

geral é bastante sombrio, visto que as taxas de sobrevida em 5 anos correspondem a 

menos de 20% (37). Ademais, os pHGGs são responsáveis por mais de 40% das mortes 

relacionadas a cânceres em crianças (35).  

Em geral, as crianças com pHGG desenvolvem sintomas comuns a muitos 

tumores do SNC (36). A tomografia computadorizada sem contraste é uma ferramenta 

bastante empregada para o diagnóstico, no entanto, a ressonância magnética (RM) é a 

mais utilizada em função da sua capacidade de fornecer com precisão a localização do 

tumor e ajudar a direcionar o planejamento neurocirúrgico. A radiografia do tórax ou 
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biópsia estereotáxica/intra-operatória também são utilizados para confirmar a localização 

da lesão e diferenciar a composição do tumor (38).  

A natureza heterogênea observada em tumores gliais de alto grau pode convergir 

para um diagnóstico equivocado (39). Embora a RM seja essencial para o diagnóstico, 

ela não é capaz de diferenciar pHGGs de outros tumores pediátricos do SNC (40).  Novas 

tecnologias de diagnóstico integrados aos perfis genéticos demonstraram ter um papel 

importante na obtenção do diagnóstico correto em cânceres do SNC, não sendo diferente 

para pHGGs (15). 

 

II- Histologia e aspectos da doença 

Histologicamente, os pHGGs são bastante similares aos gliomas de alto grau que 

ocorrem em adultos (41). De acordo com a classificação da OMS para tumores do SNC, 

os gliomas de alto grau abrangem o grau III (astrocitoma anaplásico) e IV (gliobastoma 

multiforme), sendo o grau IV clinicamente mais agressivo (42). 

As características histológicas dos pHGGs incluem aumento da atividade 

mitótica, presença de núcleos atípicos, hipercelularidade e aumento de necrose ou 

angiogênese (43). As distribuições dos tumores de alto grau parecem variar entre as 

diferentes faixas etárias dado que, em adultos, os HGGs surgem principalmente no córtex 

cerebral, enquanto em crianças, esses tumores apresentam-se mais distribuídos (44). 

Os sintomas mais comuns em pHGGs podem incluir convulsões, alterações 

visuais, dores de cabeça e déficits neurológicos (45). O aumento da pressão na 

miscrovasculatura responsável pelo surgimento do edema em pHGGs justifica a presença 

desses sintomas. Além disso, dependendo da localização do tumor no cérebro, diferentes 

alterações comportamentais podem ser observadas (45). Outrossim, em lactentes, 

alterações nos padrões alimentares costumam se manifestar com frequência (34). 

Diferentes vias de sinalização relacionadas ao HGGs em adultos também foram 

observadas em pHGGs (46). Essas vias incluem os receptores do tipo tirosina quinase 

(RTK), as vias de sinalização MAPK/ERK e PI3K/AKT/mTOR ativadas por RAS e via 

de sinalização do retinoblastoma (RB) regulado por p53 (47). A superexpressão de AKT 

é comumente observada em gliomas pediátricos enquanto alterações em PI3K são mais 

observadas em gliomas adultos (48). 

 

III- Microambiente cerebral na infância 

Diante de um detalhamento do microambiente dos tumores cerebrais pediátricos, 

é possível perceber que a presença e a função dos componentes do estroma são menos 

compreendidas do que quando comparadas aos outros tumores sólidos (49). Múltiplas 

evidências indicam a célula precursora neural da linhagem oligodendroglial como 

possível responsável pela origem dos pHGGs (50).  

Acredita-se que no cérebro, o estroma tumoral seja composto por células 

neuronais, astrócitos, elevada vasculatura e micróglia associada ao tumor. Entretanto, 

pouco se sabe sobre como esses fatores que afetam a maturação do estroma interagem 

entre si no contexto de um cérebro em desenvolvimento (51). No entanto, como parte do 

microambiente tumoral, as células imunes inatas que interagem com as células tumorais 

produzem fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que atuam suprimindo ou 

favorecendo o crescimento tumoral (52). 



                                               

 

 60 

 

 

 

 

Pesquisas emergentes apontam a atividade neuronal elevada como determinante 

no comportamento das células de gliomas de tal modo que os padrões espaciais e 

temporais observados nos pHGGs coincidem com a mielinização presente no 

desenvolvimento do cérebro infantil (53). A hipótese de que a atividade excitatória 

neuronal estimula o crescimento de tumores promoveu estudos entre interações 

parácrinas estroma-tumor (54, 55).  

Alguns desses estudos indicaram que a estimulação neuronal foi responsável pela 

secreção de neuroligina 3 solúvel (NLGN3) de células pós-sinápticas, que ativa a via 

PI3K/Akt-mTOR em células de glioma vizinhas (56, 57). A sinalização de NLGN3 

estromal parece induzir a expressão de NLGN3 endógeno tumoral e promover o 

crescimento tumoral através de um mecanismo de retroalimentação (57). 

Presumivelmente, essas observações sugerem os mecanismos pelos quais o pHGG se 

utiliza da plasticidade do cérebro infantil para o seu desenvolvimento (58). 

Outra questão bastante interessante no microambiente tumoral das pHGGs está 

atrelada à hipóxia, presente na grande maioria dos tumores sólidos (59). Apesar de 

deletéria em células saudáveis, células cancerígenas, em especial células-tronco tumorais, 

são capazes de sobreviver em ambientes hipóxicos extremos, reprogramar a expressão de 

genes envolvidos na proliferação celular, metabolismo e angiogênese, consequentemente, 

promovendo a expansão tumoral, resistência e adaptação metabólica (59) 

 

 

IV- Análise das principais mutações e alvos da doença 

Apesar da evidente diferença no perfil molecular, alterações genéticas e 

epigenéticas no pHGGs foram definidas através de análises direcionados a genes 

frequentemente mutados em HGGs adultos (38). No pHGG mutações missense na cauda 

H3 da histona K27M e G34R/V são responsáveis por afetar as variantes H3.3 e H3.1 da 

histona 3, que são codificadas pelos genes H3F3A e HIST1H3B (53). Até 50% dos 

pHGGs demonstram mutações somáticas nas variantes da cauda da histona H3 (60), 

sendo mutações histona K27M frequentemente encontrada em tumores que surgem no 

tálamo, ponte e medula, enquanto a mutação G34R/V é observado com maior frequência 

em tumores hemisféricos (61).   

Mutações em outros reguladores epigenéticos, como os genes de remodelação da 

cromatina ATRX e DAXX foram observados em cerca de 15%-25% dos pHGGs (44).  

ATRX está altamente associado a gliomas de alto grau com mutação H3.3 G34R/V (62). 

Embora a presença de mutações no gene H3 seja exclusividade em pHGGs, essas 

mutações correspondem apenas a metade dos casos (60). Diferentes mutações em sítios 

regulatórios do ciclo celular são observadas nos gliomas pediátricos (63). O ciclo celular 

é regulado pela proteína supressora de tumor p53 (responsável pela parada do ciclo celular 

e apoptose em resposta a danos ao DNA), complexo quinase dependente de ciclina-ciclina 

(CDK-ciclina) e inibidores do ciclo celular. No pHGGs, a via TP53 é uma das vias que 

se encontram frequentemente desregulada, correspondendo a aproximadamente 42%-

70% dos gliomas pediátricos (44). Ademais, a superexpressão de p53 aparenta estar 

relacionada com pior prognóstico em pHGGs (64).   

O complexo CDK atua permitindo a passagem da célula através do checkpoint G1 

do ciclo celular (65). A superexpressão de CDKs em conjunto com a regulação negativa 
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dos inibidores de CDK pode resultar na proliferação anormal e desenvolvimento do 

câncer (66). Diferentes mutações presentes nesse complexo já foram correlacionadas ao 

pHGGs, dentre os quais: CDK4, CDK6, CICLINA D1 e CICLINA D2 (38, 44).  

Aberrações genéticas que codificam componentes da via MAPK são 

constantemente encontradas em pHGGs (44). Essas mutações incluem genes que 

codificam o receptor A do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-R) e os 

receptores do tipo tirosina quinase (RTKs). Outras mutações frequentemente encontradas 

em pHGGs associadas ao RTK são a amplificação do gene do fator de crescimento 

semelhante à insulina - receptor 1 (IGF1R), FGFR1 e do gene MET (37, 67). Outras 

alterações genéticas envolvendo a ativação das vias PI3K-MAPK da RTK que envolviam 

proteínas a jusante (NRAS, KRAS, BRAF e PIK3CA) já foram identificadas em diferentes 

pHGGs (32). 

Cerca de 10-25% dos pacientes com pHGG possuem mutações BRAF V600E (44). 

A resistência tumoral em mutantes de BRAF é frequentemente devido a constante 

reativação da via de MAPK (68), inclusive, o uso de inibidores BRAF em pacientes com 

pHGG mutante para BRAF V600E demonstrou eficácia nos estudos realizados por Mark 

et al. (69). 

Menos de 5% dos pHGGs possuem mutações em IDH1 e IDH2 (35, 70). Assim, 

embora mutações nesses genes possam alterar a classificação dos gliomas, eles possuem 

maior relação com os gliomas encontrados em adultos (70,71). Aparentemente, a mutação 

IDH1 está associada a um prognóstico mais favorável em indivíduos com mais de 14 anos 

(35). 

O protocolo padrão no tratamento de gliomas infantis, quando inspirado nos 

adultos, confere ineficácia à adesão, com dados de mortalidade de 80% em até dois anos 

(59) decorrente dessas características únicas que compõem esses tumores na infância 

(72). No entanto, as crescentes descobertas genômicas em pHGGs aumentam as 

possibilidades de novas abordagens terapêuticas com objetivo de desenvolver métodos 

direcionados a possíveis vias defeituosas devido às mutações em suas moléculas 

precursoras (62). Novas investigações do perfil genético em pHGGs demonstram 

potencial muito promissor para a melhora da sobrevida global e qualidade de vida a longo 

prazo de crianças diagnosticadas com pHGGs (73). 

  

 

CONCLUSÕES  

 As significativas diferenças que separam os gliomas de alto grau adulto e 

pediátrico estão cada vez mais evidentes através de estudos moleculares das referidas 

doenças, o que claramente interfere na abordagem terapêutica utilizada para cada tipo de 

tumor.  

Mutações características em genes que codificam as histonas H3.3 e H3.1 

apresentam perfil molecular diferenciado em Gliomas Infantis, sendo raramente 

apresentados em Gliomas Adultos, enquanto mutações nas variantes da isocitrato 

desidrogenase estão intimamente envolvidas ao mau prognóstico em tumores adultos. 

A partir deste apanhado de dados documentados na literatura, é possível descrever 

diversas divergências entre esses tumores, justificando a extensa presença de resistência 
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nos pHGGs em relação aos tratamentos preconizados para os aHGGs, que resultam na 

dificuldade de alcançar terapias eficazes e não tóxicas para os pacientes pediátricos.  

Para ultrapassar tais obstáculos decorrentes de padrões genéticos diferenciados, 

são imprescindíveis mais estudos que tenham como fim explorar esse perfil genético 

especial dos tumores pediátricos, dada a sua relevância para o desenvolvimento da 

Medicina de Precisão para obtenção do correto tratamento dos Gliomas Pediátricos de 

Alto Grau. 
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Resumo: Ensinar Genética é um desafio para os professores, seja pela quantidade de 

conceitos teóricos abordados ou a natureza, muitas vezes, abstrata desses conceitos que 

levam aos alunos a decorarem termos ao invés de verdadeiramente compreendê-los. Os 

modelos didáticos, com destaque para o uso dos jogos didáticos, surgem como alternativa 

que podem contribuir para uma construção significativa do conhecimento, pois requerem 

uma participação ativa do estudante no processo de aprendizagem, sendo uma ferramenta 

lúdica e motivadora. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo fazer uma revisão 

bibliográfica sobre a utilização de jogos como ferramenta de apoio ao ensino da Genética. 

Os resultados indicam que essa metodologia tem contribuído para a aprendizagem dos 

tópicos de Genética e promovido o divertimento, a socialização e uma maior participação 

dos alunos em sala de aula. 

 

Palavras–chave: Biologia; educação lúdica; ensino de ciências; metodologias ativas de 

aprendizagem  

 
 

INTRODUÇÃO  

Há alguns anos, o ensino baseado na transmissão do conhecimento, denunciado 

por Paulo Freire (1) de educação bancária, é alvo de crítica. Como Brighente e Mesquida 

(2) reforçam, a educação bancária não é libertadora, mas, sim, opressora, pois não busca 

a conscientização e a criticidade de seus educandos.  

Consoante ao disposto, a utilização de metodologias ativas é de suma importância 

para a construção do saber científico, auxiliando no desenvolvimento de uma visão 

holística sobre os fenômenos que compõem nossa existência (3). Como um contraponto 

à práxis pedagógica, a escola tradicional não considera os diversos fatores que possam 

interferir na recepção da informação pelos alunos, onde os professores tornam-se 

protagonistas durante todo o processo educacional, culminando em uma metodologia de 

ensino pouco atrativa (4). Portanto, vem-se discutindo a importância de adotar 
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metodologias de ensino mais dinâmicas, na qual os estudantes sejam os protagonistas da 

construção de seus conhecimentos. 

  Quando se fala no ensino das Ciências Naturais, apesar da ciência estar presente 

no dia-a-dia da sociedade, parece haver um distanciamento entre o conteúdo ensinado 

pelos professores da realidade dos alunos. Vincular sua relação em sala de aula com o 

contexto econômico, cultural, social, político e tecnológico e suas aplicações práticas não 

é o que acontece, dificultando o entendimento e a assimilação do conteúdo por parte dos 

alunos (5). 

Sabe-se que dentre as diferentes áreas da Ciência, o ensino de Genética é um dos 

mais desafiadores (6), pois envolve conceitos abstratos que os estudantes precisam 

consolidar para construir uma aprendizagem significativa. Neste viés, nota-se a 

necessidade de os professores adotarem novas formas de apresentar e debater os 

conteúdos, buscando adaptá-los e contextualizá-los com a realidade em que os alunos 

estão inseridos.  

A utilização de recursos didáticos surge como uma alternativa que pode contribuir 

para uma construção significativa do conhecimento, possibilitando aos estudantes 

relacionar teoria e prática. Dentre esses recursos, destacam-se os jogos didáticos que 

contribuem para o desenvolvimento de habilidades sociais, emocionais e cognitivas do 

aluno (7). 

A Base Nacional Comum Curricular (BNCC) cita implicitamente os benefícios 

das metodologias ativas, afirmando:  

No novo cenário mundial, reconhecer-se em seu contexto histórico e cultural, 

comunicar-se, ser criativo, analítico-crítico, participativo, aberto ao novo, 

colaborativo, resiliente, produtivo e responsável requer muito mais do que o 

acúmulo de informações (8).  

O documento, ainda propõe:  

[...] a superação da fragmentação radicalmente disciplinar do conhecimento, o 

estímulo à sua aplicação na vida real, a importância do contexto para dar 

sentido ao que se aprende e o protagonismo do estudante em sua aprendizagem 

e na construção de seu projeto de vida (8). 

Portanto, este trabalho teve como objetivo fazer uma revisão bibliográfica sobre a 

utilização de jogos como ferramenta de apoio ao ensino da Genética. A compilação de 

informações pode servir como uma fonte de busca atualizada e auxiliar os docentes sobre 

a eficácia do uso de jogos para o processo de ensino e aprendizagem. Para sua realização, 

foi feita uma pesquisa na base de dados “Google Acadêmico”, seguindo o percurso 

teórico-metodológico estabelecido por Franco (9), na qual abrange as etapas de seleção 

dos trabalhos, leitura flutuante e analítica.  

 

TÓPICOS 

A DINÂMICA DOS JOGOS COMO ESTRATÉGIA PEDAGÓGICA 
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A docência nos permite afirmar que a sala de aula não é uma unidade, pelo 

contrário: é um ambiente múltiplo, onde cada aluno possui seu próprio ritmo e 

particularidades na assimilação dos conteúdos. Desta forma, ensinar torna-se um desafio, 

envolvendo técnicas e metodologias que contribuem para a decodificação de 

informações, facilitando o processo de ensino-aprendizagem (7,10,11).  

 

Visando alternativas para driblar as práticas convencionais, os jogos e as 

atividades lúdicas entram em cena como uma estratégia de possibilitar a imersão dos 

alunos na sequência didática proposta. Romano, Souza e Nunes (12), em seu trabalho 

com professores da área de Ciências Biológicas e alunos do terceiro ano do Ensino médio, 

reforçam que, toda atividade que foge do modelo tradicional de ensino, resulta em uma 

melhor aprovação pelos estudantes. Entretanto, é importante salientar que a aplicação de 

jogos como ferramenta educacional necessita de objetivos pedagógicos bem definidos e 

alicerçados em um contexto metodológico (13).  

 

Antes de integrar os jogos à prática docente, é necessário compreender os 

diferentes conceitos que permeiam esse artefato. Na literatura, é comum nos deparamos 

com os termos – jogos de entretenimento, jogos sérios (serious game), gamificação e 

jogos de simulação (14,15). Os jogos de entretenimento são os convencionais, com a 

finalidade básica da diversão e, não necessariamente o compromisso com os requisitos 

pedagógicos (16). Para tal, os jogos sérios/didáticos cumprem essa função, 

proporcionando experiências baseadas nas mecânicas dos jogos com o propósito de 

ensinar conteúdos específicos. Já a gamificação utiliza a lógica dos jogos em contextos 

fora dos jogos para engajar pessoas, possui inúmeras aplicações na educação, assim como 

alguns tipos de jogos de simulação (15,17,18). 

 

 Nunes, do Canto e Rodrigues (19) descrevem o uso de jogos didáticos como uma 

ótima ferramenta para suprimir as dificuldades de aprendizagem, capaz de motivar os 

alunos e auxiliar na simplificação de conceitos complexos. Para além da compreensão de 

conceitos complexos, os jogos aliados ao ensino apresentam diversas potencialidades, 

integrando as competências previstas na Base Nacional Comum Curricular (BNCC) 

conforme apresentado na figura abaixo (Figura 1) (8,20,21).  
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Figura 1 – Diagrama evidenciando os atributos alcançados em uma intercessão entre as competências gerais 

almejadas pela BNCC, e as potencialidades dos jogos didáticos. 

 

Todos os atributos presentes na intercessão do diagrama da figura 1 são 

corroborados por uma revisão sistemática da literatura realizada por Tsutsumi et al. (22), 

analisando vinte e quatro trabalhos sobre a temática em questão. Como resultado, os 

autores propõem que as metodologias ativas com ênfase em jogos são de fato eficazes 

para melhorar o desempenho acadêmico e psicopedagógico. Perceberam também, uma 

predominância na aplicação de jogos eletrônicos, o que de certa forma já era esperado, 

pois a emergência de novas tecnologias está em todas as esferas da atual sociedade, 

entranhada no cotidiano da maioria das pessoas. Gadêlha et al. (23) salientam a 

importância dessas práticas inovadoras e tecnológicas nas dinâmicas que cercam o 

ensinar e o aprender, oportunizando professores e alunos a transferirem para dentro do 

espaço pedagógico suas experiências extraescolares, valorizando-as e obtendo melhores 

resultados, justamente por estarem familiarizados com esse tipo de material.  

 

Nessa perspectiva, autores como Castro et al. (24) defendem que as práticas 

lúdicas são fatores essenciais no combate à evasão escolar e à reprovação. Este argumento 

se baseia no pressuposto que esses locais formativos tendem a ser mais agradáveis e 

atrativos, de modo a minimizar o percentual de desistências e aumentar o engajamento 

frente a temas complexos a serem estudados, como é o caso da Genética e outras áreas 

das Ciências Naturais. Desse modo, podemos dizer que os jogos surgem como aliados na 

proposta de desafiar os jogadores/alunos a superarem cada fase/etapa apresentada na 

trajetória acadêmica, pois o ato de jogar utiliza dos desejos inerentes ao comportamento 

humano, como a conquista, competição e o altruísmo (15,25). 

ENSINO DA GENÉTICA HOJE  
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É de conhecimento geral que os estudos na área de genética trouxeram para a 

sociedade avanços que permeiam muitos campos do conhecimento. Tornou-se comum a 

população lidar com temas diários no jornal sobre células-tronco, transgênicos, exames 

de DNA, terapias gênicas, sequenciamento viral, dentre outras temáticas que vão surgindo 

conforme os estudos nessa área avançam. Desse modo, e diante da importância de 

compreender as mudanças que acontecem no campo científico, é necessário que a 

disciplina de Genética seja compreendida de forma efetiva pela comunidade geral, pois a 

população também deve fazer parte dos debates sobre esses temas tão presentes no 

cotidiano. Assim sendo, cabe ressaltar que o início da assimilação desses conteúdos 

ocorre nas instituições de ensino. 

Em vista disso, é na escola que irão surgir os mais diversos questionamentos sobre 

os temas da Genética, e o professor é quem realiza o papel de esclarecer o que foi 

transmitido de forma muito técnica ou com superficialidade pelos meios de comunicação. 

Os conceitos adquiridos pelos alunos são trazidos de forma prévia, e é na escola que 

devem ser transformados em aprendizagem significativa (26).  

Todavia, ensinar os conceitos de Genética é uma tarefa difícil e boa parte dos 

estudantes brasileiros apresentam dificuldades no entendimento dos conceitos dessa 

disciplina, como a compreensão do papel e estrutura das moléculas de RNA, DNA, bem 

como das proteínas e ribossomos (27). Tal situação torna-se ainda mais desafiadora 

quando são introduzidos assuntos como as leis de Mendel, sistema ABO (de tipos 

sanguíneos) e o quadrado de Punet. Nesse sentido, um dos problemas que podem ocorrer 

é a compreensão inadequada dessas terminologias, e uma das razões para esse 

acontecimento é que o ensino de Genética muitas vezes é trabalhado de forma 

descontextualizada e baseado apenas na memorização de termos (28).  

Cabe destacar que além dos problemas relacionados à uma metodologia centrada 

na definição de conceitos, o que pode ser observado, em alguns contextos, é a abordagem 

muito superficial dos termos dessa área do conhecimento, e isso pode ser causado pois 

muitas das descobertas nesse campo são relativamente novas e não foram trabalhadas 

durante o processo de formação docente de alguns professores. Como bem se sabe, a 

genética é um tema atual e em constante atualização, com conteúdo abstratos e que 

exigem muito empenho para serem compreendidos (29).  

Nessa conjuntura, é importante salientar que na hora de ensinar o entendimento 

real dos alunos deve estar em primeiro lugar, e, para isso, é fundamental que haja a 

problematização dos temas abordados em sala. Logo, o professor deve auxiliar na 

interpretação dos problemas dispostos, e ainda, associar os conteúdos já adquiridos pelos 

alunos com o aprendizado do dia a dia (30). É urgente que os discentes tenham uma nova 

didática, em novos tempos, pois como diz Freire em Pedagogia da Autonomia, “o 

educador que castra a curiosidade do aluno em detrimento da memorização dos 

conteúdos, tolhe a liberdade do educando, a sua capacidade de aventurar-se” (31).  
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Por conseguinte, muitas alternativas de ensino têm sido aplicadas em sala de aula 

para dinamizar e melhorar o aprendizado da disciplina de Genética. Um desses caminhos 

corresponde a utilização de metodologias ativas pelos professores nas aulas, que permite 

a exploração de novas competências, além de proporcionar aos estudantes uma nova 

forma de pensar, ver o mundo e aprender (32). Como a Genética corresponde a uma 

disciplina em que a compreensão é complexa muitas metodologias, além das aulas 

expositivas, têm sido implementadas nas escolas como as maquetes, modelos didáticos e 

os famosos jogos (33).  

Nesse sentido, existe uma perspectiva positiva em relação a essas novas didáticas 

em sala de aula que podem auxiliar o entendimento dos alunos acerca dessa disciplina tão 

importante e que enfrenta muitas dificuldades para sua compreensão. Para respaldar essa 

noção de melhora, no trabalho de Corrêa e Silva Júnior (34) é citado que a dinamização 

dos meios de ensino ajuda no aprendizado dos estudantes, além de proporcionar um 

envolvimento mais ativo. Esses tipos de metodologias, diferentes das aulas tradicionais, 

mais lúdicas, podem ser uma ferramenta importante para minimizar as problemáticas do 

ensino de Genética. 

Face ao exposto, relacionando a importância dos jogos no aprendizado e a 

necessidade de reestruturar o ensino da disciplina de Genética, a fim de promover um 

maior entendimento dos alunos, o tópico a seguir trata de diversos modelos de jogos, já 

utilizados no Brasil, em salas de aula de várias escolas. Jogos os quais trouxeram 

resultados interessantes para a melhoria do ensino-aprendizagem.  

EXEMPLOS DE JOGOS PARA O ENSINO DE GENÉTICA NO BRASIL 

Ensinar assuntos alta complexidade configura-se como um grande desafio para o 

processo de efetiva assimilação do conhecimento e, neste contexto, os professores do 

ensino superior são então desafiados a tornar tais conteúdos mais prazerosos e de fácil 

compreensão (35). A necessidade de trabalhar conceitos de Genética e de disciplinas 

correlatas, como a Biologia Molecular e a Biotecnologia, tem favorecido o movimento 

crescente na busca de ferramentas que possam facilitar o entendimento desses conteúdos, 

e também favorecer o estabelecimento de conexões entre eles com outras disciplinas (36).  

O uso de jogos na sala de aula não apenas favorece a ludicidade, mas também 

coloca o professor como o mediador do conhecimento ao auxiliar os alunos na 

assimilação dos conteúdos das aulas teóricas, muitas vezes maçantes e cansativas, de 

maneira mais efetiva. O ensino da Biologia, e nisso se inclui a Genética, ocorre, na 

maioria das vezes, de forma passiva e reduzida aos conteúdos de livros didáticos, 

favorecendo com esta estratégia a diminuição da retenção e evasão (36). Assim, tem-se 

percebido um aumento do uso dessa ferramenta a cada dia e, também, a diversificação da 

forma como os jogos são utilizados, pois há uma gama de possibilidades, como os jogos 

de tabuleiros (trilhas), baralhos/cartas, quizes e jogos digitais. 
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Essa diversificação de meios favorece ao aluno e ao professor uma maior 

facilidade no uso dessa ferramenta, principalmente por recursos didáticos que sejam de 

baixo custo e de fácil acesso aos participantes, além de trazer uma ludicidade aos 

conteúdos considerados de menor compreensão. Percebemos que no período da 

pandemia, alguns autores também justificaram o uso dos jogos como um meio de 

socialização dos alunos, já distanciados pela circunstância da Covid-19 (37). 

Na revisão de atividades aplicadas ou desenvolvidas no formato “jogos” 

percebemos que são, principalmente, direcionados aos alunos de Ensino Médio e Superior 

e que envolvem diferentes assuntos da Genética e Biologia Molecular, como por exemplo 

as leis e padrões mendelianos (38,39), os grupos sanguíneos (38), meiose (40), mutação 

e síndromes (37,41), além de temas mais específicos como a Biotecnologia e os 

transposons (42,43).  

Quanto aos formatos utilizados, há uma preferência pelos jogos de tabuleiros 

(trilhas) (35,43–47) e os quizes produzidos com perguntas e respostas no sentido de 

apresentação ou fixação dos conteúdos (37) que podem se apresentar no formato que 

simula os mesmos usados em programas de TV, como é o caso do trabalho de 

Vasconcelos et. al. (48) e Santos et. al. (49) nos quais os autores se baseiam nos quadros 

de TV conhecidos como “Passa e Repassa” e “Três Pistas”, respectivamente. Há também 

os jogos de entretenimento, como o “Monopoly” (50), os jogos RPG (role-playing game) 

“Dungeons and troubles” de De Souza, De Souza e Cordeiro (51) e até mesmo os jogos 

com um caráter investigativo (52,53), que simulam situações que aproximam a prática a 

um padrão comumente acessado pelos alunos e imprimem uma condição de aventura na 

execução da atividade. 

Em geral, grande parte dos jogos didáticos é tangível, confeccionados com 

materiais de baixo custo visando um uso mais acessível, reproduzíveis em outras turmas, 

além de possibilitar a inclusão ou utilização para outros temas, como observado nos jogos 

“Muta-Ação” (35), “Na trilha dos genes” (44) e “Jogo das três pistas” (49). Entretanto, 

há profissionais que optam pelos jogos digitais (38, 54). Além disso, há uma verificação 

após o término das atividades para buscar as opiniões de alunos e/ou professores 

envolvidos e os autores consideram a partir dessa verificação que a ferramenta é bastante 

positiva, a exemplo, o jogo didático proposto por Da Silva e colaboradores (46), para o 

ensino da 1ª lei de Mendel. Após aplicar e avaliar os possíveis impactos do jogo, foi 

verificada melhora nas respostas corretas (aumento médio de 11%), além de promover 

melhor relação aluno-aluno, ferramenta que proporcionou melhor interação entre os 

sujeitos da sala de aula 

 

CONCLUSÕES  

A revisão dos trabalhos acerca da utilização de jogos, como ferramenta, no ensino 

da Genética trouxe resultados que indicam que essa estratégia tem contribuído não 

somente para a aprendizagem dos tópicos de Genética que são abstratos e encarados por 
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muitos alunos como complexos, mas ao mesmo tempo, promove o divertimento, a 

socialização e uma maior participação dos alunos em sala de aula. Nós, e os autores, 

consideramos que os jogos auxiliaram na ampliação e fixação dos conhecimentos, além 

de sua reconfiguração na estrutura mental dos alunos, o que pode auxiliar em um melhor 

entendimento do conteúdo de Genética, sejam eles básicos, como herança mendeliana e 

meiose, quanto mais específicos (mutação, transposons, PCR)  

Percebemos, portanto, que os jogos aliam teoria e prática, aumentam a interação 

e melhoram a relação entre os alunos por se tratar de uma dinâmica de grupo. Além disso, 

preparam o aluno para relacionar e acessar tais conteúdos futuramente, cumprindo seus 

objetivos ao tornar o professor um mediador do conhecimento e não apenas um 

‘repetidor” de conteúdos trazidos nos livros didáticos. Por fim, os jogos propiciam aos 

alunos uma assimilação mais efetiva dos conteúdos, além de suscitar novas habilidades 

sociais e de compreensão e contribui para uma aprendizagem mais significativa.  
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Resumo: A nutrigenética estuda os efeitos das variações genéticas na resposta à ingestão 

de alimentos, demonstrando que os nutrientes possuem efeitos diferenciados em cada 

indivíduo, em consequência do nosso perfil genético único. A identificação de variantes 

frequentes na população se torna uma estratégia interessante para uma abordagem de 

precisão a respeito da expressão gênica em resposta aos alimentos. O gene LEP atua em 

um dos sistemas neuroendócrinos mais importantes, responsáveis pelo controle do 

apetite, e a variante rs17151919 vem sendo associada ao fenótipo de obesidade em 

diversos estudos. Todavia, a falta de técnicas de custo mais baixo, alternativas ao PCR 

em tempo real e ao sequenciamento de DNA, para a realização dos estudos de correlação 

genótipo-fenótipo, ainda representa um obstáculo relevante para o desenvolvimento 

destas pesquisas em muitos países, incluindo o Brasil. Por este motivo, este estudo teve 

como objetivo desenvolver um teste de genotipagem por meio da amplificação da 

sequência alvo, por PCR convencional, com a utilização de iniciadores alelo-específicos 

para a identificação da variante rs17151919. Os resultados obtidos por meio do teste 

elaborado foram comparados com os obtidos por meio do sequenciamento Sanger, em 

amostras de DNA com genótipos conhecidos, previamente identificados por meio desta 

técnica. O teste de genotipagem elaborado apresentou alta sensibilidade e especificidade, 

sendo capaz de identificar com sucesso os genótipos homozigotos e heterozigotos, em 

todas as amostras de DNA analisadas e, portanto, sugere contribuir de forma expressiva 

para o avanço das pesquisas que visam o controle e a prevenção da obesidade na 

população brasileira. 

 

 

Palavras–chave: obesidade; leptina; nutrição personalizada 

 
 

INTRODUÇÃO  

O gene LEP atua em um dos sistemas neuroendócrinos mais importantes 

responsáveis pelo controle do apetite, ingestão de alimentos e utilização de energia: a via 

leptina-melanocortina, localizada no hipotálamo (1). LEP está localizado no cromossomo 

7 (lócus 7q32.1), é composto por 3 éxons e codifica uma proteína com o mesmo nome, 
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LEP, que possui uma sequência de 167 aminoácidos. A leptina é um hormônio que 

medeia a regulação a longo prazo do balanço energético, suprimindo a ingestão de 

alimentos e estimulando a perda de peso. Mais recentemente, papéis fisiológicos 

importantes, além do controle do apetite e do gasto energético, foram sugeridos para a 

leptina, incluindo funções neuroendócrinas, reparadoras, reprodutivas e imunológicas (2). 

Vários efeitos sistêmicos são atribuídos à leptina, como o controle da massa corporal, o 

metabolismo de lipídios e glicose, termogênese, angiogênese e o controle dos sistemas 

hematopoiético, imune, reprodutor e cardiovascular (3; 4).  

A deficiência da atividade da leptina ou do seu receptor tem sido descrita como 

causa monogênica para obesidade grave (5). Strobel e colaboradores (6) encontraram uma 

mutação com troca de sentido em homozigose (rs104894023; c.313C>T; p.Arg105Trp) 

em três indivíduos de uma família turca. Todos apresentavam quadro de obesidade 

mórbida, concentrações muito baixas de leptina sérica, hiperfagia e concentrações 

elevadas de insulina. Os demais familiares eram heterozigotos ou homozigotos selvagens 

e apresentavam os níveis de leptina e insulina normais, o que levaram os autores a 

determinarem que o fenótipo de obesidade expresso por esta mutação apresenta um 

modelo de herança recessiva. Um estudo de variantes do gene LEP, realizado com 210 

indivíduos brasileiros, demonstrou que mulheres com a variante rs7799039 em 

homozigose (GG) possuem oito vezes mais risco de desenvolver a obesidade do que as 

não-portadoras, sugerindo que variantes nesse gene sejam um potencial preditor de 

obesidade (7). 

A obesidade e a saúde metabólica prejudicada são fatores de risco já estabelecidos 

para as doenças não transmissíveis como diabetes tipo 2, doença cardiovascular, doenças 

neurodegenerativas, câncer entre outras (8).  

A prevenção é uma estratégia promissora para lidar com esta doença, e pode ser 

alcançada através de uma melhor compreensão e controle dos fatores que levam à sua 

manifestação. Assim, a justificativa deste estudo consiste em padronizar um teste, com a 

utilização de iniciadores alelo específicos, para a identificação da variante rs17151919 do 

gene LEP , reconhecidamente associado à obesidade, que represente uma alternativa de 

menor custo de execução, e, desta forma, possa contribuir para o avanço das pesquisas na 

população brasileira, que visam o tratamento e a prevenção da obesidade (e 

comorbidades), com o auxílio de dietas personalizadas.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 A sequência alvo do gene foi obtida dos bancos de dados de genes (ENSEMBL e 

NCBI), visando o desenho dos iniciadores para a amplificação específica dos alelos 

mutante e selvagem da variante LEP:rs17151919, considerando os critérios descritos por 

Vieceli e Siviero (9). Dois pares de iniciadores alelo-específicos (ASO) foram desenhados 

para a identificação da variante rs17151919 (um par de iniciadores específico para 

amplificação do alelo mutante e outro específico para amplificação do alelo selvagem).  

Para a elaboração do teste de genotipagem, com a temperatura de hibridização mais 

adequada para a identificação da variante, foram realizadas reações de PCR com 

gradientes de temperatura a partir de 57ºC até 72ºC para os respectivos pares de 

iniciadores, em amostras de dois indivíduos de genótipo previamente conhecido, um 
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homozigoto selvagem e um heterozigoto. A partir dos resultados obtidos, foi selecionada 

a temperatura de hibridização dos iniciadores que demonstrou ser específica para 

identificação dos respectivos alelos mutante e selvagem. 

A PCR-ASO com gradiente de temperatura foi realizada a partir de 2 µL de amostra 

de DNA genômico (20-60ng) 10 µL de master mix (GoTaq G2 Hot Start Colorless Master 

Mix, Promega®), 1 µL de cada primer (20pmol) e 6 µL de H2O ultrapura, para o volume 

final de 20 µL. A amplificação foi realizada no Termociclador T100™ - Bio-Rad® nas 

seguintes condições: desnaturação 95⁰C por 3 minutos e 31 ciclos de amplificação (95⁰C 

por 1 minuto, 57°C a 67ºC por 1 minuto e 15 segundos, 72°C por 1 minuto) e extensão 

final a 72⁰C por 5 minutos. Nos casos em que uma temperatura mais alta que 67ºC se 

mostrasse necessária para confirmar a amplificação específica do alelo em questão, outra 

PCR com gradiente de temperatura de 65 a 72ºC foi realizada. 

Após o término de cada etapa de amplificação, o produto da PCR foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose 2,5%, com intercalante de DNA UniSafe Dye (20,000x; 

Uniscience). Um marcador de peso molecular de 100pb (Cellco) foi utilizado para a 

devida verificação do número de pares de bases de cada sequência alvo amplificada . As 

imagens foram obtidas com a utilização de um transiluminador UV. 

Por fim, considerando a importância de evitar a ocorrência de resultados falso-

negativos, quando houvesse ausência da amplificação alelo específica devido à falha na 

reação de PCR, um outro iniciador foi incluído na reação, resultando na amplificação 

também de uma segunda sequência alvo do gene, com um número maior de pares de 

bases, representando desta forma um controle positivo da reação de PCR. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os resultados do primeiro teste realizado por meio da PCR com gradiente de 

temperatura, com as temperaturas de hibridização a partir de 57ºC até 67ºC, 

demonstraram que os iniciadores desenhados para a amplificação específica do alelo 

selvagem (ASO-WT) da variante LEP:rs17151919 apresentou resultados satisfatórios, ou 

seja, amplificação da sequência alvo de 544pb em todas as temperaturas testadas, em uma 

amostra conhecida com genótipo homozigoto selvagem, confirmada previamente por 

sequenciamento do DNA (Figura 1).   

Figura 1 – Resultado da PCR com gradiente de temperatura, ilustrando a amplificação da 

sequência alvo do gene LEP com o par de iniciadores alelo-específicos desenhados para a 

identificação do alelo selvagem de LEP:rs17151919 (ASO-WT) 
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Nota: Os resultados das PCRs ilustrados na figura revelam a especificidade do iniciador, que amplificou a 

sequência alvo esperada, de 544pb (para identificação do alelo selvagem da variante não sinônima 

rs17151919 do gene LEP), nas temperaturas de hibridização desde 57ºC até 67ºC. 

 

Após a confirmação da amplificação satisfatória e específica da sequência alvo 

com o par de iniciadores desenhados para identificação do alelo selvagem, um segundo 

teste foi realizado para a verificação da temperatura de hibridização mínima para que a 

amplificação fosse realmente específica para o alelo de interesse, e a temperatura de 

hibridização máxima na qual a amplificação do alelo de interesse ainda fosse viável.  

Assim, uma PCR com gradiente de temperaturas de hibridização mais altas (de 

65,5ºC a 72,0ºC) foi feita, utilizando o iniciador ASO-WT para amplificação do alelo 

selvagem de LEP:rs17151919  em uma amostra heterozigota, observando-se os resultados 

positivos esperados até a temperatura de hibridização de 68,0ºC. Da mesma forma, outra 

PCR com gradiente de temperaturas mais altas (de 65,5ºC a 72,0ºC) foi feita, utilizando 

o par de iniciadores específico para amplificação do alelo mutante (ASO-MUT) em uma 

amostra homozigota selvagem. Considerando a ausência do alelo mutante na amostra 

homozigota selvagem, e a amplificação específica do alelo mutante pelo iniciador ASO-

MUT, era esperado que não ocorresse a amplificação da sequência alvo na amostra 

testada. Os resultados do teste revelaram satisfatoriamente a ausência de amplificação 

inespecífica do alelo selvagem com a utilização do iniciador ASO-MUT, confirmando os 

resultados negativos que eram esperados. 

Em resumo, os resultados obtidos a partir das duas PCRs com gradiente de 

temperatura mostraram que: a) a PCR com o par de iniciadores ASO-MUT desenhados, 

revelou resultados satisfatoriamente específicos para a amplificação do alelo mutante com 

a temperatura de hibridização a partir de 65,5ºC; b) a PCR com iniciadores ASO-WT, 

revelou resultados satisfatórios para a amplificação do alelo selvagem com temperaturas 

de hibridização até 68ºC para LEP:rs17151919. 

Assim, na etapa seguinte, buscou-se determinar a temperatura de hibridização 

mínima para que a amplificação do alelo variante (com iniciador ASO-MUT) fosse 

realmente específica para este alelo, ou seja, quando uma amostra que não possui o alelo 

variante apresente resultados claramente negativos (refletindo a especificidade do teste), 

e uma amostra que apresente o alelo variante apresente resultados claramente positivos 

(refletindo a sensibilidade do teste).  

Com esta finalidade, uma PCR com gradiente de temperatura foi realizada 

utilizando o iniciador ASO-MUT para amplificação dos alelos mutantes de 

LEP:rs17151919 em uma amostra heterozigota, observando-se os resultados positivos 

esperados em todas as temperaturas de hibridização testadas, desde 57,0ºC até  67ºC. 

Além desta, outra PCR com gradiente de temperatura foi também realizada utilizando o 

iniciador ASO-MUT visando a amplificação do alelo mutante de LEP:rs17151919 em 

uma amostra homozigota selvagem (que não possui alelos mutantes). A PCR teste revelou 

resultados inespecíficos (amplificação de alelos selvagens) até a temperatura de 

hibridização 60,8ºC, e resultados satisfatórios para a amplificação específica do alelo 

mutante a partir de  63,1ºC, quando a PCR realizada com a amostra homozigota selvagem, 

que não contém alelos mutantes, não revelou mais qualquer amplificação (Figura 2). 
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Figura 2 – Resultado da PCR com gradiente de temperatura, ilustrando a amplificação das 

sequências alvo do gene LEP com os iniciadores alelo-específicos desenhados para identificação 

do alelo mutante de LEP:rs17151919 em uma amostra homozigota selvagem (que não possui 

alelos mutantes), em uma amostra heterozigota. 

 

 
Fonte: O autor (2022). 

Nota: A ilustração revela a amplificação inespecífica do alelo selvagem de LEP:rs17151919 com a 

utilização do iniciador específico para o alelo mutante até a temperatura de hibridização de 60,8ºC; e a 

amplificação específica do alelo mutante de LEP:rs17151919 com a utilização do iniciador ASO-MUT a 

partir da temperatura de hibridização de 63,1ºC. A ilustração revela ainda os resultados positivos que eram 

esperados para a amplificação do alelo mutante de LEP:rs17151919 com a utilização do iniciador específico 

para este alelo, em uma amostra heterozigota, em todas as temperaturas de hibridização testadas, de 57,0ºC 

até 67,0ºC.  

 

 

A partir deste terceiro teste foi possível verificar a alta especificidade do par de 

iniciadores específicos para identificação do alelo mutante de LEP:17151919 a partir da 

temperatura de hibridização de 63,1ºC. 

Entretanto, apesar dos resultados promissores referentes à especificidade do teste 

de genotipagem, a ocorrência de resultados falso-negativos devido a uma possível falha 

na reação de PCR, representava ainda um problema que poderia resultar em diminuição 

da sensibilidade do teste. Por isso, um outro iniciador foi incluído na reação, resultando 

na amplificação de uma segunda sequência alvo do gene, com um número maior de pares 

de bases, a fim de representar um controle positivo da reação de PCR. Assim, um novo 

teste foi realizado em amostras homozigotas selvagens e heterozigotas para testar a 

amplificação de uma ou das duas sequências alvo: a sequência indicadora da presença do 

alelo mutante de LEP:17151919 (que poderia ser positiva ou negativa), e uma sequência 

de 855pb que representaria o controle positivo da reação de PCR (que deveria ser sempre 

positiva, em todas as amostras, confirmando que a reação de PCR funcionou).  

 

A amplificação dos fragmentos de interesse por meio da técnica de PCR-ASO foi 

alcançada, mostrando resultados satisfatórios para a identificação de ambos os alelos, 

mutante e selvagem, da variante LEP:rs17151919 (c.280G>A; p.V94M).  

Após a etapa de padronização, o teste elaborado foi realizado em 70 amostras de 

DNA, com genótipos previamente conhecidos, obtidos por meio do sequenciamento 

Sanger (dados de outros estudos, realizados anteriormente). A análise da sensibilidade e 
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especificidade do teste de genotipagem foi realizada por Razão de Verossimilhança, a 

partir da comparação entre os resultados obtidos por meio da PCR-ASO e os dados 

obtidos por meio do sequenciamento do DNA. 

As análises revelaram que os mesmos resultados obtidos por meio do 

sequenciamento do DNA foram obtidos por meio da PCR ASO-MUT, em todas as 

amostras testadas, confirmando a alta sensibilidade e especificidade do teste, como o 

visualizado na Figura 3.  

 
 

 

 

 

 

 

 

Concluída a confirmação dos resultados da amplificação dos fragmentos de 

interesse por meio da técnica de PCR-ASO, mostrando resultados sensíveis e específicos 

para a identificação do alelo mutante da variante LEP:rs17151919 (c.280G>A; p.V94M), 

o teste da PCR ASO-WT (com iniciadores específicos para os alelos de referência) foi 

realizado nas amostras com resultados positivos para o alelo mutante, a fim de identificar 

se os genótipos eram heterozigotos ou homozigotos para o alelo mutante. 

Os resultados da amplificação por meio da PCR ASO-WT, para identificação do 

alelo selvagem de LEP:17151919, foram visualizados em gel de agarose 2,5%, em 

transiluminador UV, e interpretados por pelo menos dois pesquisadores, revelando, da 

mesma forma que a PCR ASO-MUT, concordância em 100% dos casos com os resultados 

obtidos por meio do sequenciamento do DNA, confirmando a alta sensibilidade e 

especificidade do teste (Figura 4), e revelando que todas as amostras positivas para o alelo 

mutante de LEP:rs17151919, eram também positivas para o alelo selvagem, concordando 

com os resultados do sequenciamento de DNA previamente realizados, que mostraram 

que todas as amostras testadas possuem genótipo heterozigoto. 

 

Figura 31 – Resultado do teste de genotipagem elaborado por meio da PCR com um par de iniciadores 

específico para amplificação do alelo mutante de LEP:17151919, identificando corretamente e de 

forma clara amostras que apresentam ao menos um alelo mutante  (gel de agarose a 2,5%)  
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Figura 4 - Resultado do teste de genotipagem elaborado por meio da PCR com iniciadores alelo 

específicos para o alelo selvagem de LEP:17151919, identificando corretamente que as amostras 

com resultados positivos para o alelo mutante, também apresentavam um alelo selvagem  (gel de 

agarose a 2,5%)  

 
 

 

 

CONCLUSÕES  

Esses resultados demonstram que o teste genético elaborado a partir do desenho 

de iniciadores alelo específicos para a identificação da variante rs17151919 do gene LEP 

é capaz de identificar os genótipos dos indivíduos com precisão, de maneira rápida e com 

custo mais baixo, quando comparados ao diagnóstico molecular realizado por meio da 

PCR em tempo real e do sequenciamento do DNA, os quais necessitam de kits comerciais 

e equipamentos de custo mais alto para sua execução, além de recursos humanos 

especializados.  

A possibilidade de diagnóstico precoce da pré-disposição a doenças tão frequentes 

na população, como a obesidade e a diabetes do tipo 2, é certamente uma importante 

contribuição para a o desenvolvimento de estratégias de prevenção. Neste contexto, é 

importante ressaltar os benefícios do incentivo ao uso de técnicas de biologia molecular 

convencionais, como a PCR, principalmente pela robustez e praticidade desta técnica, 

que pode ser executada na grande maioria dos laboratórios que realizam experimentos de 

biologia molecular em todo o mundo. Por esse motivo, sugerimos neste estudo o 

incentivo à utilização de ensaios multiplex iniciadores alelo específicos, os quais podem 

ser desenvolvidos e adaptados para serem testes mais acessíveis e rápidos, e serem 

realizados em laboratórios com termocicladores convencionais e menos recursos, 

permitindo o diagnóstico rápido e específico de possíveis fatores de risco genéticos para 

a obesidade, e contribuindo para o avanço dos estudos em nutrigenética e de intervenções 

dietéticas personalizadas, auxiliando na prevenção de doenças e na promoção da saúde.  
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Resumo: As doenças autoimunes formam grupo de desordens que surgem em diversas 

regiões do corpo, provocando desordem no sistema imunológico e prejuízos nos mecanismos 

de autotolerância. O CRISPR, tem sido amplamente conhecido como editor de genoma, e é 

originalmente um sistema imunológico adaptativo de bactérias e archaea, podendo ser 

aplicado em células eucarióticas para diversos fins, incluindo terapias para doenças raras, 

genéticas e imunológicas. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi mostrar através 

de uma revisão de literatura, os avanços da edição gênica com o sistema CRISPR para 

direcionar terapias às doenças autoimunes. No processo de edição genética com sistema 

CRISPR, um RNA guia é construído de acordo com os genes de interesse de um determinado 

DNA. O RNA conduz uma nucleasse, que pode ser a proteína Cas9, até a área que se deseja 

cortar, dividindo a fita dupla em duas partes, e assim iniciando o processo de reparo, e 

consequentemente as mudanças desejadas no DNA. Apesar das ressalvas técnicas e éticas 

ainda encontradas na utilização do CRISPR, em comparação com outras metodologias de 

edição genética, há vantagens substâncias em prol de sua utilização, tais como, sua 

viabilidade, facilidade de uso, confiabilidade e precisão, evidências que pressupõem um 

futuro importante no papel exercido pelo sistema CRISPR no combate à diversas 

enfermidades autoimunes. 

 

Palavras-chave: CRISPR; doenças autoimunes; terapia gênica 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 As doenças autoimunes constituem grupo de desordens que surgem de um 

desequilíbrio no sistema imunológico e uma quebra dos mecanismos de autotolerância, que 

desencadeiam uma cascata de reações imunes contra os próprios tecidos do corpo. 

Atualmente, os tratamentos para doenças autoimunes incluem imunossupressores, 

modificadores da doença através de medicamentos antirreumáticos ou geneticamente 

modificados para terapia. No entanto, esses medicamentos estão associados a riscos de 

eventos adversos graves. A possibilidade de aplicação terapêutica do CRISPR-Cas9 vem 

surgindo com base em vários estudos que vão desde a edição de genes em embrião com 
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variante genética da linhagem germinativa até entrega in vivo em modelos animais de 

doenças genéticas específicas usando vetores virais ou lipídicos (1).  

 

O CRISPR-Cas9, tem sido amplamente conhecido tecnologicamente como editor de 

genoma, e é originalmente um sistema imunológico adaptativo de bactérias e archaea e pode 

ser aplicado em células eucarióticas com RNA guia único (sgRNA) que contém sequência 

de bases de um gene de interesse ao criar um sgRNA sintético de uma sequência 

complementar a um gene específico, Cas9, uma nucleasse de DNA guiada por RNA, pode 

nocautear um gene alvo. O nocaute do gene ocorre durante o reparo através da junção de 

extremidades não homólogas, respondendo à quebra da fita dupla. Além disso, o nocaute 

pode ser realizado via recombinação direta homóloga (RDH) se o DNA molde adequado 

estiver presente (2, 3). 

Novas aplicações de nuclease tem o potencial de expandir muito nossa capacidade 

de manipular ácidos nucleicos, expressão, estrutura e função de proteínas. Tecnologias 

emergentes, como a edição de bases, ativação ou supressão via fatores de transcrição 

direcionados ou modificadores epigenéticos a Casa9 e edição de RNA, são novas tecnologias 

que podem expandir muito nossa capacidade de controlar patologias. Os vetores virais e não 

virais podem ser empregados para entregar efetores da edição do genoma à célula ou tecido 

de interesse, incluindo células T, células-tronco hematopoiéticas células-tronco 

pluripotentes induzidas (iPSC) e células parênquimais (4). 

A terapia gênica tem sido muito promissora para tratar e prevenir doenças 

autoimunes. Através de muitos estudos, cientistas puderam inibir deficiências, ou até mesmo 

a expressão de determinados genes no tecido ou em células-alvo. Essas doenças maltratam 

muito as pessoas afetadas, pois atacam órgãos ou outras partes do corpo que acabam 

debilitando os portadores por uma falha dos mecanismos do sistema imunológico em que o 

próprio organismo ataca ele mesmo. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo 

mostrar os avanços encontrados através da edição gênica utilizando o sistema CRISPR para 

direcionar terapias à doenças autoimunes. 

 

 

TÓPICOS  

 

O SISTEMA CRISPR E AS DOENÇAS AUTOIMUNES  

 

O sistema CRISPR consiste em Sistema de Repetições Palindrômicas Curtas 

Agrupadas Regularmente Inter-espaçadas, geralmente com uma nuclease associada como a 

Cas9. O CRISPR/Cas9 e outras endonucleases estão presentes em várias aplicações 

envolvendo terapia gênica na modificação de genes causadores de doenças autoimunes, na 

triagem genômica funcional em relação a descoberta de genes ativos ou silenciados, bem 

como na modulação transcricional e na biologia sintética microbianas (5, 6, 4). 

Nas doenças autoimunes, o organismo humano considera determinada região do 

corpo um agente estranho e ataca ele mesmo através do sistema imunológico, por uma falha 

genética do indivíduo. E para corrigir essa falha, através do sistema CRISPR juntamente 

com a enzima Cas9, um RNA guia junto com a enzima, são colocados dentro da célula de 

interesse para mudar o DNA de acordo com a característica que se quer ter como resultado 

após a retirado da parte defeituosa e o reparo dos nucleotídeos após a quebra da fita dupla 
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de DNA. A alteração do DNA alvo utilizando o RNA guia com a enzima Cas9, só é possível 

através de vetores virais e ou nanopartículas, que irão carregar as informações necessárias 

para a alteração do gene de interesse (1). 

 Em alguns estudos, foram identificadas citocinas pertencentes à família IL-36 que 

podem provocar o desenvolvimento de doenças autoimunes como o LES (Lúpus Eritematoso 

Sistêmico), a artrite reumatoide (AR), doença inflamatória intestinal (DII), a síndrome de 

Sjögren e a psoríase vulgaris (3). A proteína MYD88 que é codificada pelo gene de mesmo 

nome, é conhecida por ser ativada por estimulação de IL-36. A partir da inativação da 

proteína MYD88, por CRIPR-Cas9, houve uma diminuição na atividade dos genes e 

consequentemente a expressão das citocinas IL-IB e IL-36G (7). Estudos realizados a partir 

de uma nuclease efetora de ativação, demonstraram a correção de variantes patogênicas de 

TNFAIP3, fator de necrose tumoral alfa, associado a doenças autoimunes, que podem 

reverter as expressões relacionadas a doença autoimune (8). 

 

CÉLULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZIDAS (iPSC) E CRISPR  

Diversos meios de tratamento têm sido estudados com o CRISP-Cas9, na 

autoimunidade. Células Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSCs) foram produzidas pela 

adição de antagonista do receptor de interleucina-1 (IL1Ra) ou gene receptor de TNF solúvel 

usando a edição do gene CRISPR-Cas9 e diferenciadas em cartilagem articular. Foi possível 

perceber que a resposta inflamatória foi atenuada ao iniciar o feedback negativo dinâmico 

após a estimulação com citocinas inflamatórias. Os estudos relataram que a cartilagem 

articular é resistente à degradação tecidual mediada por IL-1alfa pela deleção do receptor de 

interleucina-1 1 (IL1r1) em iPSCs de camundongos murinos (9). 

A edição de genes em Células-tronco Mesenquimais (MSCs) foi usada com CRISPR-

Cas9 para orientar a ativação endógena de fatores de transcrição pancreáticos e receptores 

de quimiocinas MSC. As MSCs foram diferenciadas em células produtoras de insulina 

substitutas e podem ser transplantadas por meio de expansão e transplante ex vivo, mantendo 

suas propriedades imunomoduladoras (10). Outros estudos ativaram com sucesso a 

transcrição de insulina humana endógena usando sgRNAs direcionados a múltiplos 

promotores de insulina e um gene de proteína 160 Cas9-virion deficiente em nuclease 

(dCas9-VP160) em células T de rim embrionário humano 293 T (HEK293T), Células Hela 

e fibroblastos humanos (8). 

 

CRISPR E DOENÇA INFLAMATÓRIA INTESTINAL (DII)  

 

A Doença Inflamatória Intestinal é uma doença crônica idiopática, ou seja, é de 

etiologia desconhecida sem causa concreta definida, que justifique o início e o desencadear 

da doença. Fatores ambientais, estresse oxidativo e fatores imunológicos podem estar 

relacionados as causas dessa doença. São exemplos dessa patologia, a colite ulcerativa e a 

doença de Crohn. Para terapia genética em DII foi testado estudos com modelos de células 

humanas e não humanas. A partir das análises dos dados, os genes JAK2, TL1A, SGK2, 

PTPN2, c-MYC, HDAC7, IFN-y e miR-125a foram sugeridos como candidatos apropriados 

para o tratamento com CRISPR Cas9 (8). 

A engenharia de DNA CRISPR avançou e está evoluindo rapidamente, foi utilizado 

em doenças como anemia falciforme, beta-talassemia ou embriões humanos resistentes ao 
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HIV. Dada a sua aplicação exponencial em variantes da doença, pode sugerir que é um 

momento ideal para aprofundar a compreensão da patogênese e tratamento da DII. 

Principalmente IBD refere-se a duas categorias principais de distúrbios intestinais 

inflamatórios crônicos recorrentes: colite ulcerativa (UC) e doença de Crohn (DC) (11). 

 

ESTUDOS SOBRE CRISPR E DOENÇAS INFLAMATÓRIAS INTESTINAIS 

USANDO CÉLULAS IMUNES HUMANAS  

 

Matthews et al. (12), investigaram SNP rs6651252 no cromossomo 8 e descobriram 

que o rs6651252 vive no interior de um elemento potencializador responsivo de DNA, e o 

elemento ligado à doença aumentam a ligação do fator de transcrição TCF7L2 à região. 

Então, os autores descobriram que usando o CRISPR-Cas9, o potencializador rs6651252 

regula a expressão do c-MYC, e perceberam que os níveis de expressão de MYC, são 

elevados em pacientes portadores da doença de Crohn, uma doença gastrointestinal que afeta 

principalmente o intestino delgado (íleo) e o intestino grosso (cólon). 

De acordo com os estudos de Li et al. (13), variantes do gene PTPN2 apareceram em 

pacientes portadores da doença de Crohn. O PTPN2 sofreu uma mutação com perda de 

função e foi correlacionado com o rs7234029 SNP. Foram utilizadas células de 

miofibroblastos subepiteliais (SEMF), e o resultado apontou um aumento de PTPN2 no íleo 

afetado, com relação ao íleo normal. No entanto, a deleção PTPN2 por meio do CRISPR-

Cas9 obteve níveis mais altos de fosforilação e proliferação de STAT3 e Erk1/2. Com isso, 

os estudos indicaram que variantes dos genes PTPN2 e SNP rs7234029 têm fundamental 

importância para a doença de Crohn. Na tabela 1, observa-se alguns modelos de células 

humanas utilizando as ferramentas CRISPR-Cas9 em doenças autoimunes.  

 

Tabela 1. Alguns modelos de células humanas usando CRISPR-Cas9 em doenças 

autoimunes 
Doença autoimune Gene alvo Resultado Referência 

Artrite reumatoide 
(AR) 

MYC, FOXO1 Ao coletar dados ATAC-
seq, Hi-C, Capture Hi-C e 
RNA-seq nuclear em 
células T CD4+ 
estimuladas ao longo de 
24 horas, o estudo 
fornece evidências de 
que os genes MYC e 
FOXO1 podem ser 
fatores causais da AR. 

(14) 

Doença inflamatória 
intestinal (DII) 

SGK2 A proteína SGK2 foi 
localizada no citoplasma 
das células epiteliais do 
cólon 
tanto na colite 
ulcerativa de longa 
quanto de curta 
duração. 

(15) 
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Lúpus Eritematoso 
Sistêmico (LES) 

TNFAIP3 O resultado mostrou 
que células A20 C103A 
ou células com 
rs2230926 
polimorfismo aumenta 
a armadilha extracelular 
de neutrófilos e 
frequência aumentada 
de autoanticorpos para 
epítopos citrulinados 

(16) 

Diabetes Mellitus Tipo 
I 

LCK Demonstraram que o 
alelo G do SNP 
rs10914542 de LCK 
aumenta o risco de DM 
tipo 1. 

(17) 

Psoríase ERAP1 Geraram a linhagem 
celular de melanoma 
nocaute ERAP1 e 
revelaram que a 
epistasia entre as 
variantes HLA-C*06:02 e 
ERAP1 
afetam a psoríase. 

(18) 

Doença celíaca α- or γ-gliadin O resultado mostrou 
que é possível usar o 
CRISPR-Cas9 para editar 
α- ou γ-gliadinas e fazer 
formas seguras de grãos 

(19) 

Polimorfismo de nucleotídeo único (SNP); Proteína tirosina quinase linfocitária específica 

(LCK);  

 

ESTUDOS SOBRE CRISPR E DOENÇAS INFLAMATÓRIAS INTESTINAIS 

USANDO CÉLULAS NÃO HUMANAS  

 

Segundo os estudos de Pai et al. (20), sobre Fator de Necrose Tumoral (TNF), 

membro da família TL1A, camundongos transgênicos TL1A apresentaram Ileíte, inflamação 

do íleo.  Quando utilizaram o neutralizante anti-TL1A, perceberam que a concentração de 

endocitose bacteriana causada pelo MLCK, que estava presente na borda da escova, havia 

sido reduzida.  Após isso, constataram que as expressões TL1A, IFNY e MLCK1 e 2 foram 

reguladas na mucosa de pacientes com DII (Doença Inflamatória Intestinal). Com isso, o 

estudo comprovou que o aumento de TL1A, IFNy e MLCK está ligado ao curso de DII. 

Eftychi et al. (21), cruzaram NEMOIEC-KO com camundongos IFNy y/y gerados 

pelo sistema CRISPR-Cas9, com a finalidade de verificar se IFN-y pode ter um papel 

importante na inflamação do Cólon. Descobriram então, que várias citocinas pró-

inflamatórias, como Tnf, IL1b e IL6, apresentaram uma diminuição da expressividade nos 

camundongos nocauteados e apontaram o IFN-y como fator essencial para a inflamação do 

Cólon.  
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Já nos estudos de Friedrich et al. (22), foram utilizadas células colônicas epiteliais 

(CCE), T84 humano e CMT93 camundongos murino para identificar as funções do HDAC7. 

Eles também utilizaram camundongos nocauteados que foram gerados através do sistema 

CRISPR-Cas9, e o resultado revelou que a função das histonas de acetilase (HDAC) foi 

reduzida em pacientes portadores de DII. A partir dos estudos com camundongos nocaute, 

compreenderam que o HDAC é primordial na manutenção da barreira intestinal. Alguns 

modelos de células não humanas utilizando CRISPR-Cas9 em doenças autoimunes, estão 

representados na tabela 2. 

 

Tabela 2. Alguns modelos de células não humanas usando CRISPR-Cas9 em doenças 

autoimunes 
Doença autoimune Gene alvo Resultado Referência 

Doença inflamatória 
intestinal (DII) 

HDAC7 O resultado mostrou 
que a função HDAC foi 
reduzida em pacientes 
com DII, 
e de acordo com os 
camundongos 
nocauteados, HDAC 
foram encontrados 
para desempenhar um 
papel crucial na 
manutenção da 
barreira intestinal. 

(22) 

Diabetes Mellitus Tipo 
I 

AID/RAD51 AID/RAD51 pode ser 
um alvo para o 
tratamento de 
Pacientes com DM tipo 
1. 

(23) 

Psoríase Desmoglein 1 Apoiaram um papel de 
Dsg1 para a 
diferenciação de 
epiderme, formação de 
barreiras e regulação 
das respostas 
inflamatórias. 

(24) 

Doença inflamatória 
intestinal (DII) 

TL1A O surto de TL1A, IFNγ e 
MLCK está associado à 
DII 
curso de doenças 

(20) 

 

 

CRISPR E LÚPUS ERITEMATOSO SISTÊMICO (LES) 

 

Odqvist et al. (16) realizaram um teste de terapia genética em alguns modelos de 

células humanas com Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES). A partir dos estudos, os genes 

A20 DUB e CXorf21 foram sugeridos como candidatos apropriados para o tratamento com 
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CRISPR-Cas9, e fizeram uma avaliação se TNFAIP3 (A20) deubiquitinase (DUB) aumenta 

o risco de LES, para isso, usaram CRISPR-Cas9 para fazer monócitos humanos U937 com 

mutação knock-in C103A inativando A20 DUB. Os resultados exibiram que as células A20 

C103A ou células com polimorfismo rs2230926 atraíram aumento da armadilha extracelular 

de neutrófilos e aumento da frequência de autoanticorpos para epítopos citrulinados. Eles 

também concluíram que a interrupção do domínio A20 DUB aumenta a suscetibilidade ao 

LES. 

Harris et al. (25), focaram no envolvimento dos genes do quadro de leitura aberta 21 

do cromossomo X (CXorf21) no curso da doença do LES, e conduziram experimentos de 

knockdown de CRISPR-Cas9 in vitro, e perceberam que o knockdown de CXorf21 resultou 

em uma expressão diminuída de TNF-alfa e IL-6. E assim concluíram que a expressão 

sexualmente dimórfica de CXorf21 poderia ser um fator de risco para LES. 

 

CRISPR E ESCLEROSE MÚLTIPLA (EM)  

 

Testes de terapia genética foram realizados em modelos de células humanas com EM, 

a partir disso, o polipeptídeo 39B da RNA helicase DEAD box, e os genes IR7R, IL2RA e 

TNFRSF1A, foram sugeridos como candidatos apropriados para o tratamento com CRISPR-

Cas9. Os demonstraram que a via de resposta imune relacionada a IL7Rÿ é crucial na 

patogênese da EM. O polimorfismo de nucleotídeo único - SNP rs6897932 no exon 6 de 

IL7R afeta a expressão gênica da proteína solúvel versus a forma ligada à membrana e 

aumenta o risco de EM. A forma solúvel de IL7Rÿ é um fator de risco elevado de EM. O 

alelo ‘C’ de rs6897932 está associado à EM melhorando o exon 6 do gene IL7R e 

aumentando um silenciador de splicing de exon. A descoberta sugere que rs6897932 pode 

afetar a quantidade da proteína solúvel versus a forma ligada à membrana. As isoformas são 

importantes para regular a via de sinalização de IL7. Como resultado, tem uma relação direta 

entre os alelos alternativos rs6897932 e o risco de EM. (26). 

 

Galarza-Munoz et al. (27), revelaram que a interação epistática humana é associada 

ao risco de EM. A RNA helicase DDX39B, um potente ativador do exon 6 de IL7R e 

repressor da forma solúvel de IL7R, correlaciona-se fortemente com o risco de EM, e foi 

demonstrado que a interação epistática entre rs2523506 em DDX39B e rs6897932 em IL7R 

regula o splicing do exon 6 de IL7R, e a epistasia genética e funcional com o gene IR7R tem 

relação com o risco de EM.  

Estudos mostraram que o gene IL-2RA tem muitas variantes que aumentam o risco 

de EM, e várias variantes foram associadas aos níveis de sIL 2RA de forma independente. 

Investigaram ainda, a heterogeneidade genética de IL-2RA em EM e diabetes mellitus tipo 

1 (DM1) juntos, que estão relacionados a compartilhar alelos. As variantes de IL2RA 

contribuíram com o risco de EM e DM1, respectivamente. E, o SNP rs2104286 localizado 

no íntron 1 de IL2RA foi associado à suscetibilidade da EM (28,27).  

Gregory et al. (29), relataram que os agentes bloqueadores de TNF são opções de 

tratamento eficazes para doenças autoimunes. A investigação sugere que o SNP rs1800693 

no gene TNFRSF1A, que codifica o receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNFR1), está 

associado à EM como variante causal. Os agentes bloqueadores de TNF têm efeitos 

colaterais que promovem o aparecimento de EM e outras doenças autoimunes, como Artrite 
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Reumatoide. No entanto, eles relataram um sinal de doença para rs1800693 preditivo de 

efeitos colaterais.  

 

CRISPR E DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM 1)  

 

Zhu et al. (17), realizaram dois testes, o primeiro com terapia genética em alguns 

modelos de células humanas com Diabetes mellitus tipo 1, já o segundo com algumas 

categorias de camundongos, e tomando estes estudos por base, elegeu-se como candidatos 

apropriados para tratamento com CRISPR-Cas9, o gene AID/RAD51 e o SNP rs10914542 

do gene LCK. A pesquisa buscou designar o papel dos SNPs no gene da proteína tirosina 

quinase linfocitária específica (LCK), e para tal, foram adquiridas amostras de sangue de 

pacientes com DM tipo1 e utilizaram o CRISPR-Cas9 para conseguir o resultado da LCK 

SNP. Nas análises obtidas entre SNPs, apenas o SNP rs10914542 teve combinação 

considerável, então eles comprovaram, que o alelo G do SNP rs10914542 em LCK aumenta 

a ameaça de diabetes mellitus tipo 1. 

Ratiu et al. (23) utilizaram camundongos nocaute do gene da Citidina Desaminasse 

Induzida por Ativação (AID) e encontraram uma possível forma de tratamento que é a 

AID\RAD51, para pacientes portadores da DM tipo 1, com o intuito de contribuir com a 

melhoria na qualidade de vida dos mesmos. Em outro estudo, Gerace et al., 2017, mostraram 

resultado na atividade da transcrição endógena da insulina humana utilizando a fusão de 

Ativadores Transcricionais (dCas9-VP160) e múltiplos promotores de insulina direcionados 

a RNAs guias simples (sgRNAs) em células HEK293T, células Hela e fibroblastos humanos. 

O resultado favorável desse estudo, apoia a proposta de ativação da transcrição de genes 

endógenos, incluídos no desenvolvimento pancreático, como Pdx-1, NeuroD1, MafA. 

Quando são combinados com a ativação e manutenção de genes envolvidos na 

imunomodulação de MSC, a probabilidade de desenvolver terapias provenientes de MSC 

bem sucedidas para DM1, torna-se um resultado positivo (10). 

 

CRISPR E PSORÍASE  

 

Segundo Arakawa et al. (18), foram realizados dois estudos; um deles buscou testar 

uma forma de terapia genética em células humanas na psoríase, já o segundo teste almejou 

analisar o mesmo em camundongos. Foram indicados como pretendentes para o tratamento 

com CRISPPR-Cas9, de acordo com esses estudos, os genes desmogleína 1 e ERAP1. Eles 

desenvolveram uma ascendência celular de melanoma nocaute ERAP1 e mostraram que a 

epistasia em conjunto com as variantes HLA-C*06:02 e ERAP1 afeta a psoríase. Foi 

observado que o gene ERAP1 tem papel essencial no progresso da psoríase, onde a 

orientação irá incluir a proteína 5 do tipo ADAMTS (ADAMTSL5) e a imunogenicidade 

dos melanócitos.  

Roth-Carter et al. (24), utilizaram camundongos nocaute para desmogleína 1 e 

constataram que os camundongos usados no teste apresentavam um comprometimento da 

barreira. A análise de E18.5 da pele de camundongos knockout mostrou que o bloqueio de 

Dsg1 proporcionará um aumento nas vias para o processo psoriático. Os resultados 

compreendem um papel de Dsg1, para a separação da camada externa da célula, a epiderme 

onde a mesma contribui para a destinção de barreiras e normatização de respostas 

inflamatórias. 
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CRISPR E DOENÇA CELÍACA (DC)  

 

O sistema de edição de genes CRISPR/Cas9 pode remover ou reduzir as frações 

tóxicas do glúten, resultando em um trigo sem glúten ou com baixo teor de glúten. O 

principal desafio agora é explorar totalmente a capacidade de edição do genoma do CRISPR 

para alterar precisamente os genes da gliadina, suprimindo sua capacidade imunogênica, 

mantendo sua funcionalidade e propriedades organolépticas (30). 

Um estudo utilizou a terapia genética em modelos celulares no que se refere à doença 

celíaca, que é uma doença autoimune pela intolerância ao glúten, uma proteína encontrada 

no trigo, aveia, cevada, centeio e seus derivados. Os genes α-gliadina e ɣ-gliadina foram 

considerados apropriados para o tratamento com CRISPR-Cas9, e observaram que grãos de 

trigo possuem proteínas de glúten nos quais podem desencadear a doença celíaca em 

epítopos imunogênicos. Analisaram as sequencias dos genes α- ou γ-gliadinas, e o resultado 

mostrou que é possível usar o CRISPR-Cas9 para editar α- ou γ-gliadinas e fazer formas 

seguras de grãos (19). 

 

CRISPR E ARTRITE REUMATÓIDE (AR) 

 

Os pesquisadores usaram a tecnologia de edição do genoma CRISPR-Cas9 para 

produzir células que secretam uma droga biológica em resposta à inflamação. A droga reduz 

a inflamação nas articulações ligando-se à interleucina-1 (IL-1), uma substância que muitas 

vezes promove a inflamação na artrite ativando células inflamatórias em uma articulação. A 

pesquisa reprogramou os genes nas células-tronco. Em seguida, foi criado um pequeno 

implante de cartilagem semeando como células sob a pele de ratos. A abordagem permite 

uma droga seja secretada sempre que houver um surto de inflamação. Em outro estudo 

envolvendo os mesmos pesquisadores, a construiu foi com o estudo das chamadas células 

de cartilagem SMART (células-tronco modificadas para terapia regenerativa autônoma), 

usando tecnologia CRISPR-Cas9 para alterar genes nessas células para que, quando os genes 

da cartilagem fossem ativados pela inflamação, eles secretam drogas em resposta ao estimulo 

(31). 

Em outra pesquisa, envolvendo edição de genoma de iPSCs com CRISPR-Cas9, foi 

criado um circuito genético sintético que detecta a alteração dos níveis de citocinas 

inflamatórias endógenas para desencadear uma resposta terapêutica proporcional. As células 

foram projetadas em construções cartilaginosas que mostraram rápida ativação e 

recuperação em resposta à inflamação in vitro ou in vivo. No modelo murino K/BxN de 

artrite inflamatória, os implantes de bioengenharia atenuaram significativamente a gravidade 

da doença medida pela dor nas articulações, danos estruturais e inflamação sistêmica e local. 

Os implantes terapêuticos evitaram completamente o aumento da sensibilidade à dor e 

erosões ósseas, uma façanha não alcançável pelos atuais medicamentos modificadores da 

doença clinicamente disponíveis (32). 

 

CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados levantados na literatura, foi possível concluir que, a 

terapia gênica e especialmente o método CRISPR, tornou-se uma abordagem promissora à 
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medida que nossa compreensão das bases imunológicas e moleculares das doenças 

autoimunes avançou. Apesar disso, muitos dos estudos sobre o tratamento de doenças 

autoimunes utilizando CRISPR, foram realizados em estudos celulares até o momento, e 

portanto, são necessários mais estudos em humanos. Além disso, vários desafios técnicos 

precisam ser abordados, como atividade fora do alvo, baixa eficiência de reparo direcionada 

por homologia, entrega dos componentes do sistema CRISPR in vivo, possíveis respostas 

imunes em decorrência de novas abordagens terapêuticas, além de aspectos éticos 

envolvendo manipulação genética.  

Apesar dessas limitações, as evidências atuais mostram o papel promissor do 

CRISPR na regulação de doenças autoimunes. A crescente capacidade, viabilidade, 

facilidade de uso e confiabilidade dessa ferramenta, sem dúvida, levarão a novos insights 

fisiopatológicos e ao aperfeiçoamento de terapias em humano, que num viés ideal inibirá 

mais potentemente os processos inflamatórios, mas poupará o restante do sistema 

imunológico. No entanto, para uma substancial melhoria dessas terapias, é necessário 

pesquisas mais especificas para que seja possível uma entrega segura do sistema CRISPR 

no organismo humanos. 
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As espécies vegetais são infectadas por vários microrganismos patogênicos que 

comprometem a sua sobrevivência e aptidão. Como consequência, ocorre redução 

significativa da produtividade anual das culturas. Em resposta a essa interação biológica 

nociva, as plantas empregam uma ampla gama de mecanismos de defesa, incluindo a síntese 

de membros do supergrupo das Pathogenesis-related proteins (PR’s), para evitar - ou 

minimizar - os danos ao seu metabolismo. As PR´s são componentes centrais da defesa das 

plantas a estresses bióticos e abióticos e compreendem 17 famílias (PR1-PR17). Entre elas, 

a PR-1 constitui a principal família de proteínas PR, sendo amplamente sintetizada em 

resposta ao ataque a uma gama de patógenos. Seus membros promovem o espessamento da 

parede celular vegetal e sequestram de esteróis da membrana dos patógenos, impedindo a 

sua proliferação. Muitos trabalhos têm abordado acerca da expressão família gênica PR1 e 

do seu caráter protetor contra estresses bióticos. No entanto, pouco se discute sobre a 

influência desses elementos na resposta de defesa de cultivares resistentes e suscetíveis, bem 

como no que concerne aos mecanismos que potencializem a sua indução durante processos 

infecciosos. Diante da importância da família PR1, o presente trabalho teve como objetivo 

fornecer, a partir de trabalhos publicados nos últimos cinco anos, uma visão geral da família 

Pathogenesis-related proteins 1 (PR1) e do seu envolvimento na defesa contra patógenos 

em diferentes espécies pertencentes ao clado Viridiplantae. 
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NTRODUÇÃO  

 

As espécies vegetais são infectadas por vários microrganismos patogênicos que 

comprometem a sua sobrevivência e aptidão (1). Como consequência, ocorre redução 

significativa da produtividade anual das culturas, além de representar uma séria ameaça à 

segurança alimentar nos níveis doméstico, nacional e global (2). Em resposta a essa condição 

de estresse, as plantas empregam uma ampla gama de mecanismos de defesa, incluindo a 

síntese de membros do supergrupo das Pathogenesis-related proteins (PR’s) (3), para evitar 

ou minimizar os danos ao seu metabolismo. 

As PR´s são componentes centrais da defesa vegetal a estresses bióticos e abióticos. 

Tais proteínas compreendem 17 famílias (PR1-PR17) que são classificadas com base em 

suas semelhanças de sequência, atividades enzimáticas e propriedades estruturais (4). A 

família PR1 constitui a principal família de proteínas PR, sendo sintetizadas amplamente em 

resposta ao ataque de vários patógenos e/ou indutores hormonais, como ácido salicílico (AS) 

e ácido jasmônico (5, 6). Seus membros promovem o espessamento da parede celular 

vegetal, impedindo o crescimento do patógeno ao bloquear sua entrada nas vias apoplásticas 

(7). Além disso, atuam no sequestro de esteróis da membrana dos patógenos, promovendo 

um efeito inibitório no crescimento dos agentes patogênicos, especialmente de organismos 

fúngicos (8).  

Em soja, 20 genes GmPR1 (Glycine max PR1) foram regulados positivamente sob 

pelo menos um estresse biótico causado por fungos (Fusarium oxysporum, Fusarium 

virguliforme, Phialophora gregata e Phakopsora pachyrhizi), insetos (Aphis glycines), 

nematóides (Heterodera glycines, Rotylenchulus reniformis), oomiceto (Phytophthora 

sojae) e vírus (soybean mosaic virus) (9). Em outro estudo (10), foi observado em alho 

(Allium sativum L.) uma elevada expressão dos genes AsPR1 (Allium sativum PR1), 

resultando em maior inibição da infecção do fungo patogênico do gênero Fusarium. 

Resultados semelhantes foram encontrados (11) ao identificar o aumento transcricional de 

genes PR-1 em trigo (Triticum aestivum), associados ao maior controle da infecção por 

Fusarium equiseti.  

Diante do importante papel molecular desempenhado pela família PR1 em vegetais 

submetidos a infecções por microrganismos patogênicos, o presente trabalho tem como 

objetivo fornecer uma visão geral da família Pathogenesis-related proteins 1 (PR1) e o seu 

envolvimento na resposta de defesa contra patógenos em diferentes espécies vegetais 

pertencentes à Viridiplantae, nos trabalhos publicados nos últimos cinco anos. 
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SELEÇÃO DE ESTUDOS    

        A presente revisão de literatura foi realizada durante os meses de julho e agosto de 

2022, a partir da base de dados ‘PUBMED’, ‘Science Direct’ e ‘Scielo’. Tal ação abrangeu 

artigos em inglês, português e espanhol publicados nos últimos cinco anos em nível nacional 

e internacional. Para a realização da pesquisa, foram usados como palavras-chaves: 

‘Pathogenesis related protein 1 and plants’, ‘Pathogenesis related-protein 1 and plants 

response’, ‘PR1 and plant pathogen response’, ‘PR1 and plant pathogen defense’. Os 

critérios de inclusão foram: estudos da família gênica Pathogenesis related-protein 1 

associados aos mecanismos de defesa em Viridiplantae, estudos entre os anos de 2018 a 

2022. Já os critérios de exclusão foram estudos não referentes à família Pathogenesis 

related-protein 1 em Viridiplantae, estudos não associados a estresses bióticos e revisões de 

literatura.  

 

DESENVOLVIMENTO  

        Ao total, por meio das três bases de dados utilizadas, foram encontrados 212 trabalhos 

durante a mineração de dados (Figura 1). Desses, 194 foram excluídos, dos quais: 64 não 

abordaram a temática das PR1; 21 se tratavam de revisões de literatura; 48 avaliaram PR1 

associadas a estresses abióticos; 17 não avaliaram PR1 em Viridiplantae; 37 excederem a 

delimitação de período das publicações analisadas; e quatro estudos foram repetidos (Figura 

1). Dezoito artigos, portanto, foram escrutinados na presente proposta. 

 

         Figura 1 – Representação esquemática da metodologia de busca e inclusão dos estudos avaliados.  
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ABORDAGENS DOS ESTUDOS ASSOCIADOS À FAMÍLIA PR1 EM VEGETAIS 

SOB ESTRESSES BIÓTICOS  

       A Tabela 1 apresenta os 18 artigos incluídos, os diferentes estresses bióticos aplicados 

nas plantas e os objetivos de cada estudo. Foi observado que as abordagens se dividiram 

entre a avaliação da expressão de PR1 em variedades de cultivares suscetíveis e resistentes 

submetidos à infecção por um ou mais fitopatógenos, além da análise da utilização de 

tecnologias voltadas para promover maior síntese de PR1 durante processos infecciosos.  

Tabela 1 – Lista de artigos incluídos, estresses bióticos aplicados e objetivos. 

             Autores       Estresse biótico                       Objetivos  

 

Almeida-Silva & 

Venancio (2022)  

(9) 

Fusarium oxysporum, F. 

virguliforme, Aphis 

glycines, Heterodera 

glycines, Rotylenchulus 

reniformis e 

Phytophthora sojae 

Caracterizar o gene PR-1 da soja 

(GmPR-1) nos níveis de sequência 

nucleotídica, estrutural e padrão 

transcricional em diversos tecidos sob 

condições de estresse biótico e 

abiótico.   

 

Anuradha et al. (2022) 

(12) 

 

Pseudocercospora 

eumusae 

e Pratylenchus coffeae 

Analisar a família PR-1 de dois 

genomas da banana (Musa acuminata 

e M. balbisiana) e avaliar o padrão de 

expressão em ambas as espécies sob 

diferentes estresses. 

 

Esmail, Aboulila & El-

Moneim (2020)  

(13) 

 

Puccinia striiformis 

Compreender a variação na expressão 

dos genes PR1 e sua atividade 

enzimática após a inoculação com 

Puccinia striiformis em plântulas e 

adultos de milho (Triticum aestivum) . 

Chun & Chandrasekaran 

(2019)  

(14) 

     Fusarium andiyazi Avaliar o potencial das PR1 no 

controle da murcha causada por 

Fusarium andiyazi. 

 

 

Aboulila (2022)  

(15) 

 

Puccinia striiformis f. 

sp. tritici 

Investigar a resistência sistêmica 

adquirida (SAR) induzida por cinco 

fitohormônios diferentes contra P. 

striiformis f. sp. tritici em variedades 

de trigo Egípcio e a sua associação 

com a expressão dos genes PR1 e PR4. 

 

Butassi (2022) 

(16) 

 

Taphrina deformans 

Avaliar os mecanismos moleculares 

do pessegueiro (Prunus persica) em 

variedades suscetíveis e resistentes de 

plantas expostas a infecção pelo fungo 

Taphrina deformans. 

  



                                               

 106 

 

 

            Autores       Estresse biótico                       Objetivos  

 

Abbasi & Eslahi (2022) 

(17) 

 

      Rhizoctonia solani 

Investigar o padrão de expressão de 

genes PR1 e a respectiva atividade 

enzimática em cultivares 

domesticados e selvagens de cevada 

(Hordeum vulgare) expostos à 

infecção por Rhizoctonia solani. 

 

Rabiei et al.(2022) 

(18) 

 

Alternaria solani 

Elucidar os efeitos do ácido hexanóico 

em variedades de tomates (S. 

lycorpesicum) submetidas à infecção 

por Alternaria solani. 

Luo et al.(2022) 

(19) 

 

Phytophthora infestans 

Investigar os mecanismos moleculares 

associados à atividade de supressão de 

fungos oomycetos desempenhada por 

PR1 em batata (Solanum tuberosum). 

 

Dehghanian et al. (2020) 

(20) 

 

 Meloidogyne javanica 

Examinar a indução de resistência ao 

tomateiro (S. lycopersicum) contra M. 

javanica e alterações na expressão de 

genes PR1, após aplicação de salicílico 

ácido e Pseudomonas fluorescens 

CHA0.  

Farrakh, Wang & Chen 

(2018) 

(21) 

Puccinia striiformis f. 

sp. tritici 

Avaliar a expressão de genes PRs 

envolvidos em diferentes tipos de 

resistência do trigo à ferrugem. 

 

Jiang et al. (2022) 

(22) 

Phytophthora capsici, 

Botrytis cinerea, 

Sclerotinia sclerotiorum 

e Erysiphe 

cucurbitacearum 

Investigar a influência o óleo essencial 

de Litsea cubeba no desenvolvimento 

da SAR em diferentes espécies 

vegetais submetidas à infecção do 

vírus do mosaico do tabaco e doenças 

fúngicas.  

 

Moghaddam et al. (2019) 

(23) 

 

Alternaria alternata 

Avaliar a resposta de sete genes PRs 

no genoma de diferentes variedades 

suscetíveis e resistentes de S. 

lycorpersicum durante a infecção por 

Alternaria alternata.  

Liu et al. (2021) 

(24) 

Alternaria alternata Investigar o efeito da L-lisina exógena 

sobre o controle de A. alternata em 

frutos de pera e avaliar as mudanças de 

metabolismo de ROS e respostas de 

diferentes proteínas PRs  
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       Autores       Estresse biótico                       Objetivos  

 

Wang et al. (2018) 

(25) 

 

Phytophthora 

nicotianae e Vírus do 

mosaico do tabaco 

(TMV) 

Explorar a estratégia de indução de 

proteínas PRs em tabaco para 

combater Phytophthora nicotianae e 

TMV, com o auxílio de um extrato 

vegetal de plantas medicinais. 

 

Chaudhary, Singh & 

Charma (2021) 

(26) 

 

 

 

Gao et al. (2020) 

(27) 

           

 

Ralstonia solanacearum 

 

 

 

 

 

Pseudomonas 

syringae  

Avaliar in vitro a ação de ácido 

salicílico e ácido β-

aminobutírico contra R. solanacearum 

e sua influência no padrão de 

expressão de genes PRs em cultivares 

suscetíveis e resistentes de tomate. 

 

Analisar a resistência de plantas de 

tabaco NtabSPL6-2 transgênicas 

durante a infecção por   

Chu et al. (2022) 

(28)  

Acidovorax avenae 

subsp. avenae 

Avaliar os padrões de expressão de 

ScPR1 em resposta a estresses 

bióticos e abióticos em dois 

cultivares de cana-de-açúcar.  

                                                    

 

        Os vegetais avaliados nos estudos e pertencentes à Viridiplantae foram bastante 

diversificados, porém, majoritariamente de interesse econômico, como: tomate, banana, 

trigo, tabaco, soja, batata, cevada, cana-de-açúcar e pera. Entre os patógenos utilizados para 

a aplicação dos estresses bióticos, 17 (65%) foram fungos, quatro (15%) foram nematoides, 

três (11,5%) foram bactérias, um (3,8%) inseto e um (3,8%) vírus (Tabela 1). 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PR1 EM VARIEDADES DE DIFERENTES 

CULTIVARES SUSCETÍVEIS E RESISTENTES SUBMETIDOS A ESTRESSES 

BIÓTICOS  

         Como mencionado acima, muitos estudos aqui evidenciados avaliaram o perfil de 

expressão da família PR1 em variedades suscetíveis e resistentes frente à infecção por 

fitopatógenos (Tabela 1). Tal família destaca-se por ser transcricionalmente induzida por 

ácido salicílico durante processos infecciosos, compondo as vias responsáveis pelo 

desencadeamento da RSA (Resistência Sistêmica Adquirida) em plantas (29). Dessa forma, 

as PR1 consistem em uma família gênica de relevante interesse agronômico.  

       Dentre os estudos acima mencionados, Anuradha et al. (12) identificaram que as 

espécies resistentes de banana (Musa acuminata e M. balbisiana) apresentaram cinco genes 
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da família PR1 com a expressão significativamente elevada, quando comparados ao grupo 

controle, em suas raízes durante a infecção pelo fungo F. oxysporum cubense. Em 

contrapartida, cultivares suscetíveis de ambas as espécies apresentaram expressão reduzida 

desses mesmos genes, sugerindo, dessa forma, a influência dos genes supracitados no 

processo de resistência a patógenos dessas plantas durante as interações incompatíveis com 

o referido fungo.   

       Nessa mesma linha, em outro trabalho (19), foram identificados 10 genes pertencentes 

à família PR1 em batata (S. tuberosum) dos quais foi possível verificar que as folhas da 

variedade resistente ‘E3’ apresentaram os 10 genes induzidos e com maiores níveis de 

expressão durante a infecção por P. infestans. A variedade suscetível ‘Desireé’, por sua vez, 

apresentou indução de oito desses genes.  O estudo selecionou três isoformas (StPR1.2, 

StPR1.3 e StPR1.8) para avaliar o seu papel em plantas transgênicas. Foi observado que, nas 

plantas modificadas e com elevada indução de PR1, a resistência ao fungo foi 

significativamente maior, com o índice de doença (DI) inferior a 7. Nas variedades selvagens 

e no grupo e controle, por sua vez, os sintomas foram mais severos, com DI atingindo 80,4 

e 80,8, respectivamente. 

      A expressão de PR1 em cultivares contrastantes em relação à resposta a patógenos 

também está presente em outro achado da literatura (16), no qual foi observado que PR1 foi 

induzido nas folhas tanto de variedades suscetíveis como de variedades resistentes de 

pessegueiro, após 96h de inoculação do fungo T. deformans. Uma maior elevação, ainda que 

sutil, dessa expressão foi relatada para a variedade resistente, porém sem significância 

estatística.  

 

       Sob outra perspectiva, ao avaliarem o papel desempenhado por genes da família PR1 

em folhas de trigo submetidas à infecção por P. striiformis (21), foi verificado que dois 

desses elementos gênicos permaneceram induzidos do 1º ao 14º dia após a inoculação do 

fungo na variedade “high-temperature adult-plant (HTAP)”, durante a interação 

incompatível. Foi observado, adicionalmente, que ambos os genes apresentaram níveis de 

expressão significativamente maiores em interações incompatíveis quando comparados a 

interações compatíveis, sinalizando que esses elementos potencialmente influenciam no 

comportamento de resistência dessas variedades frente ao ataque de fitopatógenos fúngicos. 

       Em outro trabalho, que também utilizou cultivares de trigo (13), foi constatado que os 

cultivares adultos e resistentes “Misr-3” e “Yr-29” apresentaram significativa indução dos 

genes PR1 após 72h de exposição a P. striiformis em comparação com o grupo controle. Tal 

fato contrastou com a expressão reduzida desses genes para o mesmo período em plântulas 

desses cultivares, após a inoculação fúngica. Além disso, foi observado que, nos cultivares 

suscetíveis “Sids-12” e “Avocet-S”, a expressão dos genes PR1 se mostrou induzida nas 

primeiras 24h, sendo reprimida no período após 72h. 

        Em conformidade com esses achados, ao avaliar o comportamento de cinco variedades 

suscetíveis e cinco variedades resistentes de tomate ao fungo A. alternata (23), foi observado 

que em cultivares adultos a expressão do gene PR1 foi elevada em todos os genótipos 

resistentes inoculados, com maior expressão observada nas variedades “Esfahan local”, “Rio 

Grande” e “H.a.s 2274”. Nas plantas suscetíveis, a indução do gene PR1 foi observada 
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apenas nos cultivares adultos “Hedieh” e “Chief Falat”. Em contrapartida, no estágio de 

plântula o nível de expressão do gene PR1 foi significativamente induzido em todas as 

variedades resistentes infectadas mesmo após 20 dias de inoculação em comparação com o 

controle.  

       Em confronto os resultados supracitados e ainda utilizando variedades de tomate, foi 

desenvolvido um estudo (26) que, entre os achados obtidos, está a significativa indução de 

dois genes PR1(PR1a e PR1b) avaliados em folhas da variedade suscetível “Pusa Ruby” de 

tomateiro, enquanto esses mesmos genes foram reprimidos na variedade resistente 

“Hawaii7996”, ambos após 48h e 96h de exposição a R. solanacearum. Além disso, maior 

nível de indução dos genes foi relatado na variedade suscetível “Pusa Ruby”, tratada com 50 

μM SA após 24 e 48h, tanto nas plantas expostas como nas não expostas a infecção por R. 

solanacearum. 

       Seguindo essa mesma linha, em um trabalho utilizando folhas da cultivar de cana-de-

açúcar “ROC22” resistente ao fungo A. avenae subsp. Avenae (28), foi encontrada elevada 

indução ScPR1 24h após a inoculação, com um aumento 11 vezes maior de expressão em 

comparação ao controle (p < 0.01). Em contraste, nas folhas da cultivar “MT11–610”, 

suscetível ao agente biológico analisado, o nível máximo de expressão do gene foi observado 

em 48h, com 6,3 vezes aumento de expressão em relação ao controle. No geral, ScPR1 foi 

expresso mais rápido e em maior nível na cultivar resistente em contraposição a cultivar 

suscetível, após a inoculação com o patógeno. 

    Em uma abordagem diferente, ao avaliar o padrão de expressão de PR1 nas raízes de 

genótipos de cevada submetidos à infecção por R. solani (17), foi verificado que os cultivares 

domesticados “Yusuf” e “Jolgeh” apresentaram elevados níveis de indução do referido gene 

cinco dias após a infecção por R. solani quando comparados ao grupo controle (p <0.01) e 

aos cultivares selvagens TN374 e S09. Isso indicou que as variedades avaliadas de cevada 

domesticadas, possivelmente, apresentam maior poder de resposta a R. solani que suas 

contrapartes selvagens.  

 

      A partir do exposto, é possível inferir que PR1 potencialmente exerce proeminente 

influência no aspecto de resistência e suscetibilidade dos cultivares analisados, estando a sua 

maior indução gênica presente especialmente em variedades resistentes a partir de 24h após 

a exposição ao patógeno (28, 13, 21, 23), podendo se estender entre o 14º (21) até o 20º dia 

após a inoculação em algumas espécies (23). Dessa forma, essa família gênica se apresenta 

como elemento promissor para o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem induzir a 

sua transcrição, de modo a promover respostas efetivas na defesa vegetal contra organismos 

patogênicos.  

             

ESTRATÉGIAS PROMOTORAS DE MAIOR INDUÇÃO DE PR1 DURANTE 

PROCESSOS INFECCIOSOS     

           Como relatado, muitos estudos abordam a associação existente entre a indução da 

expressão gênica da família PR1 e a acentuada resposta de defesa vegetal contra 

fitopatógenos (5). No entanto, de acordo com a literatura (9), alguns agentes invasores são 

capazes de inibir a expressão da família gênica PR1. Entre os achados do referido estudo, 
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foi encontrado que Phytophthora sojae e Fusairum virguliforme reprimiram 

sistematicamente a expressão dos genes PR-1 em soja (G. max), sugerindo que esses fungos 

podem regular negativamente a transcrição desses genes e influenciar no agravamento da 

doença. Dessa forma, alguns trabalhos foram desenvolvidos visando explorar potenciais 

meios de promoção da expressão de PR1 durante processos infecciosos. Entre esses, foi 

avaliado a expressão de PR1 em folhas de tomate-cereja (S. lycorpersicum) tratadas com 

ácido hexanóico (HA) e expostos à infecção por A. solani (22). Os autores observaram 

respectivos aumentos gradativos da expressão do gene em 24, 48 e 72h após a infecção. 

Além disso, foi constatado que a expressão de PR1 nos tratamentos inoculados com 1mM 

do HA após 72h de aplicação do fungo foi 57% maior quando comparado ao grupo controle 

e não tratado com o composto mencionado, havendo diferença significativa entre ambos. 

             Nessa mesma linha, outro grupo de pesquisa (14) objetivou investigar a expressão 

de genes PR1 induzidos por nanopartículas de quitosana e a sua implicação em cultivares de 

tomate-cereja (S. lycopersicum) submetidos a infecção por F. andiyazi (14). Nas raízes de 

tomate e quando comparado ao grupo controle (p<0.01), os autores constataram maior 

indução da expressão de PR1 mediada por nanopartículas de quitosana, 48h após a 

inoculação do patógeno. A elevação da expressão desses genes também foi 

significativamente maior quando comparado a inoculação exclusivamente com quitosana. 
Dessa forma, os resultados apontam para o potencial desses elementos enquanto 

nanopartículas influenciadoras do processo de resistência sistêmica adquirida da planta por 

meio da maior ativação de PR1.  

             De forma semelhante, foi observado que plântulas de tabaco (Nicotana glutnosa) 

apresentaram maior resistência ao vírus do mosaico do tabaco (TMV) quando submetida ao 

tratamento com óleo essencial de citral (L. cubea) na concentração de 100 μg/m (22). O 

estudo utilizou como biomarcador molecular um gene PR1, identificando que em N. 

glutnosa tratada com 500 μg/m de citral houve elevado nível de indução desse gene nas suas 

folhas, 24h após a exposição ao TMV e a E. cucurbitacearum, B. cinerea e S. sclerotiorum. 

À vista disso, o tratamento com citral influenciou no desencadeamento da RSA da planta 

quando comparado ao controle (p<0.01). 

            Em conformidade com esses achados e também utilizando tabaco, foram avaliadas 

as estratégias de defesa da planta contra TMV e P. nicotianae (25). Os autores desse estudo 

observaram que após três aplicações da mistura de extratos das plantas S. flavescens e F. 

suspense combinada com agentes químicos, a expressão de PR-1 na espécie submetida à 

infecção por TMV e P. nicotianae aumentou em seis vezes quando comparados ao grupo 

controle. Ao serem utilizados separadamente, entretanto, tanto o extrato da planta quanto os 

agentes químicos induziram PR1 de forma menos eficaz. Dessa forma, o estudo demonstrou 

que o extrato foi capaz de induzir PR1 auxiliando no controle da infecção e apresentando 

como uma alternativa potencial ao controle das doenças em tabaco. 

            De forma semelhante, em outro trabalho, foi constatado que ao realizar o tratamento 

com lisina (0.1 mM) em folhas de pêra infectada por A. alternata, houve evidente redução 

da infecção pelo patógeno fúngico, sendo verificada a diminuição de 43.7 % no diâmetro da 

lesão após 15 dias de infecção (24). Os autores apontaram que um dos mecanismos 
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moleculares que, potencialmente, foram envolvidos no controle da doença estiveram 

associados à maior indução de PR1 mediada pela lisina durante a infecção. 

          Buscando induzir a expressão de PR1 por meio de hormônios, um recente estudo (15) 

identificou genes PR1 com elevada indução nas folhas das variedades resistentes de trigo 

submetidas à infecção por P. striiformis e expostas a 1000 μg/m de ácido salicílico, 

especialmente a partir do 2º até o 7º dia após a infecção, sendo esse resultado significativo 

quando comparado ao grupo controle. Além disso, também foi constatada significativa e 

elevada expressão dos transcritos de PR1 nas folhas das variedades suscetíveis e resistentes 

de trigo [quando expostas a concentração de 150μg/ml ácido abscísico (ABA)], a partir do 

1º dia após a infecção por P. striiformis.  

           Seguindo a mesma abordagem de exposição ao ácido salicílico, foi investigado o 

potencial de defesa de tomates contra M. javanica por meio da expressão de PR1, durante o 

tratamento com o mencionado ácido e Pseudomonas fluorescens (rizobactéria que atua como 

bioagente contra patógenos do solo) (20). Foi evidenciado que as plantas expostas a M. 

javanica e inoculadas com ácido salicílico e P. fluorescens apresentaram maiores níveis de 

indução do gene PR1 após 48h de aplicação do estresse quando comparadas às plantas que 

foram tratadas exclusivamente com P. fluorescens ou ácido salicílico para o mesmo período. 

Tal diferença foi diretamente implicada na redução da infecção de M. javanica no tomateiro. 

             Sob outra perspectiva e utilizando uma abordagem diferente, foi identificado por 

meio de outro estudo (27), que o cultivar transgênico A. thaliana NtabSPL6-2 apresentou 

em suas folhas níveis significativamente maiores de indução de PR1 quando comparadas as 

plantas A. thaliana selvagem no 2º dia após a infecção por P. syringae. Os achados apontam 

PR1 como um biomarcador molecular indicativo da melhora da RSA mediada pelo gene 

inserido, NtabSPL6-2. Esse está envolvido no mecanismo de resposta defesa de Nicotina 

benthamiana contra patógenos. 

          Como evidenciado, os estudos recentes supracitados apresentaram como enfoque a 

investigação de meios alternativos que promovam maior expressão de PR1 durante o ataque 

de fitopatógenos em diferentes vegetais. Alguns achados apontam para resultados positivos 

utilizando estratégias como aplicação de ácido hexaônico (18), transgenia (27) ou 

nanopartículas de quitosana (14). Outra metodologia avaliada explorou formas de induzir a 

expressão de PR1 através da aplicação de diferentes concentrações de hormônios, como 

ácido salicílico (20, 15), o qual naturalmente induz a transcrição de PR1 m plantas durante 

estresses bióticos (4).   

CONCLUSÕES  

          Em síntese, por meio do presente estudo, é possível inferir que a expressão dos genes 

pertencentes à família PR1 em vegetais exerce importante papel no controle de agentes 

infecciosos, especialmente organismos fúngicos que atingem Viridiplantae. Ademais, foi 

evidenciada forte associação entre a indução de PR1 e o seu o papel na resistência de 

cultivares pertencentes a diferentes espécies de interesse econômico, como tomate, banana, 

trigo, tabaco, batata e entre outros. Interessantemente, estudos demonstraram que a indução 
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desses genes pode se iniciar 24h após a inoculação do patógeno e se estender até o 20º após 

a exposição ao estresse em alguns vegetais.  

          Outro aspecto observado diz respeito aos trabalhos encontrados na literatura que visam 

investigar meios de potencializar a indução de PR1 em plantas durante ataques por 

fitopatógenos. As metodologias empregadas para esse fim têm se mostrado eficientes e se 

dividem entre tecnologias com maior grau de complexidade, como o uso nanopartículas de 

quitosana e transgênicos e, com menor grau de complexidade, tal como a utilização do 

hormônio ácido salicílico, um indutor natural de PR1 em quadros infecciosos.   

          A presente revisão contribui para a maior compreensão sobre a importância do papel 

da família PR1 frente ao combate de organismos patogênicos, bem como para o seu potencial 

uso enquanto alvo a ser explorado por novas tecnologias voltadas para o melhoramento 

genético e que buscam ampliar a resistência de cultivares de interesse agronômico contra 

diversas doenças.  
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RESUMO 

As codornas japonesas apresentam diversas características favoráveis para o 

sistema de produção, como a alta produtividade, rápida taxa de crescimento, maturidade 

sexual precoce, rápido retorno financeiro e baixo investimento inicial, tamanho corporal 

pequeno e taxa significativa de produção de ovos em comparação com outras aves 

domésticas Sabe-se que características produtivas e reprodutivas se correlacionam 

geneticamente de maneira oposta para variáveis de interesse econômico em populações 

de interesse zootécnico. A seleção das codornas para dupla aptidão deve ser estabelecida 

de maneira a atender a finalidade do sistema de produção. No início da puberdade, o 

testículo nas aves passa por profundas modificações durante a espermatogênese e estas 

são muito semelhantes entre as espécies. Dessa forma, o peso testicular pode ser 

considerado um indicativo de fertilidade, uma vez que a redução no peso normalmente 

está associada à redução na espermatogênese e, na capacidade reprodutiva das aves, assim 

como na redução dos níveis de testosterona. Geralmente, as fêmeas possuem o ovário e o 

oviduto direito atrofiados, sendo que essas estruturas aumentam de tamanho apenas 

durante a época de reprodução. O fato de essas estruturas estarem atrofiadas de um lado 

e aumentarem de tamanho somente na época de reprodução é uma adaptação ao 

voo. Objetivou-se com esta pesquisa, fazer um relato sobre características anatômicas e 

fatores genéticos ligados ao desenvolvimento reprodutivo de codornas de corte.  

 

Palavras-chave: Coturnicultura; Fertilidade; Maturidade sexual; Reprodução. 

 

INTRODUÇÃO  

 

A produção de codornas de corte e postura tem se desenvolvido de forma 

expressiva, sendo uma boa alternativa para obtenção de produtos com alto valor 

nutricional para a população.  Além disso, consolida-se cada vez mais, como uma opção 

econômica satisfatória, em virtude do crescimento do mercado consumidor tanto para 
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ovos como para carne, e a expansão desta cultura em função dos avanços com a sanidade, 

nutrição e melhoramento animal (Mori et al., 2005).  

As codornas são originárias do norte da África, Europa e da Ásia, pertencendo à 

Família dos Fasianídeos (Phasianidae) e da Subfamília dos Perdicinidae, mesmo grupo 

das galinhas e perdizes, respectivamente (Pinto et al., 2002).  

Na região do extremo oriente, iniciou-se a domesticação das codornas obtendo-se 

como resultado, Coturnix japonica ou codorna japonesa. Estudos e cruzamentos visando 

a produção de carne e ovos iniciaram a partir de 1910 (Reis, 1980; Leal Junior, 2006; 

Bertechini, 2010). 

No Brasil, as codornas foram introduzidas em 1959 (Almeida et al., 2013) e tem 

apresentado um desenvolvimento acentuado nos últimos anos, e mesmo sendo uma 

atividade, tida como de “fundo de quintal” e de subsistência, passou a ser considerada 

altamente tecnificada, com resultados promissores aos produtores. 

A coturnicultura brasileira é predominantemente voltada para produção de ovos, 

sendo a codorna japonesa a espécie mais difundida no país. Entretanto, a carne de codorna 

é considerada uma iguaria e quase que totalmente desconhecida pela população (REIS, 

2011). Mostra-se uma excelente estratégia para a segurança e sustentabilidade alimentar 

de regiões sem muitos recursos naturais, já que esses animais produzem ovos 

precocemente, iniciando a postura por volta dos 40 dias de idade (Jordão Filho, 2008; 

Silva, Costa, 2009).   

A alta produtividade, rápida taxa de crescimento, maturidade sexual precoce, 

rápido retorno financeiro e o baixo investimento inicial, bem como o mercado 

consumidor, que a cada dia procura por carne de qualidade diferenciada, e que tenha um 

atributo de valor diferenciado, tornam a coturnicultura de corte uma atividade altamente 

promissora no país (Silva et al., 2009).  

A codorna além de, produzir ovos e carcaça de excelente qualidade e valor 

nutricional, também tem como finalidade a venda dos animais ou até mesmo o uso do 

esterco como adubo na agricultura, apresenta fácil manejo e baixo custo inicial para 

implantação, o que a torna uma prática ainda mais rentável e aconselhável. Dentro deste 

contexto, a coturnicultura destaca-se cada vez mais, com números crescentes e se 

concretizando no cenário nacional, o que leva à demanda por material genético de 

qualidade (Medeiros, 2014). 

Sabe-se que características produtivas e reprodutivas se correlacionam 

geneticamente de maneira oposta para variáveis de interesse econômico em populações 

de interesse zootécnico. Por isso, a seleção das codornas para dupla aptidão deve ser 

estabelecida de maneira a atender a finalidade do sistema de produção. A seleção na 

coturnicultura de corte na maioria das vezes é baseada no peso corporal das codornas, 

pois esta característica é de fácil mensuração. Já a seleção para postura é baseada entre 

outros fatores, na qualidade e na produção de ovos, como idade a primeira postura, 

quantidade de ovos produzidos por semana e pelo ciclo de vida da ave. (Silveira, 2018).  

 

FISIOLOGIA DA REPRODUÇÃO DE AVES: ANATOMIA DAS CODORNAS 

 

O sistema reprodutor das aves é morfologicamente semelhante entre as espécies 

domésticas e selvagens, apesar de existir uma ampla variedade de hábitos reprodutivos e 

adaptações comportamentais e morfológicas, principalmente entre as espécies silvestres 
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(Johnson, 2006). O ciclo reprodutivo das aves está diretamente ligado a fatores ambientais 

e manejo. Fatores como luminosidade, temperatura e higiene, combinados com uma 

alimentação balanceada, são essenciais para a reprodução, bem como para todo o ciclo 

das aves. 

Na maioria das espécies avícolas, os indivíduos machos não apresentam órgão 

copulador, enquanto algumas poucas espécies apresentam um falo rudimentar. Os machos 

apresentam dois testículos, sendo o testículo esquerdo maior do que o testículo direito, 

dos quais saem os canais deferentes, que terminam na cloaca. As glândulas genitais 

acessórias estão ausentes. A transferência dos espermatozoides do macho para o corpo da 

fêmea se dá através da justaposição das cloacas que ocorre durante a cópula. 

Geralmente, as fêmeas possuem o ovário e o oviduto direito atrofiados, sendo que 

essas estruturas aumentam de tamanho apenas durante a época de reprodução. O fato de 

essas estruturas estarem atrofiadas de um lado e aumentarem de tamanho somente na 

época de reprodução é uma adaptação ao voo.  

Araújo et al. (2017), citam fatores relacionados a qualidade imunológica de 

pintainhos de codornas, como a idade da matriz, período de armazenamento e temperatura 

de armazenamento melhoramento genético, nutrição, manejo sanitário, incubação 

artificial e o controle da temperatura ambiente são fundamentais para o desenvolvimento 

do setor de coturnicultura. Dentre esses fatores, a temperatura ambiente do local de 

criação, é considerada como o principal fator de estresse, e consequentemente 

responsável pelo sucesso ou fracasso de uma empresa avícola (Sousa et al. 2014). 

 

Reprodução 

A atividade reprodutiva das aves é uma consequência da relação de estímulos 

externos ambientais como fotoperíodo, temperatura, disponibilidade de alimentos, 

comportamentais, estresse, presença do parceiro, bem-estar e por mecanismos 

neuroendócrinos (Sobreira et al., 2011). De acordo com Johnson (2006), o fotoperiodismo 

é considerado um fator ambiental importante na reprodução das aves, responsável por 

conciliar as estações reprodutivas com a época ótima do ano para a sobrevivência da 

prole. 

 

Acasalamento 

 

A capacidade de acasalamento tanto em galos quanto em machos de codornas 

envolve a sincronização de padrões de estímulo-resposta, que evoluiu para garantir a 

transferência bem-sucedida de sêmen do macho para a fêmea. Os espermatozoides 

apresentam prolongada sobrevivência no oviduto das aves, o que possibilita a postura de 

ovos galados por período maior (Mello, 2000). 

A idade das fêmeas e machos, são em média 42 e 48 dias de idade, 

respectivamente, para o acasalamento, sendo que a fertilidade é mantida por volta de 6 

meses após início. O sistema de acasalamento comumente utilizado, é a proporção de um 

macho para cada duas ou três fêmeas, pois propicia maiores índices de eclosão e 

fertilidade dos ovos, para incubação (Lima et al., 2008). Fabichak (2004) descreve um 

bom acasalamento com a seguintes características: os machos devem ter órgãos genitais 

bem desenvolvidos, devem ser espertos, não serem agressivos e cantarem de forma 

contínua. 
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HORMÔNIOS LIGADOS AO DESENVOLVIMENTO SEXUAL 

 

Em aves, o desenvolvimento embrionário ocorre fora do corpo da fêmea, sendo 

então classificadas como ovovivíparas. A diferenciação morfológica das gônadas nas 

aves é regulada pelos níveis séricos de estrógenos, iniciando nas codornas no quinto dia 

do desenvolvimento embrionário (Mattsson e Brunström, 2017), sendo que o eixo 

hormonal responsável por todo metabolismo reprodutivo da ave, hipotálamo-hipófise-

gônadas, está completamente desenvolvido aos 13 dias de incubação (Rutz et al., 2007). 

Na maioria das aves, as características sexuais secundárias (crista, barbela e 

plumagem) têm sido usadas como indicadores externos do sexo e determinam a 

maturidade sexual (Biswas et al., 2010). Os sinais da puberdade em codornas macho, é 

uma espuma formada pela glândula cloacal, e o primeiro ovo produzido pelas fêmeas. 

 

Machos  

Os fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) mantêm o crescimento e 

a diferenciação da maioria dos tipos de células através do controle endócrino, autócrino 

e parácrino. Eles desempenham um papel crucial na reprodução aviária, pois aceleram a 

síntese de hormônios esteroides gonadais dependentes da dose, proliferação celular, 

seleção e inibição do apoptose folicular pela inibição da formação de oligonucleossomos 

(Johnson et al., 2001). 

A sinalização do IGF-I está altamente envolvida na regulação do número final de 

células de Sertoli durante o período pré-púbere (Pitetti et al., 2013). Ainda na 

diferenciação de espermatogônias e células de Leydig (Yoon e Roser, 2010), regulação 

da síntese de DNA espermatogonial (Wang et al., 2014) e um aumento direto/indireto da 

produção de testosterona em células de Leydig (Yoon e Roser, 2010). Portanto, o sistema 

IGF afeta significativamente o desenvolvimento e as funções dos órgãos reprodutivos (Fu 

et al., 2001). 

As mudanças de tamanho das gônadas associadas à puberdade são decorrentes do 

aumento da produção de hormônios esteroides (Ruiz-Cortés, 2012). O aumento do nível 

de testosterona é um dos os primeiros e importantes sinais da puberdade no macho. Além 

disso, o tamanho da glândula cloacal e a produção de espuma são dependentes de 

andrógenos e altamente correlacionados positivamente com o tamanho dos testículos, 

bem como com a atividade sexual em codornas japonesas pré-púberes (Sachs, 1967). A 

este respeito, tem sido relatado que o tamanho da glândula cloacal é um bom marcador 

de desenvolvimento gonadal em codornas machos (Ball e Balthazart, 2010). A nutrição e 

tipo de dieta podem interferir na maturidade sexual de codornas machos, aumentando a 

expressão de mRNA de IGF-I e IGF-IR no testículo de codornas japonesa e apresentar 

maior índice de área de glândula cloacal (Khoobbakht et al., 2020). 

O IGF desempenha uma ação autócrina e/ou parácrina no testículo (Fu et al., 2001; 

Yoon e Roser, 2010). A sinalização do IGF-I está altamente envolvida na regulação da 

função e número final de células de Sertoli durante o período pré-puberal, que tem um 

papel crucial na futura fertilidade masculina (Pitetti et al., 2013).  

Alguns fatores ligados a nutrição podem afetar a expressão gênica da família IGF 

por meio de fatores de transcrição (Jackson et al., 2008). A deficiência de zinco afeta os 

sistemas de sinalização da membrana e os segundos mensageiros intracelulares que 
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coordenam a proliferação celular em resposta ao IGF-I (Macdonald, 2000). Foi relatado 

que os testículos de camundongos nulos de IGF-I foram reduzidos em tamanho. Além 

disso, verificou-se que eles possuíam um número menor de células de Leydig. De acordo 

com este estudo, as concentrações plasmáticas de testosterona foram menores do que as 

observadas em camundongos selvagens (Griffeth et al., 2014). Os IGFs suportam a 

espermatogênese por meio da estimulação da síntese de DNA mitótico nos túbulos 

seminíferos (Söder et al., 1992). Portanto, acredita-se que condições nutricionais, como a 

suplementação da dieta de codornas machos pré-púberes pode melhorar a sinalização 

celular envolvida no início da puberdade via aumento da expressão do gene da família 

IGF. 

 

Fêmeas 

Os papéis do sistema IGF no desenvolvimento folicular foram amplamente 

examinados em mamíferos e aves, e ficou claro que o sistema IGF é o regulador chave 

para o desenvolvimento e função ovariana (Fu et al., 2001). No entanto, pouco se sabe 

sobre a ação dos genes do sistema IGF no desenvolvimento do oviduto aviário. Apenas 

um estudo demonstrou a regulação do desenvolvimento da expressão do gene IGF-I no 

oviduto de codornas (Kida et al, 1998). O mRNA do IGF-I é produzido mais 

abundantemente quando o oviduto se desenvolve muito rapidamente, sugerindo que o 

IGF-I exerce suas ações autócrinas e/ou parácrinas no desenvolvimento desse órgão. A 

expressão de mRNA de IGF-I aumenta abruptamente quando o peso do oviduto excede 

0,05 g e diminuiu rapidamente quando o peso do oviduto é superior a 2,88 g. Este perfil 

de mRNA de IGF-I no oviduto em desenvolvimento é diferente do observado no testículo 

de codorna (Fu et al., 2001).  

O rápido crescimento do tamanho do oviduto é causado pela proliferação celular 

e diferenciação do magno (a parte principal do oviduto), e o desenvolvimento posterior 

(acima de 2,3 g de peso) é causado pelo acúmulo de produtos de secreção como a 

ovalbumina (Pageaux et al., 1986). Em conjunto, esses resultados sugerem fortemente 

que o IGF-I desempenha um papel importante na proliferação e diferenciação celular do 

oviduto de codornas, funcionando como um regulador autócrino e/ou parácrino. 

O ovário é importante na reprodução feminina, pois desempenha um papel 

essencial no desenvolvimento sexual. O desenvolvimento ovariano é mediado 

principalmente por hormônios sexuais produzidos pelo eixo reprodutivo (Johnson, 2015). 

O estradiol é liberado pelo ovário e é importante para regular a diferenciação e o 

desenvolvimento gonadal, promover o desenvolvimento folicular e estimular a 

reprodução feminina (Elnaga e Abd-Elhady, 2009). O estradiol é sintetizado no ovário 

pelas principais proteínas e enzimas esteroidogênicas, como a proteína reguladora aguda 

esteroidogênica (StAR), clivagem da cadeia lateral do citocromo P450 (P450scc), 17α-

hidroxilase (Cyp17), 3β-hidroxiesteróide desidrogenase (3β-HSD), 17β- hidroxiesteróide 

desidrogenase (17β-HSD) e citocromo P450 aromatase (P450arom). Além disso, as ações 

do estrogênio são reguladas por dois tipos diferentes de receptores intracelulares, ERα e 

ERβ (Johnson, 1990; Proszkowiec-Węglarz et al., 2005). A supressão da tireoide em 

galinhas adultas está associada à redução do peso do ovário e da produção de ovos e até 

mesmo à interrupção da postura (MCNABB, 2007; PEEBLES et al., 1994). 

 

RELAÇÕES ENTRE CARACTERÍSTICAS REPRODUTIVAS  



                                               

 120 

 

 

 

A criação de codornas japonesas apresenta diversas características favoráveis, 

dentre as quais podemos destacar a taxa de crescimento rápido, maturidade sexual 

precoce, intervalo de geração curto, tamanho corporal pequeno e taxa significativa de 

produção de ovos em comparação com outras aves domésticas (Ozsoy e Aktan, 2011; 

Narinc et al., 2014; Molino et al., 2015). 

A idade é um fator oposto ao sucesso reprodutivo nas aves. A relação da idade 

com o decréscimo na reprodução é muito bem estudado em galinhas matrizes, levando 

em consideração fatores principais como: a redução na produção de ovos (Robinson; 

Hardin; Robblee, 1990); a provável redução da habilidade de reter espermatozoides nas 

glândulas da junção útero-vagina, local de estocagem dos espermatozoides (FASENKO; 

ROBINSON; HARDIN, 1992); involução na habilidade de transportar esses 

espermatozoides para o local de fertilização e a possível redução no número de receptores 

para espermatozoides na superfície do oócito (Bramwell; Marks; Howarth, 1995). 

            Analisando um trabalho com codornas, Lopes et al. (2008), obtiveram expressiva 

variabilidade genética com herdabilidades crescentes ao longo do período de 1 a 42 dias 

de idade, especialmente a partir dos 14 dias de idade, podendo-se concluir que correlações 

genéticas entre as diversas idades a seleção já teria sucesso se realizada nas idades mais 

jovens, exceção ao peso corporal ao nascer e aos sete dias. Isto ocorre, possivelmente, 

porque na primeira semana de vida, o ambiente de criação exerce influência muito variada 

sobre os indivíduos.  

Quando os dias necessários para produzir os dez primeiros ovos (DN10) são 

incluídos como critério de seleção, o mérito total das características de produção e 

crescimento de ovos foi melhorado e apresentou correlação genética favorável com 

características de produção em codornas japonesas, aumentando a rentabilidade de tais 

programas de seleção (Mahmoud et al. 2014, 2015). 

  Ao analisar reprodutores de codornas de postura (japonesas) dos 70 aos 180 dias, 

Amoroso et al. (2008) relataram que o peso corporal não diferiu entre as idades e 

obtiveram uma média de 144,47±15,58g, peso relativo testicular de 2,08% e o peso 

testicular, com média de 3,00±0,51, próximas as encontradas nesse trabalho, que foram 

de 3,59 ± 0,08 para codornas de corte e 2,49±0,05 para codornas de postura. Clulow e 

Jones (1982) descreveram que em codornas maduras sexualmente os testículos podem 

representar cerca de 2,26% do peso vivo dos animais. 

           Biswas et al. (2007) relataram uma alta e significativa correlação entre o peso 

testicular e os níveis de testosterona e de índice glandular para a glândula cloacal em 

codornas japonesas. Dessa forma, o peso testicular pode ser considerado um indicativo 

de fertilidade, uma vez que a redução no peso normalmente está associada à redução na 

espermatogênese e, portanto, na capacidade reprodutiva das aves, assim como na redução 

dos níveis de testosterona.  

As aves apresentam uma desigualdade testicular, podendo ser observada nos 

machos de codornas de corte e de postura. O mais comumente citado em aves, é que o 

testículo esquerdo seja o maior, mas há exceções e aves com testículos proporcionalmente 

iguais, assim como espécies com o testículo direito maior (Briskie e Montgomerie 2007).       

Friedmann (1927) estudou 169 gêneros de aves silvestres e observou que na 

maioria dos casos os testículos possuíam tamanho semelhante, mas encontrou espécies 

em que ora o testículo esquerdo, ora o direito, eram maiores. Em galos, o testículo 
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esquerdo é maior do que o direito em 67% dos galos, mas apresentam peso semelhante 

(Hocking 1992). Também nas aves estudadas por Marvan (1969) o testículo esquerdo era 

maior em 65,3% dos casos. Sobre este aspecto Möller (1994) propôs que a alta qualidade 

reprodutiva dos machos estava relacionada com uma maior assimetria, no entanto esta 

hipótese tem sido desconsiderada em trabalhos posteriores em que a habilidade 

reprodutiva dos machos não esteve associada a presença ou não da assimetria testicular 

(Birkhead et al. 1998). 

          Fisiologicamente, de acordo com Froman et al. (2004), a espermatogênese em aves 

consiste em um processo complexo de proliferação celular, redução haploide e 

diferenciação celular, sendo que a duração estimada da espermatogênese em codornas é 

de 12,8 dias, tempo o suficiente para que uma espermatogônia se transforme em 32 

espermatozoides. 

            As características do parênquima testicular nas codornas jovens e adultas 

estudadas foram também descritas por Froman et al. (2004) em outras espécies, com 

túbulos seminíferos com uma simples camada de célula de sustentação nos imaturos e em 

aves adultas encontraram-se com formato irregular alinhados por um epitélio germinativo 

de múltiplas camadas.  

Tanaka e Yasuda (1980) realizaram estudos em galos observando as mudanças 

histológicas causados nos testículos. Os autores observaram que houve redução de células 

espermáticas e decréscimo no diâmetro dos túbulos seminíferos, assim como uma rápida 

redução do peso testicular, insinuando assim, a degeneração dos túbulos seminíferos em 

aves idosas. 

             Em codornas já analisadas, tanto nas de corte quanto nas de postura, as médias 

de altura do epitélio germinativo bem como o diâmetro dos túbulos seminíferos foram 

semelhantes durante a vida adulta até os 360 dias analisados, não havendo diferença 

(P>0,05), o que pode ser explicado pela constância de 17 horas luz durante a idade adulta, 

associado ao fato dos machos estarem todo o período com as fêmeas, estimulando a 

copulação e o comportamento reprodutivo.  

Em um estudo com codornas japonesas, Rospigliosi e Figueroa (2003), analisaram 

os testículos durante as primeiras 8 semanas de vida. Na terceira semana foram descritos 

espermatócitos primários e espermatogônias nos túbulos seminíferos e com 8 semanas 

citam que os testículos direito e esquerdo apresentaram comprimento médio de 

5,2±1,3mm e 4,5±1,0mm, respectivamente, porém sem espermatozoides nos túbulos 

seminíferos. Os autores não citaram detalhes da criação das aves, o que pode levar 

variações a consideráveis no surgimento da puberdade e na maturidade sexual das aves. 

          No início da puberdade, o testículo nas aves passa por profundas modificações 

durante a espermatogênese e estas são muito semelhantes entre as espécies. Em galos 

domésticos, as primeiras 5 semanas, os túbulos começam a se organizar, multiplicando 

as células da camada basal (espermatogônias) e o início da puberdade é caracterizado pelo 

rápido aumento dos testículos e compleção dos espermatozoides (Johnson, 1986). Em 

codornas fotoestimuladas, os espermatozoides podem ser detectados aos 26 dias no 

testículo e aos 30 dias no ducto deferente (Ottinger e Brinkley, 1979). Desta forma 

podem-se considerar as codornas em puberdade quando são observados espermatozoides 

na luz dos túbulos seminíferos. Nos reprodutores estudados, com programa de luz a partir 

de 35 dias, isso foi observado nos cortes histológicos aos 55 dias. 
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Correlações genéticas 

A importância do estudo das correlações está em avaliar o impacto que a seleção 

para determinada característica pode causar em outra geneticamente relacionada. A 

correlação genética entre duas características é a correlação entre os efeitos dos genes que 

as influenciam. Esta correlação pode ser positiva, quando ambas as características se 

desenvolvem no mesmo sentido, aumentando ou diminuindo seus valores; ou negativa, 

quando as características tomarem sentidos opostos, neste caso, ocorre o acréscimo de 

uma e decréscimo da outra. (Winter, 2005)  

De acordo com Winter et al (2006), a característica peso aos sete e aos 28 dias, a 

correlação genética é moderada e de magnitude superior a 0,45. Quanto ao peso aos 14 

dias, o resultado de 0,73 indicou alta correlação genética com o peso aos 28 dias. Entre 

os P14 e P42, a correlação genética obtida foi de 0,56 e o peso aos 28 dias apresentou alta 

correlação genética (0,81) com o peso aos 42 dias. 

           As estimativas descritas por Saatci et al. (2003) para peso aos 7 e 28 dias 

indicaram altas correlações genéticas (0,82 e 0,94, respectivamente). A relação entre o 

peso aos 14 dias e peso aos 28 dias encontrada foi 0,90. O peso aos 28 dias e aos 42 dias 

apresentou valores de correlação genética próximos a 0,81. 

 

Herdabilidades 

Alguns trabalhos foram desenvolvidos com intuito de descrever estimativas de 

herdabilidade para características de desempenho, especialmente para peso corporal de 

codorna avaliado em diferentes idades.  

Avaliando duas linhagens de codornas de corte no período de crescimento, 

Wenceslau et al. (2007) obtiveram herdabilidades do peso corporal variando de 0,27 a 

0,42 para o grupo genético EV1 e de 0,25 a 0,31 para o grupo genético EV2. As 

estimativas de média a alta magnitude para ambos os grupos genéticos, indicam que as 

aves podem ser selecionadas em idade inferior a 42 dias e responderão bem à seleção 

individual.        

Bonafé et al. (2007), ao avaliarem duas linhagens de codornas europeias, 

observaram maiores herdabilidades para peso ao nascer, aos 35 e 42 dias, com valores 

que variaram de 0,43 a 0,48; concluindo que o número de pesagens poderia ser reduzido 

na avaliação dos animais e sugerem que a seleção poderia ser realizada aos 35 dias de 

idade. 

            Em seu trabalho com codornas de corte, Lopes et al. (2008), obtiveram expressiva 

variabilidade genética com herdabilidades crescentes ao longo do período de 1 a 42 dias 

de idade, especialmente a partir dos 14 dias de idade, podendo-se concluir que correlações 

genéticas entre as diversas idades a seleção já teria sucesso se realizada nas idades mais 

jovens, exceção ao peso corporal ao nascer e aos sete dias. Isto ocorre, possivelmente, 

porque na primeira semana de vida, o ambiente de criação exerce influência muito variada 

sobre os indivíduos. 

Akbas et al. (2004) utilizaram modelos de regressão aleatória para estimar 

parâmetros genéticos em codornas de corte e avaliar a trajetória genética do crescimento. 

As estimativas de herdabilidade encontradas foram 0,007; 0,39; 0,45; 0,58; 0,61; 0,55; e 

0,44, para as sete primeiras semanas de vida, sendo a maior herdabilidade (0,61) 

observada para peso aos 28 dias de idade. Felipe (2010), ao utilizar também modelos de 

regressão aleatória, em dois grupos genéticos de codornas de corte (EV1 e EV2), 
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encontrou para ambos os grupos genéticos valores de herdabilidade que tenderam a ser 

mais altos no 35º dia de idade (0,30 e 0,23) em relação ao 21º dia de idade (0,15 e 0,15). 

  

CONCLUSÕES 

 

Devem ser realizados estudos, visando avaliar a correlação existente entre as 

variáveis peso ao nascimento e a idade ao primeiro ovo, já que o aumento do peso corporal 

na avicultura pode afetar negativamente a fertilidade e aumentar a frequência de ovos 

inférteis. Assim sendo, as características reprodutivas também devem ser analisadas no 

ato da seleção, uma vez que estão ligadas a eficiência reprodutiva do animal, sendo a 

precocidade e a fertilidade, fatores chave para um bom desempenho reprodutivo. 
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LITERATURA 

 
                     

Resumo: A COVID-19, doença causada pelo vírus SARS-CoV-2, tem causado um alerta 

aos pesquisadores de todo do mundo por oferecer riscos para a saúde pública, se espalhar 

rapidamente, e ser causadora da síndrome respiratória aguda grave (SRAG). Devido sua 

rápida disseminação, foi necessário a busca por meios rápidos e eficientes para a 

prevenção, por meio de produção de vacinas e medicamentos antivirais eficazes, bem 

como a detecção e tratamento dessa patologia. A técnica CRISPR é uma inovação 

tecnológica, a qual já tem sido utilizada para o controle de outras doenças, e tem se 

tornado também uma forte aliada aplicada no combate ao novo coronavírus. Pois essa 

ferramenta, possibilita a identificação e a edição genética viral de forma eficaz, 

possibilitando uma conclusão de forma mais rápida, simples de ser utilizada, e de baixo 

custo, se comparada a outras técnicas tradicionais. Nesse estudo de revisão, discorreremos 

sobre a aplicação da ferramenta CRISPR perante a infecção ocasionada pelo SARS-CoV 

-2, bem como suas limitações e perspectivas futuras.     

   

Palavras–chave: COVID-19; CRISPR; edição genética; SARS-CoV-2 

 

 

INTRODUÇÃO  

 

Nos últimos anos, o mundo vem enfrentando uma crise na saúde pública com a 

chegada do novo coronavírus, que surgiu desde o final do ano de 2019, e causou a 

COVID-19 (Doença do Coronavírus), acarretando diversos impactos em muitos países 

(1). Com o surgimento do SARS-CoV-2 (Coronavírus 2 da Sindrome respiratória aguda 

grave), um quadro pandêmico se estabeleceu, um alerta foi emitido pela Organização 
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Mundial da Saúde – OMS, à sociedade, o que se exigiu medidas importantes e urgentes 

em busca do controle da circulação do vírus entre a população, e fazendo-se preciso a 

busca de meios eficazes para detecção, prevenção e tratamento da doença (2,3). 

Diante do cenário pandêmico, se fez de suma importância a ampliação de estudos 

referentes ao fortalecimento da capacidade de detecção de patógeno, visando à aceleração 

do desenvolvimento de vacinas e medicamentos antivirais específicos. Perante os 

desafios durante as etapas de avaliação dos testes clínicos, a ciência buscou soluções 

eficientes, visando desenvolver e testar intervenções antivirais para controlar a COVID-

19 em humanos, e outras diversas variantes que poderiam vir a surgir (4). 

Perante estes desafios, os cientistas vêm aprimorando técnicas biotecnológicas já 

existentes, baseada especificamente na CRISPR/Cas, (a sigla é referente a um Conjunto 

de Repetições Palindrômicas Curtas e Regulamente Espaçadas, com a ação de proteínas 

associadas), para a detecção, prevenção e tratamento da doença causada pelo SARS-CoV-

2. Essa técnica tem demostrado eficácia até o dado momento, mostrando-se como um 

avanço na ciência, pois o desenvolvimento e a aplicação deste sistema têm apresentado 

realizações notáveis na edição de genes, triagem de genes funcionais, dentre outros (5).  

No processo de compreensão do desenvolvimento e fortalecimento de estratégias 

competentes a serem utilizadas no combate a infecções com potenciais pandêmicos, este 

trabalho teve como objetivo realizar uma revisão de literatura acerca da utilização da 

ferramenta CRISPR/Cas no controle, prevenção, detecção e tratamento da COVID-19.  

 
 

APLICAÇÃO DA TECNOLOGIA CRISPR/CAS EM SARS-COV-2  

 

A CRISPR/Cas é uma técnica de defesa utilizada naturalmente por bactérias e 

arqueas contra vírus bacteriófagos e plasmídeos que as invadem. Basicamente os DNAs 

invasores são clivados pelas enzimas Cas, uma porção clivada é então colocada entres 

sequências CRISPR, as quais são usadas como referência para gerar sequências curtas de 

RNA (6,7). As sequências direcionam a proteína Cas ao DNA invasor, que será clivado 

e inativado (8).         

Desde o início da pandemia da COVID-19, muitos cientistas voltaram seus 

esforços para o desenvolvimento de estratégias com CRISPR/Cas para combater o vírus 

SARS-CoV-2, uma vez que essa técnica demonstra ser uma excelente aliada aos métodos 

já utilizados no controle de doenças infecciosas (9). Assim, ela pode ser aplicada na 

prevenção, através do desenvolvimento de vacinas, detecção, bem como na terapia da 

doença causada pelo novo coronavírus, devido suas diversas possibilidades de uso, a 

técnica tem mostrado grandes avanços nas pesquisas envolvendo a COVID-19, além de 

apresentar baixo custo, e pouca exigência tecnológica para sua aplicação (10). 

 
 

APLICAÇÃO DE CRISPR NA DETECÇÃO DE SARS-COV-2 

 

O vírus SARS-CoV-2 tem causado desequilíbrio na saúde em grande parte da 

população mundial. As manifestações clínicas são bastantes semelhantes a outras doenças 

que afetam o sistema respiratório, como, por exemplo, a gripe. Dessa forma, é importante 

um diagnóstico preciso e rápido para que o tratamento adequado seja prescrito. A técnica 
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mais utilizada para detecção do vírus, considerada “padrão-ouro”, é a RT-qPCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase em Tempo Real), no entanto, ainda há limitações nessa técnica, 

como a complexidade e seu elevado valor (11). Assim, são de grande valia novas técnicas 

que necessitem de menos recursos e apresentem metodologias rápidas e precisas.  

Nesse contexto, a técnica CRISPR/Cas tem sido usada para detecção rápida do 

agente etiológico do SARS-CoV-2, ajudando no combate contra a disseminação do vírus 

(12). Segundo Zhou et al., (13), se comparada às técnicas tradicionais, a técnica 

CRISPR/Cas é superior no que se refere a velocidade de detecção, custos, facilidade de 

uso, sensibilidade e especificidade, o que torna essa ferramenta ainda mais cobiçada para 

utilização em diversas etapas para o diagnóstico e intervenção de uma doença.  

Para fazer a detecção do agente causador da COVID-19, são necessários dois 

personagens principais: a endonuclease Cas, que quebra o local genômico alvo; e o 

gRNA, que identifica e direciona a endonuclease. O processo se dá com o corte na região 

alvo pelo crRNA e as proteínas CRISPR, seguida da complementação dessa região 

específica com a sequência de crRNA.  As proteínas CRISPR são as Cas9, Cas12, Cas13, 

dessas, as duas últimas são excelentes em clivagem lateral (diferente da Cas9), permitindo 

a clivagem indiscriminada do ácido nucleico periférico, estando elas ligadas ao alvo (14). 

Em um ensaio realizado por Broughton et al., (15), foi feita a transcrição reversa 

síncrona mais amplificação isotérmica, mediada por loop (RT-LAMP), para material 

genético retirado de swabs nasofaríngeos ou orofaríngeos em transporte universal, e com 

seguida detecção de sequências do vírus definidas anteriormente pela proteína Cas12. 

Depois da clivagem de uma molécula repórter, a constatação do SARS-CoV-2 foi 

confirmada. Em outro estudo, foram utilizados sinais de fluorescência para detecção do 

vírus. Nesse método, o gene repórter, que foi clivado pela proteína Cas12a, foi marcado 

com uma molécula fluorescente, e caso houvesse material genético do SARS-CoV-2, a 

fluorescência poderia ser vista sob luz à 48 nm (16). Além dos citados, vários outros 

ensaios foram realizados para detecção do vírus, informações acerca de alguns deles 

podem ser observadas na tabela 1. 

 

Tabela 1, Estudos de diagnóstico SARS-CoV-2 baseados em CRISPR 

CRISPR/Sistema Plataforma 
Tempo 

de 
ensaio 

Especificidade/Sensibilidade Referência 

CRISPR–Cas13a SHERLOCK >60 min 100%/96% 
Patchsung et 

al., (17) 

CRISPR–Cas13a CREST 110 min 100%/88.8% 
Rauch et al., 

(18) 

CRISPR–Cas13a SHINE 50 min 100%/90% 
Arizti-Sanz 
et al., (19) 

CRISPR–Cas13a CRISPR-COVID 40 min 100%/100% 
Hou et al., 

(20) 

CRISPR–Cas12b STOPCovid <60 min 98.5%/93.1% 
Joung et al., 

(21) 

CRISPR-Cas12a SENA 60 min 100%/100% 
Huang et al., 

(22) 

CRISPR–Cas9 TL-LFA 
< 60 
min 

97.1% /100% 
Xiong et al., 

(23) 
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CRISPR–Cas12a CRISPR-FDS 15 min 100%/ 100% 
Ning et al., 

(24) 

CRISPR–Cas12a CRISPR-ABC 
30-40 
min 

91.2%/ 99.2% 
Huang et al., 

(22) 

 

 

VANTAGENS DO CRISPR NA DETECÇÃO DE SARS-COV-2 

 

Devido à sua excepcional sensibilidade, especificidade e confiabilidade, detecção 

de ácido nucleico direcionada por RNA baseado na nuclease CRISPR/Cas mostrou 

recentemente potencial para o desenvolvimento de diagnóstico molecular de novo poder 

tecnológico (25,26). A utilização da CRISPR oferece vantagens em relação as técnicas 

existentes para detecções de patógenos, dentre as vantagens, é possível destacar a 

amplificação de sinal isotérmico para detecção rápida de alvos na ausência de um 

termociclador, além de ser um método acessível e imediato em comparação ao RT- qPCR, 

pois o sistema CRISPR não requer muita instrumentação ou processos complicados para 

execução da técnica (14). 

A técnica CRISPR é bem mais rápida em comparação a técnica RT-qPCR, pois 

enquanto a proteína CRISPR leva menos de 40 minutos para a identificação do vírus 

causador da COVID-19, a outra citada, leva muito mais que isso, correspondendo ao 

resultado de 24 horas (20). Logo, é válido ressaltar também que os outros métodos 

requerem combinações específicas de ácidos nucleicos com procedimentos manuais, o 

que acarretará complicações no procedimento e provoca danos ao meio ambiente (9). 

 

 

MÉTODOS BASEADOS EM CRISPR/CAS PARA TERAPIA COVID-19  

 

A utilização de terapia convencional para patologias virais inicia com a prevenção 

da   infecção e sua proliferação. Como os vírus se espalham rapidamente, são utilizados 

medicamentos já existentes para um tratamento mais rápido. As drogas candidatas, para 

o tratamento da doença causada pelo vírus SARS-CoV-2, a COVID-19, geralmente tem 

a finalidade de interromper a função enzimática do vírus, prevenir a ação de endocitose 

viral, bloquear proteínas virais e consequentemente, auxiliar a imunidade inata e/ou 

diminuir a resposta inflamatória e replicação do vírus (5). 

 Contudo, o vírus SARS-CoV-2, sofre mutações rapidamente, o que muitas vezes 

torna o medicamento ou a vacina ineficaz. Por isso, é necessário novas terapias que se 

baseiam no direcionamento sequencial do genoma viral, como a ferramenta 

biotecnológica CRISPR/Cas, que possibilita a identificação do material genético do vírus 

sendo o DNA ou RNA, e viabilizando seu corte e sua inativação (27). O CRISPR antiviral 

profilático (PAC-MAN) em células humanas, consegue encontrar e destruir a sequência 

viral e suas mutações presentes nas células epiteliais do pulmão do ser humano, 

possibilitando o reconhecimento de mais de 90% dos coronavírus (28).  

   Outra estratégia viável é a utilização da nuclease de RNA CRISPR-Cas13, 

que é guiada por RNA de classe 2 do tipo VI, e consegue suprimir com eficácia a 

expressão gênica inibindo a infecção por coronavírus pós-transcricional. Além disso é 

uma ferramenta segura, e fácil de usar porque funciona ao nível do RNA (29). Outro 

estudo teve como objetivo usar a capacidade do sistema CRISPR-Cas13a de editar RNA 
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com a vantagem de combater o SARS-CoV-2. A Cas13a funciona quando ativado por um 

crRNA particular que visa em uma sequência específica de RNA de fita simples para 

clivar o RNA alvo e causar clivagem colateral, resultando na clivagem da sequência de 

RNA SARS-CoV-2, impedindo assim a síntese de proteínas virais e a replicação viral 

(30). 

Nguyen et al. (31), utilizaram o sistema CRISPR-Cas13d com três RNAs guia 

para direcionar vários peptídeos de regiões codificadas do material genético do RNA 

SARS-CoV-2, que foram empacotadas em um vetor de vírus adeno-associado (VAA), a 

fim de reduzir a chance de resistência. O vírus adeno-associado possui sorotipos 

altamente específicos para o pulmão, que é um dos principais órgãos que pode ser 

infectado pelo SARS-CoV-2. 

Semelhante a terapia genética, a terapia celular é uma das mais novas intervenção 

terapêutica na era CRISPR. A terapia celular é considerada uma forte alternativa para o 

tratamento da COVID-19, pois os primeiros resultados foram favoráveis e apresentaram 

melhoras significativas para a saúde, além de também ter apresentado resultados positivos 

para a infecção por H5N1, vírus da influenza A aviária (32). A utilização de modelos 

animais contribuirá para simulações in vivo e consequentemente, contribuirá para a 

eficiência das ferramentas baseadas em CRISPR utilizadas para antivirais (33). 

 

 

APLICAÇÃO DE SISTEMAS CRISPR/CAS NO DESENVOLVIMENTO DE 

VACINAS E DROGAS 

 

Mediante os estudos realizados, entende-se que os medicamentos antivirais, nem 

sempre se apresentam de modo eficaz perante doenças infecciosas emergentes. Diante 

disso, com o surgimento de novas tecnologias, como a CRISPR/Cas, é possível encontrar 

resultados com mais rapidez e facilidade, causando inibição de replicação viral (34,35). 

Sun et al. (36), geraram ratos modelos que expressaram a enzima conversora de 

angiotensina II humana (hACE2) usando a técnica de nocaute Cas9, que foi utilizada para 

estudar a transmissão e patogênese do SARS-CoV-2 e fornecer uma ferramenta útil para 

avaliar as vacinas para COVID-19 e drogas terapêuticas.  

A vacinação é a intervenções mais econômica de saúde pública para a prevenção 

e controle de doenças infecciosas, e uma das formas mais eficazes de prevenir a 

propagação em larga escala de doenças infecciosas. No entanto, o desenvolvimento de 

uma vacina geralmente é um processo complexo que requer tempo e dinheiro. O 

desenvolvimento de vacinas específicas de forma rápida e fácil sempre foi uma 

preocupação para cientistas, e em resposta a doenças infecciosas emergentes, a 

CRISPR/Cas9 é uma técnica potencial para impulsionar o progresso no desenvolvimento 

de vacinas (37). 

Desta forma, com o desenvolvimento assistido de medicamentos e triagem alvo, 

obtêm-se uma facilidade para a geração de alterações nos genomas, tornando-se assim, 

uma ferramenta facilitadora para a descoberta de vacinas e drogas, permitindo a 

prevenção de doenças infecciosas existentes e que ainda podem vir a surgir (1). 

 

 

LIMITAÇÃO DA TECNOLOGIA CRISPR  
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A técnica CRISPR/Cas tem avançado cada vez mais e sua utilização tem se 

espalhado entre pesquisadores e profissionais da área saúde. E, apesar de ser muito 

atraente, esse novo método possui limitações. Uma dessas limitações é dificuldade de 

identificação da região pela Cas9 no momento da edição genética do indivíduo, o que 

possibilita uma alteração acidental, podendo resultar em uma patologia como o câncer 

(1).  

Outra limitação importante em se tratando do vírus, é a atividade fora do alvo, 

podendo gerar mutações virais, o que também é um problema, pois se houverem células 

infectadas, o tratamento pode se tornar ineficaz. Além disso, o corpo pode possuir 

imunidade ao sgRNA, assim como a proteína Cas, impedindo a participação apropriada 

da ferramenta CRISPR/Cas (9,38). 

Além do mais, a ferramenta CRISPR desperta preocupações éticas e de segurança 

acerca de sua prática, levantando discursões sobre até onde ela pode ser permitida, e, 

como e quando deve ser utilizada. Diante deste contexto, sua aplicação, ainda deve 

envolver muitos estudos, experimentos e ensaios clínicos para que os riscos sejam 

amenizados e a ética não seja prejudicada (39). 

 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A tecnologia CRISPR promete desempenhar um papel fundamental acerca dos 

desafios envolvendo novos possíveis cenários pandêmicos. Para tal, é importante esforços 

e estudos constantes para superar preocupações que envolvem sua eficiência terapêutica, 

pois essa ferramenta avançada pode evitar reinfecções, imunidade de curto prazo ou 

resistências virais em comparação a muitos medicamentos e vacinas tradicionais (40). 

A tecnologia CRISPR/Cas pode ser utilizada para refinar os coquetéis combinados 

de células CAR-T, células CAR-NK e anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2. 

Além disso, a tecnologia CRISPR/Cas é proposta em hipóteses para degradar o RNA viral 

para encerrar as atividades do SARS-CoV-2. Assim, coquetéis personalizados de 

imunoterápicos e os sistemas CRISPR Cas contra o COVID-19 como estratégia podem 

ser uma opção para inibir a progressão da doença e contornar a fuga de imunidade levando 

em consideração os fatores genéticos. A ferramenta CRISPR/Cas ainda requer muita 

pesquisa antes que possa ser aplicada clinicamente e com segurança para quebrar o 

genoma do SARS-CoV-2 in vivo com alta eficácia, no entanto, os desafios precisam ser 

superados para descobrir um sistema de entrega adequado, além de existir questões 

morais a serem consideradas antes da aplicação clínica (41). 

 

CONCLUSÕES  

 

Tendo como base as literaturas revisadas, é possível considerar a técnica CRISPR 

como uma excelente oportunidade de avanço para as diversas áreas da ciência.  No caso 

do SARS-CoV-2, a técnica demonstrou melhor eficiência quando comparada a técnicas 

já utilizadas. Ela tem potencial para ser utilizada em terapias, para detecção, e prevenção 

da doença causada pelo coronavírus. Por outro lado, ainda há limitações que precisam ser 

superadas, limitações essas, que podem ser suprimidas através de novos estudos e 
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pesquisas.               

 A identificação da patologia mediante a técnica CRISPR talvez seja o avanço mais 

importante para a COVID-19, uma vez que a rápida detecção da doença é essencial para 

o controle da mesma. A CRISPR possibilita uma detecção rápida, com alto nível de 

sensibilidade, e com baixo custo, tornando-a indispensável para aplicação em doenças 

com características semelhantes a COVID-19. Além da detecção, o uso em terapias e 

produção de vacinas também se mostraram muito promissoras.     
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Resumo: Desde a descoberta da estrutura do DNA em 1953 por Watson e Crick, através 

dos dados dos estudos de cristalografia de raios X, obtidos por Rosalind Franklin e 

Maurice Wilkins, muito se avançou. O rápido crescimento das tecnologias de 

sequenciamento (DNA e RNA) proporcionou o surgimento das ômicas. As ômicas 

correspondem a um campo da Biologia Molecular que geram dados capazes de fornecer 

visões globais sobre a informação genética contida nos organismos. A genômica tem 

como objeto de estudo o genoma de um dado organismo de interesse, que inclui regiões 

codificantes e não-codificantes. Desde a escolha da plataforma de sequenciamento mais 

adequada, a obtenção de um genoma de referência é um processo que abrange várias 

etapas. Ainda, considerando a complexidade dos genomas vegetais devido a poliploidia 

e regiões repetitivas muito extensas, o conhecimento sobre as etapas relativas é de 

extrema importância. Sendo assim, a disponibilidade de um genoma de referência permite 

a caracterização dos seus componentes, proporcionando o entendimento de mecanismos 

moleculares associados a processos de desenvolvimento e adaptação. Portanto, o objetivo 

do capítulo é apresentar os principais aspectos relacionados com a obtenção de um 

genoma vegetal, passando pelas etapas a serem seguidas e as ferramentas aplicadas. 

 

Palavras–chave: SEQUENCIAMENTO; BIOINFORMÁTICA; GENOMA; 

ÔMICAS 

 

INTRODUÇÃO  

As ciências ômicas são amplamente aplicadas para entender a organização das 

bases das funções celulares. As ômicas consistem numa abordagem integrativa que 

reúnem dados de experimentos em larga escala, que incluem a genômica, transcriptômica, 

proteômica e metabolômica (1). Neste capítulo, vamos abordar aspectos relacionados ao 

estudo da genômica em plantas, além das ferramentas aplicadas e seu papel no 

entendimento da biologia desses organismos. O aumento da disponibilidade de genomas 

vegetais está associado ao avanço nas tecnologias de sequenciamento e da bioinformática, 

proporcionando análises cada vez mais detalhadas de caracteres de importância 

econômica, tais como resistência a estresses bióticos e abióticos (2). Em plantas, o 
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primeiro genoma de referência foi obtido de Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000).  Cinco anos depois, o genoma de arroz foi completado 

utilizando cromossomos artificiais de bactérias (BACs - Bacterial Artificial 

Chromosomes) e sequenciamento de Sanger (3). Ao final de 2020, 1.031 genomas de 

referência ou drafts tinham sido disponibilizados para 788 espécies de plantas (4) (Figura 

1A). 

O custo do sequenciamento foi drasticamente reduzido pelas tecnologias de 

sequenciamento de nova geração (NGS – Next-generation sequencing), permitindo um 

aumento explosivo na quantidade de genomas obtidos (4). Dentre algumas das 

plataformas NGS, podemos citar: 454 (Roche), SOLiD (Life Technologies), HiSeq 

(Illumina), MiSeq (Illumina) e Ion Torrent (Life Technologies). Entretanto, apesar de as 

técnicas NGS terem proporcionado maior quantidade de informação disponível, a 

complexidade da montagem devido aos fragmentos short reads gerados foi responsável 

pela menor qualidade da informação obtida (5). Esse é um aspecto importante quando se 

trata de genomas vegetais, que apresentam regiões repetitivas muito extensas, grande 

tamanho dos genomas e poliploidia, que constituem grandes desafios para a etapa de 

montagem (6). Sendo assim, o nível de cromossomos era mais difícil de ser alcançado 

para essas montagens. Logo, o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de 

terceira geração, caracterizadas por fragmentos long reads, foi essencial para a melhoria 

da acurácia e contiguidade dos genomas e serem disponibilizados (6) (Figura 1B). 

As tecnologias de sequenciamento de terceira geração podem ser divididas em 

duas abordagens: o sequenciamento long-read e a long-range scaffolding (7). Dentre as 

técnicas de sequenciamento long read, a que utiliza o método Single Molecule Real-Time 

(SMRT) provido pela Pacific Biosciences’ ou PacBio, é a mais utilizada, com tamanho 

médio de reads de 20 Kb. A tecnologia Synthetic Long-Reads (SLR), desenvolvida pela 

Illumina apresenta média de reads de até 10 Kb. Um outro exemplo é o MinION 

desenvolvido pela Oxford Nanopore, que pode gerar reads de até 12 Kb (8). A técnica de 

captura da conformação dos cromossomos (Hi-C) representa uma tecnologia de long-

range scaffolding, esse protocolo é provido pela Dovetail Genomics 

(www.dovetails.genomics.com) e auxilia bastante na obtenção de montagens em escala 

cromossômica - (9). Logo, o maior requisito para estudos em genômica é a 

disponibilidade de um genoma de referência relativo à espécie a ser analisada. Nos 

tópicos a seguir serão descritas as etapas referentes à obtenção de um genoma de 

referência. 
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CONTROLE DA QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO 

 A primeira etapa na análise de dados de sequenciamento de alto rendimento é o 

controle da qualidade. Nessa etapa, é avaliado um conjunto de estatísticas em um arquivo 

de reads, que abrange a contagem de frequência relativa de nucleotídeos em cada posição 

em um conjunto de leituras, para detectar desvios das frequências esperadas, 

considerando a distribuição de Phred (10). Esse controle de qualidade também mede a 

frequência de artefatos que não fazem parte da amostra biológica de interesse, como 

contaminantes e adaptadores. O início dessa etapa ocorre pela conversão dos dados em 

formato .SRA (Sequencing Read Archive) para o formato .FASTQ por meio da 

ferramenta SRA toolkit (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/). Para checagem da 

qualidade propriamente dita, a ferramenta FastQC é a mais amplamente empregada e 

permite visualização rápida dos dados e dos possíveis pontos problemáticos dentro do 

sequenciamento  (11). Após o processo de checagem, esses dados devem ser pré-

processados para remoção de sequências de baixa qualidade e de artefatos do 

sequenciamento que podem facilmente comprometer análises posteriores. Essa etapa é 

conhecida como trimagem. Uma das principais ferramentas empregadas para esse 

objetivo é o Trimmomatic (12). As principais etapas realizadas são: a trimagem ou 

remoção de sequências técnicas (ex.: adaptadores e primers) e a filtragem da qualidade, 

que avalia o score de qualidade de cada base sequenciada (frequentemente valor de Phred 

maior ou igual a 25 ou 30) (Figura 2).  

MONTAGEM E AVALIAÇÃO DA QUALIDADE 

 A montagem de genomas abrange duas abordagens básicas. A primeira é a 

abordagem de referência, que consiste na utilização de sequências já montadas de 

organismos taxonomicamente relacionados. A segunda é a abordagem conhecida como 

de novo, que monta sequências de organismos sem a necessidade de sequências 

anteriormente sequenciadas (13). O emprego de uma das duas abordagens não exclui a 

outra, de forma que até em casos onde há disponibilidade de genomas de referência, 

regiões que variam muito no genoma necessitam da abordagem de novo (5). A abordagem 

de referência é bastante utilizada, por exemplo, no re-sequenciamento de genomas para 

 

Figura 1 – (A) As dez famílias com mais genomas sequenciados em angiospermas; (B) Número de 

genomas vegetais sequenciados com montagens a nível de cromossomos ou não desde a 

disponibilização do genoma de Arabidopsis thaliana em 2.000. Adaptado de (4). 
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corrigir erros de montagem ou estender contigs já existentes, bem como para identificação 

de variantes (5). Na abordagem de novo, a sequência do genoma é construída através da 

sobreposição das reads sequenciadas, comumente utilizando algoritmos baseados em 

gráficos. As short reads costumam dificultar essa abordagem. 

 Os principais algoritmos de montagem são: OLC (overlap-layout consensus) e o 

gráfico de Bruijn (DBG) (4). Uma gama de softwares montadores já foram desenvolvidos 

com o objetivo de obter a sequência completa de genomas. Dentre os montadores que 

seguem a abordagem por referência estão: RECORD (14), AMOScmp (15), ALLPATHS-

LG (16) e CAP3 (17). Dentre os montadores para montagem de novo podemos citar o 

Velvet (18), ABySS (Assembly By Short Sequences) (19), SPAdes (20) e MaSuRCA 

(Maryland Super-Read Celera Assembler) (21). Há também montadores especificamente 

construídos para lidar com o processamento de long reads que incluem: FALCON (22), 

NECAT (22), Mecat2 (23) e Canu (24), Raven (25) dentre outros (Figura 2). 

Após a montagem é essencial entender a qualidade das sequências obtidas, se a 

acurácia está baixa ou se existem erros de montagem. Esse processo está relacionado com 

a obtenção de várias métricas que indicam a qualidade da montagem (26). Dentre elas, a 

mais conhecida é o N50, que se refere ao tamanho do menor contig/scaffold em que 

metade da montagem está representada. Uma variante do N50 é NG50, que constitui o 

tamanho do menor contig/scaffold que se encontra na metade de um genoma de 

referência. Outra métrica muito utilizada é o L50, que representa quantos 

contigs/scaffolds foram necessários para alcançar metade do sequenciamento. Dentre os 

softwares desenhados para essa etapa pode-se citar o QUAST (Quality Assessment Tool 

for Genome Assemblies) (27), BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy 

Orthologs) (28) e GenomeQC (29) (Figura 2). 

REPEAT MASKING 

 A natureza altamente repetitiva dos genomas vegetais requer que as regiões de 

repetição sejam mascaradas. Esse processo é chamado de Repeat masking. 

Resumidamente, as sequências repetitivas abrangem três classes: (1) repetições locais, 

que incluem repetições simples e em tandem; (2) famílias de repetições dispersas, que 

compreendem os elementos transponíveis; (3) duplicações segmentais (30). Ocorre que a 

presença de ORFs (Open Reading Frames) dentro de transposons (ex.: transposases e 

transcriptases reversas) pode confundir a etapa de predição de genes na montagem (30). 

As estratégias aplicadas para identificação de elementos repetitivos abrangem duas 

grandes categorias: (1) detecção de novo e (2) detecção por similaridade.  

Basicamente, esse processo ocorre pela busca de características estruturais, tais 

como domínios associados a transposons, utilizando bancos de dados de elementos 

repetitivos conhecidos, como o RepBase (https://www.girinst.org/repbase/) (31) e o 

TIGR (https://www.hsls.pitt.edu/) (32). As ferramentas RepeatMasker 

(https://www.repeatmasker.org/) (33) e RepeatModeler2 

(http://www.repeatmasker.org/RepeatModeler/) (34) são amplamente empregadas para 

esse objetivo. RepeatMasker emprega a abordagem de similaridade e utiliza as sequências 

disponíveis em bibliotecas (ex.: RepBase) para identificar as famílias de repetições em 
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determinado genoma. RepeatMasker é essencial considerando famílias de repetições já 

descritas, no entanto a descoberta de novas famílias de elementos repetitivos espécie-

específicas requer ferramentas como o RepeatModeler2 que utiliza algoritmos para 

detecção de novo dessas repetições tais como RECON (29) e RepeatScout (35) (Figura 

2). 

PREDIÇÃO DE GENES E ANOTAÇÃO 

 A predição de genes é a etapa mais importante da anotação de um genoma. Dois 

tipos de abordagem estão associados a esse processo: (1) ab initio e (2) baseada em 

similaridade. Na predição ab initio, as ferramentas são desenhadas para identificar 

elementos característicos da estrutura dos genes (ex.: TATA-box, sítios de splicing, 

éxons, íntrons, sítios de iniciação e terminação da tradução). Os preditores ab initio 

utilizam frequentemente Hidden Markov Model (HMM) e programação dinâmica (36). 

Uma grande variedade de softwares preditores está disponível, dentre eles pode-se citar 

FGENESH (37), GeneMark.hmm (38), GENESCAN (39) que apresentam boa 

performance em plantas (40). A anotação de genomas vegetais também conta com alguns 

pipelines automáticos como TriAnnot (41), Seqping (42), BRAKER (43), MAKER-P 

(44) e AUGUSTUS (45). O processo de anotação frequentemente utiliza a estratégia de 

vocabulários controlados. Gene Ontology (GO - http://www.geneontology.org) é o 

esquema mais extensivamente utilizado para descrever a função de produtos gênicos (46) 

(Figura 2). 

 Essa descrição é feita com base em três ontologias independentes, denominadas: 

processo biológico, função molecular e componente celular (46). Dentre as ferramentas e 

recursos que foram desenvolvidos para anotação funcional e mineração de novas 

sequências através de vocabulários controlados pode-se citar: BLAST2GO 

(www.blast2go.org) (47), InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro) (48), OntoBlast 

(http://functionalgenomics.de/ontogate) (49), AmiGO (http://amigo.geneontology.org/) 

(50), GoBlet ( http://goblet.molgen.mpg.de.) (51) dentre outros. 
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ANÁLISES DOWNSTREAM 

A etapa conhecida como genômica estrutural é o ponto de partida do processo que 

visa compreender como as estruturas que compõem o genoma estão organizadas e como 

contribuem para o desempenho de suas funções. A partir da obtenção do genoma de 

referência, uma variedade de ferramentas pode ser empregada em análises tais como 

identificação de genes e de seus ortólogos, avaliação da estrutura gênica, análise 

filogenética/fenética, localização cromossômica, identificação de elementos cis 

 
 
 

Figura 2 - Representação esquemática de um pipeline desenhado para obtenção de um genoma 
vegetal. As ferramentas relacionadas a cada etapa estão mencionadas ao lado. 
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regulatórios em promotores, dentre outros (Figura 3). Dentre algumas das ferramentas 

empregadas nessa etapa, pode-se citar: 

- TBtools (Toolkit for Biologists integrating various biological data-handling 

tools) abrange mais de 130 funções, que incluem  manipulação de arquivos GTF/GFF3, 

conversão do formato de arquivos, representação gráfica de motivos, domínios e 

estruturas éxon-íntron, mapeamento de genes em cromossomos, visualização de sintenia, 

edição e anotação de árvores filogenéticas, visualização de dados de expressão dentre 

outras (52).  

- GSDS (Gene Structure Display Server) (http://gsds.gao-

lab.org/Gsds_about.php) é um recurso web amplamente empregado para visualização de 

estruturas éxon-íntron (53). 

- PlantPAN Plant Promoter Analysis Navigator 

(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/) é um recurso web para detecção de sítios de ligação 

de fatores de transcrição (TFBSs), fatores de transcrição correspondentes e outros 

elementos regulatórios a partir de sequências de promotores (54). 

- As ferramentas OrthoFinder (55), OrthoMCL (56) e Inparanoid8 

(https://inparanoid.sbc.su.se/cgi-bin/index.cgi) (57) são amplamente empregadas para 

detecção de ortólogos.  

- McScanX é utilizado para detecção de eventos de duplicação (segmental, 

dispersa, proximal e tandem), estimar número de eventos WGD (whole-genome 

duplication), detecção de ortólogos colineares e análise de expansão de famílias gênicas 

(58).  

- Os softwares MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (59) e Clustal 

(60) são ferramentas extensivamente utilizadas para realizar alinhamentos múltiplos e 

construção de árvores fenéticas/filogenéticas. 

- Os recursos online Evolview (https://www.evolgenius.info/evolview) (61) e 

iTOL (https://itol.embl.de/) (62) são empregados para visualização, anotação e edição de 

árvores. 

Existem também as ferramentas voltadas especificamente para análise da estrutura 

de proteínas, são estas: 

- SMART Simple Modular Architecture Research Tool (http://smart.embl-

heidelberg.de/) é um recurso web para identificação e anotação de domínios de proteínas 

e visualização de suas arquiteturas (63). 

- CDD Conserved Domain Database é um banco de dados localizado na entrez 

protein do NCBI, é amplamente utilizado para identificação de domínios conservados 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (64). 
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- PFAM (http://pfam.xfam.org/) é um banco de dados de famílias proteicas que 

abriga perfis HMM para identificação de mais de 19.000 famílias (65). 

- Jalview é um software para edição, análise e anotação de alinhamentos múltiplos, 

além de predição de estruturas secundárias (66). 

- MEME suite é um servidor web para detecção, análise e visualização de 

assinaturas de sequência (motivos) presentes em um dado input (67). 

- As ferramentas ExPasy (https://web.expasy.org/protparam/) (68) e JVirGel 

(http://www.jvirgel.de/) (69) computam parâmetros físico-químicos a partir das 

sequências peptídicas, tais como composição de aminoácidos, ponto isoelétrico e peso 

molecular. 

- As ferramentas CELLO (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (70), Wolf Psort 

(https://wolfpsort.hgc.jp/) (71) e LOCALIZER (https://localizer.csiro.au/) (72) são 

recursos empregados para identificação das localizações subcelulares de proteínas. 

 

Figura 3 – Representação esquemática evidenciando as análises estruturais que podem ser executadas 
a partir de um genoma de referência. 

 

CONCLUSÕES  

A obtenção de um genoma de referência de alta qualidade confere benefícios em 

análises genéticas posteriores de caracterização dos elementos que compõem esse 

genoma bem como, na tomada de decisões em programas de melhoramento. Dentre essas 

vantagens, a identificação de genes e sua associação com mecanismos moleculares que 

atuam na variação de traços de interesse econômico, tais como aqueles associados com 

maior produtividade, qualidade de frutos ou tolerância a estresses bióticos e abióticos. Os 

dados de estudos genômicos são de fundamental importância pois permitem o melhor 

entendimento da base genética da diversidade em plantas, além de facilitar a introdução 

de traços de interesse mediante técnicas de transformação genética para obtenção de 

variedades superiores. 
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(Loop-mediated isothermal amplification, LAMP):  
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Resumo: Os métodos de diagnóstico molecular mais utilizados, como: PCR, qPCR e 

nested-PCR, requerem equipamentos caros e sofisticados, bem como recursos humanos 

altamente qualificados. Essas características limitam o uso dessas técnicas em locais cuja 

infraestrutura é pouco favorecida, como, por exemplo, os pontos de atendimento dos 

pacientes, sejam eles humanos ou animais; ou a campo, para diagnóstico em plantas, solo, 

amostras de água ou produtos de origem animal. A amplificação isotérmica mediada por 

loop (Loop-mediated isothermal amplification - LAMP), uma variação da PCR 

convencional, utiliza enzima que permite amplificação isotérmica em equipamento 

portátil e que não exige profissional altamente treinado, visto que a leitura é visual. Além 

disso, a técnica apresenta alta especificidade, sensibilidade, rapidez e custo reduzido, 

podendo ser utilizada para uma infinidade de aplicações. Este artigo aborda sobre a 

técnica e sobre as aplicações em saúde animal, humana e ambiental. Em suma, as 

limitações da técnica estão relacionadas a dificuldade no desenho dos primers e em tornar 

a técnica multiplex, melhorando ainda mais seu custo-benefício. Apesar de potencial 

portabilidade, acredita-se que a maior limitação para seu uso em larga escala e 

diretamente no local de coleta seja a falta de investimentos. Ainda assim, o diagnóstico 

por meio de LAMP apresenta futuro promissor e seu uso na rotina dos pontos de 

atendimento e a campo, sendo uma questão de tempo até que seus reagentes se tornem 

mais acessíveis. 
 

Palavras-chave: ambiente; diagnóstico; fraude; PCR; saúde 
 

 

INTRODUÇÃO  

 

A amplificação de ácidos nucleicos possui diversas aplicações, desde o 

diagnóstico de doenças infecciosas até a detecção de distúrbios genéticos. Existem 

diversas técnicas para que partes do material genético sejam replicadas. Algumas exigem 

a desnaturação por calor, como a reação em cadeia da polimerase (PCR), outras são 

realizadas em uma temperatura constante, como a Nucleic Acid Sequence-Based 
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Amplification (NASBA) e a Polymerase Spiral Reaction (PSR), porém diversas outras 

técnicas já foram descritas (1).  

A técnica de amplificação isotérmica mediada por laços ou em alça, também 

chamada de LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), foi descrita pela primeira 

vez em 2000, por Notomi e colaboradores (2). Trata-se de um método com alta 

especificidade, capaz de amplificar o DNA de forma eficiente e rápida em uma reação 

onde não há alteração de temperatura (2). Na LAMP utiliza-se uma DNA polimerase que 

seja capaz de desacoplar a dupla-hélice de DNA à medida que polimeriza uma nova fita, 

como a Bst DNA polimerase e Bsm DNA polimerase (1). 

Para que essa reação aconteça, são utilizados dois pares de primers, internos e 

externos, capazes de reconhecer seis sequências distintas do DNA alvo (1; 2), conforme 

esquema apresentado na Figura 1.  

 

 
Figura 1 - Princípios da LAMP. 

Fonte: Silva, Pardee e Pena, 2019 (3) 
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No início da reação, os primers internos FIP (Foward Inner Primer) e BIP 

(Backward Inner Primer), correspondentes às sequências sense e antisense do DNA alvo, 

ligam-se às regiões F2c ou B2c dentro da região alvo. Nessas regiões F2c e B2 há outras 

sequências definidas, localizadas fora das extremidades, sendo designadas Fc1 e B1 e F3c 

e B3. Assim, os primers externos F3 e B3 se pareiam externamente aos primers internos, 

servindo como marcador para que a enzima DNA polimerase inicie novamente o processo 

de polimerização, que foi iniciado na região F2/B2. O primer externo F3 hibridiza com a 

porção F3c do DNA alvo, realizando a síntese de uma fita complementar enquanto 

desloca a fita de DNA polimerizada pelos primers internos. As fitas liberadas ligadas à 

FIP e BIP são capazes de formar um grampo (ou loop) em suas extremidades, pela 

complementaridade da região, formando estruturas auto-hibridizantes com formato de 

halteres. Essa estrutura é que dará seguimento na amplificação do DNA alvo, através da 

hibridização dos primers externos às regiões complementares. O resultado da reação é 

composto por DNAs de haste-alça, de diversos tamanhos e estruturas com múltiplas alças 

formadas pela repetição do anelamento na sequência alvo da fita. Os produtos de 

amplificação podem ser detectados por diferentes métodos, como corantes que se ligam 

nas fitas duplas de DNA, medida de turbidez, irradiação com luz UV, fluorescência em 

tempo real, eletroforese em gel, uso de câmeras de smartphones ou sistemas de fluxo 

lateral (2). 

A amplificação isotérmica mediada por loop de transcrição reversa (RT-LAMP - 

Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification) é um método de 

amplificação de ácido nucleico que amplifica a sequência alvo sob condições isotérmicas 

com auxílio da enzima transcriptase reversa, assim a técnica induz reações para realização 

de transcrição reversa (RT) e uma fase de amplificação, não requerendo instrumentos 

sofisticados. Métodos de detecção molecular, como reação em cadeia da polimerase de 

transcrição reversa convencional (RT-PCR convencional) e/ou RT-PCR quantitativo em 

tempo real (qRT-PCR) são amplamente utilizados para diagnosticar vários patógenos. No 

entanto, o RT-PCR/qRT-PCR convencional requer extração de RNA de amostras de 

sangue/soro (4).  

RT-LAMP é uma alternativa poderosa ao RT-PCR devido à sua alta 

especificidade e sensibilidade, custo-benefício e rápido retorno de tempo (normalmente 

30 minutos a poucas horas) (2). No RT-LAMP, a amplificação do material genético 

ocorre em constante temperatura e, portanto, testes de diagnóstico baseados em RT-

LAMP podem ser realizados em qualquer lugar com recursos básicos, uma vez que 

requerem apenas um bloco de aquecimento ou um banho de água ajustado para uma única 

temperatura. Os produtos da reação podem ser analisados por meio de corantes 

convencionais de intercalação de DNA, eletroforese em gel de agarose, iluminação com 

luz UV ou fluorescência em tempo real (5). 

A amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) se torna um método de 

baixo custo para detecção rápida de ácidos nucleicos específicos de alvos. Tem sido usado 

há muito tempo como uma alternativa à reação em cadeia da polimerase de transcrição 

reversa quantitativa padrão-ouro (qRT-PCR) para monitorar populações de uma 

variedade de patógenos, especialmente em ambientes com recursos limitados (6). 

 

RT-LAMP para detecção de SARS-Cov-2 
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Pesquisas sobre coronavírus ganharam grande relevância no meio da comunidade 

acadêmica, pois são a causa de epidemias recentes, como SARS, MERS e, mais 

recentemente, COVID-19 (7). Trata-se de uma família de vírus extensa e que está 

desencadeando processos patológicos em várias espécies de animais, incluindo 

mamíferos como morcegos e camelos (8). Pertencente à família Coronaviridae, os 

gêneros que são capazes de causar infecções em humanos são dois: Alphacoronavirus e 

Betacoronavirus. SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, pertencem ao gênero 

Betacoronavirus (9). 

Métodos imunológicos, clínicos e moleculares estão sendo utilizados para o 

diagnóstico dessas três síndromes. Entre as metodologias moleculares mais utilizadas 

estão os testes baseados na detecção de ácidos nucleicos virais, denominados Nucleic 

Acid Amplification Tests (NAAT). Essa metodologia é altamente utilizada quando se 

busca identificar ou caracterizar determinado tipo de patógeno ou microrganismo, pois 

através dessa metodologia, confirma a infecção. Desse modo, tornou-se uma ferramenta 

importante no diagnóstico molecular de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, uma 

vez que são componentes virais de fita simples de RNA (10). Os métodos NAAT, como 

RT-PCR e RT-LAMP, consistem na amplificação de sequências específicas de ácido 

nucleico com o auxílio de primers. Estes, quando emparelhados a uma sequência modelo, 

fornecem um ponto de partida para a síntese da fita complementar de DNA pela DNA 

polimerase, possibilitando sua marcação, e viabilizando a visualização da amplificação 

por meio de fluorescência ou outras técnicas visuais, e até o uso de método quantitativo 

acoplado (11; 12). 

Em 2003, o RT-LAMP foi relatado como um método de diagnóstico rápido e um 

método fácil para detecção de coronavírus (13; 14), e em 2012 para a detecção do MERS-

CoV, se mostrando eficaz para vigilância epidemiológica em casos clínicos suspeitos (15; 

16). 

O teste RT-PCR para SARS-CoV-2 requer instalações complexas e treinamento 

elaborado de profissionais, portanto, possui uma capacidade limitada de teste e resultados 

atrasados. Consequentemente, faz com que técnicas consideradas em desenvolvimento, 

como RT-LAMP, ganhem força e destaque para uso durante os períodos em que surgem 

patógenos de alta relevância epidemiológica, como SARS-CoV-2, sendo ótima 

alternativa ao método RT-PCR (17). 

 

RT-LAMP para detecção de Zika Vírus  

 

O vírus Zika (ZIKV) é o agente etiológico de uma doença transmitida por picadas 

de insetos vetores infectados, e que pode ser confundida com casos simples de gripe ou 

virose (18), mas estudos comprovaram que a infecção pelo vírus da Zika está associada a 

casos mais graves, como a síndrome de Guillain-Barré, a microcefalia em recém-

nascidos, bem como outras malformações congênitas (19).  

A técnica padrão-ouro para a detecção molecular de ZIKV utilizado atualmente é 

a reação de transcriptase reversa em cadeia da polimerase quantitativa (qRT-PCR), mas 

exige uma infraestrutura laboratorial mais especializada elevando os custos e dificultando 

sua aplicação (3).  
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Em 2019, a Fundação Oswaldo Cruz - Recife publicou sobre a técnica RT-LAMP, 

para detecção do vírus Zika em amostras de mosquitos (Aedes e Culex) sem necessidade 

de extração, utilizando primers e enzimas específicas para otimizar o protocolo com uma 

única etapa, sendo possível identificar o resultado através do olho nu decorrente da 

mudança de cor (SYBER Green). Sua vantagem é que ele pode ser reproduzido para o 

diagnóstico molecular do ZIKV em laboratórios com limitação de equipamentos mais 

sofisticados, além de ter apresentado sensibilidade até 10.000 vezes maior que a qRT-

PCR para detecção de ZIKV (3).  

 

LAMP para detecção de patógenos em água, esgoto e outras fontes ambientais 

 

No Brasil, no ano de 2020, foram notificados 292 surtos de Doenças de 

Transmissão Hídrica e Alimentar (DTHA), com 4600 indivíduos doentes, 595 

hospitalizados e seis que foram a óbito. Em série histórica de 2012 a 2021, foi observado 

que a maior parte dos surtos ocorreram em residências (37,7%), 25,2% por ingestão de 

água contaminada. Dentre os agentes etiológicos, a Escherichia coli predominou com 

29,6% dos surtos, Staphylococcus aureus com 12,9% e Salmonella spp. com 12,2%. 

Bactérias e vírus respondem por cerca de 75% dos surtos (20). Dentre os parasitos mais 

importantes causadores de DTHA temos: a Taenia solium, Echinococcus granulosus, 

Echinococcus multilocularis, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp., Entamoeba 

histolytica, Trichinella spp., Ascaris lumbricoides e Trypanosoma cruzi (21).  

Lalle et al. (2018) (22) afirmaram que a detecção de T. gondii em vegetais por 

meio técnicas moleculares de baixa sensibilidade (PCR) ou que exigem equipamentos 

caros (qPCR) limitam a aplicação na rotina. Por isso, padronizaram e validaram um 

LAMP utilizando tiras de papel que detectam menos de 25 oocistos em 50 g de alface 

pronto para consumir. Adeyemo et al. (2018) (23) apresentaram estudos de detecção de 

oocistos de Cryptosporidium spp. em diferentes tipos de fontes de água utilizando 

imunofluorescência direta (IFD), nested-PCR e LAMP, sendo que o último método se 

mostrou mais sensível. Comparando-se IFD e LAMP para o diagnóstico de Giardia em 

água foram observados resultados similares. 

A qualidade microbiológica da água costuma ser avaliada por técnicas 

microbiológicas, o que não permite uma análise rápida, enquanto técnicas moleculares 

tradicionais auxiliam neste ponto, mas necessitam de ambiente laboratorial especializado, 

além de muitas vezes ter custo elevado. Assim, o uso de técnicas simples de extração de 

material genético e de sua análise através de equipamentos portáteis facilitam a análise 

de contaminantes, como matéria fecal e patógenos em potencial, podendo a técnica muitas 

vezes ser realizada diretamente no local de coleta. A identificação de Escherichia coli e 

Enterococcus faecalis como indicadores de contaminação fecal de água já foi realizada 

por LAMP com resultados em uma hora, através de método de extração de DNA em 

seringa a partir de água fresca e marinha propositalmente contaminadas com os 

microrganismos (24), além de quantificação através da técnica de Número Mais Provável 

(NMP) em microchip de ácido polimetacrílico (PMMA), de amostras coletadas em 

reservatórios, praias, fazendas e esgoto (25).   

A cólera é uma doença intestinal aguda causada pela toxina do Vibrio cholerae, 

que pode ser fatal e ainda é prevalente em países em desenvolvimento. O diagnóstico 
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laboratorial microbiológico pode ser demorado e testes rápidos podem não ser sensíveis 

ou específicos, sendo as técnicas moleculares alternativas rápidas e satisfatórias a serem 

utilizadas na avaliação de qualidade da água e em segurança alimentar em regiões 

endêmicas. A técnica de LAMP mostrou-se eficiente não apenas na detecção do vibrião 

em água, como também em amostras de fezes humanas e amostras intestinais de peixes e 

mariscos (26; 27). Quando em condições ambientais desfavoráveis de crescimento, estas 

bactérias passam por mudanças morfofisiológicas, tornando-se microrganismos viáveis, 

mas não cultiváveis. A técnica de LAMP supera esta dificuldade, sendo possível detectar 

o material genético na forma cocóide do V. cholerae, mesmo em concentrações baixas 

(28). 

Outros patógenos de seres humanos, outros animais e plantas também já foram 

identificados por LAMP em diferentes fontes de água ou de esgoto:  vírus causadores de 

diarreia, como Aichivirus A (AiV-A) (29) e Astrovírus humano (HuAstV) (30); algas 

tóxicas, como Amphidinium carterae em ambientes marinhos (31); cianobactérias 

produtoras de toxina microcistina (32); bactérias causadoras de pneumonia, como 

Legionella spp. (33); diferenciação de Leptospira  spp. patogênica e não patogênica (34); 

detecção de Listeria monocytogenes (35); e detecção de zoósporos do fitopatógeno  

Phytophthora capsici, um oomiceto devastador de solanáceas e curcubitáceas, altamente 

resistente  à condições ambientais adversas (36). 

 

LAMP para diagnóstico de doenças infecciosas em medicina veterinária 

  

Zoonoses são doenças naturalmente transmissíveis entre humanos e animais. 

Segundo o Ministério da Saúde do Brasil, cerca de 60% das doenças infecciosas humanas 

têm sua origem em animais; pelo menos 75% das doenças infecciosas emergentes dos 

seres humanos. Revisões de literatura compararam a acurácia LAMP e outros métodos de 

diagnóstico de zoonoses.  

A leptospirose é uma enfermidade mundialmente distribuída causada por bactérias 

patogênicas do gênero Leptospira. Gunasegar & Neela (2021) (37) realizaram revisão 

sistemática e metanálise de 61 estudos, observaram as seguintes sensibilidades 

combinadas de LAMP e PCR convencional: 0,80 e 0,54, respectivamente. Erber et al. 

(2022) (38) compararam a LAMP com microscopia e outros métodos moleculares para 

diagnóstico de leishmaniose visceral. Alta sensibilidade e especificidade de LAMP foi 

observada (>90%). Moeini-Zanjani et al. (2020) (39) compararam LAMP com PCR 

convencional para detecção de Brucella abortus, sendo o limite de detecção da LAMP de 

10 fg/μL de DNA em 36 min, resultado 10 vezes melhor do que a PCR. Por outro lado, 

Batinga et al. (2018) (40) padronizaram e validaram um LAMP para detecção de Brucella 

canis, e ao comparar cultura, PCR e LAMP, as proporções de positivos foram: 31,57% 

(18/57), 33,34% (19/57), e 14.03% (8/57), demonstrando que, nesse caso, a performance 

da LAMP não foi satisfatória.  

 O diagnóstico rápido e a campo de enfermidades que podem prejudicar 

exportações de produtos de origem animal no Brasil pode reduzir drasticamente as perdas 

econômicas. A Doença de Newcastle (DN) é devastadora para a produção de aves (41). 

Bello et al. (2018) (42) em trabalho de revisão afirmaram que a LAMP tem sensibilidade 

e especificidade similar a nested-PCR, sendo mais simples e barata. A Peste Suína 



                                               

 

 160 

 

 

 

Africana (PSA) é uma doença de notificação segundo a Organização Mundial para a 

Saúde Animal (OIE) (41) e uma grande ameaça à suinocultura mundial devido ao rápido 

contágio e a taxa de mortalidade de 100%. Wang et al. (2019) (43) padronizaram uma 

LAMP em tempo real e observaram um limite de detecção de 0,1 fg o que equivale a 30 

cópias/µL, equivalente a qPCR. A febre aftosa é uma doença viral altamente contagiosa 

de animais de casco fendido. Surtos dessa enfermidade em bovinos levam a enormes 

perdas econômicas principalmente devido ao abate sanitário obrigatório. Bath et al. 

(2019) (44) desenvolveram e validaram LAMP precedido de transcrição reversa para uso 

no campo sem a necessidade de profissional treinado em laboratório. Observaram 

especificidade >99% e sensibilidade de 79% utilizando-se swabs orais sem extração de 

DNA, rRT-PCR foi utilizado como padrão-ouro. 

 O estreitamento da relação homem-animal faz com que cada vez mais os pets 

sejam considerados membros da família, dessa forma a preocupação com a saúde e 

qualidade de vida deles é cada vez maior. Essa mudança cultural tem aumentado a 

demanda por testes diagnósticos acurados, com bom custo-benefício e que possam ser 

realizados em clínicas ou hospitais veterinários. A cinomose é uma doença que acomete 

cães filhotes não vacinados com alta morbidade e mortalidade, além de ser altamente 

contagiosa. Cho et al. (2005) (45) validaram um LAMP com transcrição reversa para 

detectar o vírus causador da cinomose e obtiveram uma sensibilidade e especificidade de 

100% e 93,3%, respectivamente. Parthiban et al. (2012) (46) desenvolveram uma LAMP 

para detecção de parvovírus canino, em que foi realizada comparação com PCR 

convencional e nested-PCR, utilizando 50 amostras clínicas, sendo 19 positivas para PCR 

convencional, 22 por nested-PCR e 26 pela LAMP, que apresentou maior sensibilidade.  

 

LAMP para detecção de patógenos em plantas 

 

A técnica LAMP é aplicada nos estudos ligados à fitopatologia para detecção 

adequada de fungos, vírus, bactérias, nematoides e fitoplasmas causadores de doenças e, 

assim, possibilita a elaboração de estratégias adequadas de controle (47).  

A primeira aplicação da técnica na área é datada de 2003 e visava detectar o vírus 

da folha amarela do tomate (TYLCV), da família Geminiviridae, que atinge plantações 

de tomate (48). Ao longo dos anos, o número de publicações com o tema aumentou, 

especialmente a partir de 2012. Em geral, os patógenos alvo para aplicação da detecção 

por LAMP são os vírus e fungos. Para detecção de vírus, que tem como material genético 

o RNA, utiliza-se uma variante da técnica, a RT-LAMP (49). Outra aplicação é no 

monitoramento da resistência de fungos aos mais diversos fungicidas. Estudos de 

resistência a fungicidas inibidores da succinato desidrogenase (SDHI) e da desmetilação 

ganharam ênfase a partir de 2018 (50; 51). Há também um crescente número de trabalhos 

realizados para diagnóstico de bactérias. A publicação precursora visava a detecção de 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (52), sendo o gênero Pseudomonas com maior 

número de publicações, juntamente com Xanthomonas. Ambos apresentam capacidade 

de causar doença em todos os estágios de desenvolvimento da planta, tornando-se 

necessárias medidas de controle imediatas e ressaltando a importância dos estudos em 

questão (53). 



                                               

 

 161 

 

 

 

Além da variabilidade dos alvos, os estudos visam ampliar cada vez mais as 

possibilidades de amostragem, utilizando desde tecidos vegetais e colônias de 

microrganismos até sementes ou solo (53). A técnica é também objeto de estudo para 

incorporação em biossensores portáteis de campo (54).  

Em suma, na fitossanidade a aplicação da técnica é de grande valia para uma 

melhor triagem rotineira, com grande aplicabilidade, levando a redução da propagação de 

doenças e perdas de safra. Assim, melhores estratégias são traçadas para definição e 

implementação de mecanismos de controle de pragas, com o objetivo final de manter uma 

viabilidade econômica na produção. 

 

LAMP para detecção de fraudes em produtos de origem animal 

 

A produção de alimentos de origem animal no Brasil cresce a cada ano, a balança 

comercial indicou um superavit em 2021 de 105 bilhões de dólares decorrente das 

exportações relativas ao agronegócio, sendo que a carne bovina, de frango e suína 

ocuparam o ranking de maiores valores exportados. A importância econômica desses 

itens, atrelada a rápida inovação e desenvolvimento de novos produtos e o surgimento de 

novas demandas de consumidores mais exigente e com maior poder aquisitivo, motiva a 

adulteração de produtos de origem animal no sentido de aumentar a lucratividade, 

podendo acarretar redução da qualidade nutricional e até da segurança dos alimentos, 

além de danos ao consumidor (55). Para solucionar esse problema se faz necessário o 

estabelecimento de uma técnica custo-efetiva, sensível, específica, de fácil e rápida 

execução e reprodutível nos diferentes laboratórios oficiais e particulares Brasil afora. A 

técnica de LAMP apresenta as qualidades acima referidas e, ainda, permite a realização 

dos testes a campo com o uso de equipamentos portáteis (55). 

Em estudo recente, Jawla et al. (2021) (56) desenvolveram e padronizaram um 

teste de fluxo lateral baseado em LAMP para a detecção de DNA bovino. O teste 

apresentou limite de detecção de 1% de mistura. Wang, Zhu & Wang (2020) (57) 

padronizaram uma reação de LAMP com detecção visual para identificar adulteração por 

carne de asno, a especificidade foi testada frente a outras seis espécies animais, inclusive 

cavalo, com limite de detecção de 1%. Sul, Kim & Kim (2019) (58) desenvolveram uma 

LAMP direta para detecção de carne de frango em equipamento portátil, a especificidade 

foi testada frente a 23 espécies animais e o limite detecção foi de 0,1% para carne crua e 

1% para carne tratada por calor ou pressão. Cai, Kong e Chu (2020) (59) desenvolveram 

um LAMP em tempo real para detecção de DNA suíno. A amplificação não apresentou 

reatividade cruzada com outras 11 espécies, a reação demorou 20 minutos e o limite de 

detecção foi de 1,76 pg/μL de amostra de DNA extraído.  

O leite é um produto de alto valor nutricional e consumido mundialmente. A 

prática de adulteração nesse produto e seus derivados é a mais comum, sendo que a 

substituição de um leite mais caro por outro de menor valor agregado é a mais praticada 

(60). Yu et al. (2021) (61) desenvolveram uma LAMP em tempo real baseada em chip 

microfluídico para detectar simultaneamente leite de vaca, camelo, cavalo, cabra e iaque. 

A técnica leva 90 minutos e apresentou excelente sensibilidade e especificidade, 

detectando 2,5% de mistura. Kim & Kim (2017) (62), desenvolveram um método de 

LAMP duplex em tempo real que não exige extração de DNA para detectar leite de vaca 
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e cabra a campo, utilizando um sistema portátil. O alvo da amplificação foi o gene 

mitocondrial citocromo b que demonstrou especificidade para outras 13 espécies animais 

com alta sensibilidade, detectando 2% de mistura. Deb et al. (2016) (63) padronizaram 

uma técnica para detectar DNA de bovinos em carne ou leite comercializados como sendo 

de búfalos. O tempo necessário para obter o resultado foi de uma hora quarenta minutos 

e o teste pode detectar até 5% de mistura.  

Apesar de largamente consumido no Brasil, principalmente na semana santa, 

poucas pessoas sabem que o bacalhau não é uma espécie de peixe, e sim, uma forma de 

preparo de algumas espécies de peixe, como Gadus morhua, Gadus macrocephalus e 

Gadus ogac. Alguns comerciantes ilegais confundem os consumidores oferecendo 

produtos oriundos de espécies com características similares (64). Li et al. (2021) (65) 

desenvolveram uma técnica para identificar três espécies de bacalhau e duas espécies de 

peixe oleoso e concluíram que a técnica pode ser aplicada para reduzir os problemas de 

rotulagem e adulteração de pescados. O salmão do Atlântico (Salmo salar) é uma espécie 

de pescado com alto valor agregado devido a suas características nutricionais contendo 

proteína e gordura saudáveis; além disso, a demanda tem sido cada vez maior devido a 

popularização de produtos que utilizam o filé de salmão cru, como sushis e sashimis. 

Qiuping et al. (2022) (66) compararam diferentes métodos de extração de DNA e 

concluíram que influenciam no resultado da LAMP, principalmente o quesito pureza. 

Xiong et al. (2020) (67) padronizaram uma LAMP e uma PCR, a especificidade foi 

confirmada frente a 12 espécies de pescados, já a sensibilidade foi cerca de dez vezes 

maior na PCR quando comparada à LAMP. Ao testar as técnicas em amostras comerciais 

o resultado foi igual, sendo que a LAMP é uma técnica mais rápida e portátil.  
 

CONCLUSÕES  

Os estudos revisados nesta pesquisa apresentaram resultados positivos e sugerem 

um futuro otimista, representando uma ferramenta promissora para a detecção do material 

genético de interesse. Na maioria de suas aplicações, o uso de LAMP na rotina é uma 

questão de tempo, até que seus reagentes se tornem mais acessíveis. 

A LAMP é uma técnica robusta, com resultados visíveis a olho nu e que não é 

afetada por inibidores e contaminantes usuais da PCR. É simples em comparação aos 

demais ensaios moleculares, mas reproduz o desempenho dos mesmos ou, ainda, 

apresenta maior sensibilidade e especificidade. 

Apresenta como característica um fluxo de trabalho descomplicado, com 

reagentes e dispositivos de detecção de baixo custo, de caráter muitas vezes portátil. 

Portanto, traz consigo o potencial de diminuir custos nos laboratórios de diagnóstico 

molecular, além de viabilizar a execução em locais sem instalações ou mão de obra 

especializada, inclusive a campo. Além disso, muitas vezes apresenta redução no tempo 

até a obtenção dos resultados quando comparada às técnicas padrão ouro ou outras 

técnicas moleculares.  

Considerando-se detecção de patógenos, LAMP apresenta vantagens 

principalmente quando se trata de microrganismos não cultiváveis, de difícil isolamento 

ou que apresentam dificuldades para manutenção do cultivo in vitro. 
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Sua principal dificuldade está no desenho dos primers e em tornar a técnica 

multiplex, melhorando ainda mais seu custo-benefício. Apesar de potencial portabilidade, 

acredita-se que a maior limitação para uso dessa técnica em larga escala e direto no local 

de coleta será a falta de investimentos. 
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O novo coronavírus teve o seu início na cidade chinesa de Wuhan, no ano de 2019, e logo 

se tornou um vírus emergente responsável por levar a humanidade a uma grave crise 

sanitária global. O nome do vírus que causa a doença é SARS-CoV-2. A diversidade deste 

acontece, principalmente, por três motivos já estudados: (I) A enzima RNA polimerase, 

dependente de RNA, responsável pela replicação do seu material genético, não segue a 

sequência genética com total fidelidade; (II) como consequência do primeiro item, este 

possui frequência elevada de recombinação homóloga do RNA; (III) os coronavírus 

possuem genomas grandes, sendo que o seu tamanho pode variar de 26 a 31 kb. Então, 

por conta desses motivos, há uma grande capacidade para se mutar. Dessa forma, o 

objetivo deste trabalho foi, por meio da bioinformática, detectar mutações do SARS-

CoV-2 presente em amostras de residentes do estado do Espírito Santo. As amostras 

foram obtidas a partir do banco de dados GISAID e alinhadas e analisadas com auxílio 

de softwares e linguagem de programação em Python. Até maio de 2022 foi possível 

obter 1990 amostras, destas, os sítios que mais sofreram mutações foram: 241, 3037, 

14408, diversos sítios na região spike, 28278, 28881, 28882, 28883, além das inserções: 

AACA. Mutações nestes sítios comumente ocorrem ao redor do mundo. A maioria das 

amostras pertenciam a variante Delta, mas também há números significantes da variante 

Gamma, Zeta e Omicron. Tratou-se de um estudo in silico e os resultados deste estudo 

contribuem para o melhor entendimento da pandemia no Espírito Santo. 

 

Palavras–chave: Bioinformática; Coronavírus; Mutação; Pandemia; SARS-CoV-2 
 

INTRODUÇÃO  

 

O novo coronavírus teve o seu início na China, no ano de 2019, na cidade de 

Wuhan. Se tornou responsável por uma emergência sanitária que levou a humanidade a 

uma grave crise sanitária global. Em poucos meses, o número de casos foram subindo 

rapidamente nos países asiáticos, que ultrapassou a barreira de outros continentes, 

evoluindo para uma Emergência de Saúde Pública de Importância Internacional, 

decretada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) no dia 30 de janeiro de 2020 e, 

posteriormente, para uma pandemia no dia 11 de março de 2020 (1; 2). O primeiro caso 

de COVID-19 que foi confirmado no Brasil ocorreu no dia 26 de fevereiro de 2020 (3). 

Atualmente, em 2022, os casos confirmados no Brasil já ultrapassaram o número de 13 

milhões (4). 

https://orcid.org/0000-0002-5060-9418
https://orcid.org/0000-0001-5812-6528
https://orcid.org/0000-0001-8035-4199


                                                 

 170 

 

 

Conforme houve a evolução de casos pelo mundo, estudos demonstraram que o 

vírus da Síndrome Aguda Respiratória Grave (SARS-CoV-2), causador da doença covid-

19, sofria mutações muito frequentes (5; 6). A diversidade do coronavírus (CoV) 

acontece, principalmente, por três motivos já estudados: (I) A enzima RNA polimerase, 

dependente de RNA, responsável pela replicação do seu material genético, não segue a 

sequência genética com total fidelidade, o que gera elevadas taxas de mutação para os 

nucleotídeos replicados (o que os torna plásticos); (II) como consequência do primeiro 

item, o CoV possui frequência elevada de recombinação homóloga do RNA; (III) Os 

CoVs possuem genomas grandes, sendo que o seu tamanho pode variar de 26 a 31 kb. 

Isso contribui para uma maior plasticidade. Por conta desses três motivos, os CoVs foram 

levados a uma maior diversidade de genótipos e cepas, além de novas espécies que 

possuem a capacidade de se adaptar a novos nichos ecológicos e hospedeiro, conforme 

aconteceu com a pandemia causada pelo SARS-CoV-2, que foi um grande surto 

zoonótico (7; 8).  

O genoma do SARS-CoV-2 codifica proteínas estruturais e não estruturais. As 

principais proteínas estruturais são: a proteína spike, também conhecida como proteína S, 

proteína de envelope, também chamada de proteína E, proteína de nucleocapsídeo 

(proteína N) e a proteína de membrana (proteína M). O envelope viral é formado pela 

proteína E e M, enquanto que a proteína N forma o conteúdo genético. O genoma tem 

duas regiões importantes que representam 2/3 de todo seu tamanho, o ORF1a e ORF1b. 

É nessas regiões que as proteínas não estruturais, também responsáveis pela replicação 

viral, são codificadas. São justamente essas proteínas acessórias que interrompem a 

resposta imune inata do hospedeiro (9). 

Além dessas proteínas estruturais, o SARS-CoV-2 também possui proteínas não 

estruturais (NSPs), que são ativadas após a entrada do vírus na célula, a partir de 

poliproteínas de proteases virais. Essas proteases virais tem a função de liberar os NSPs 

para que o mesmo faça seu trabalho intracelular. Ao todo são 16 NSPs (9). 

A bioinformática vem sendo utilizada para diversas análises nos últimos anos, 

incluindo a genômica, transcriptômica, proteômica, ciências da saúde e desenvolvimento 

de novos fármacos. O termo “bioinformática” é bastante amplo, abordando 

conhecimentos das ciências biológicas e da ciência da computação, utilizando linguagens 

de programação, como o R, Python e Perl, ou utilizando softwares ou banco de dados que 

foram desenvolvidos para esse tipo de análise (10; 11; 12; 13; 14). Desse modo, por 

facilitar a análise de variantes e mutações do SARS-CoV-2, o objetivo deste trabalho foi 

utilizar as ferramentas da bioinformática para detectar mutações do vírus causador da 

covid-19 presente em amostras de indivíduos residentes no estado do Espírito Santo.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  

O trabalho ocorreu em 5 etapas, como consta na figura 1. A primeira etapa foi a 

aquisição das sequências, por meio do banco de dados GISAID (https://www.gisaid.org/). 

Foram selecionadas apenas amostras do estado do Espírito Santo, de genomas completos 

depositados no período de 01 de janeiro de 2020 a 20 de maio de 2022. A sequência de 

referência do vírus SARS-CoV-2 de Wuhan (China) foi obtida no banco de dados do 

National Center for Biothecnology Information (NCBI), depositada por Wu et al. (2020). 

A segunda etapa constou no alinhamento das sequências, que foi dividido em duas partes: 

https://www.gisaid.org/
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inicialmente fez-se um alinhamento no software MEGA (Molecular Evolutionary Genetic 

Analysis, https://www.megasoftware.net/) pelo algoritmo MUSCLE, com uma 

amostragem parcial, objetivando a visualização dos SNPS e GAPS mais frequentes, que 

era anotado um recorte da sequência de códons nos quais as mutações ocorriam. Nesta 

etapa também foi possível visualizar se uma mutação era sinônima ou não (e 

posteriormente este dado foi confrontado com script em Python).  

Para o alinhamento com todas as amostras foi utilizado o MAFFT version 7 online 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ ), que é relativamente mais rápido que o MEGA. 

O alinhamento pelo MAFFT utilizou-se o Clustal e, igualmente ao MEGA, as amostras 

foram alinhadas juntamente com a amostra referência.  

Após realizado os alinhamentos, ocorreu a análise dos mesmos. A análise no 

MEGA ocorreu de forma mais visual e manual, enquanto que o alinhamento gerado pelo 

MAFFT foi submetido em um script em python por meio da biblioteca BioPython version 

1.79 (2021), utilizando o Jupyter Notebook (https://jupyter.org/) como ambiente de 

desenvolvimento integrado (IDE – Integrated Development Environment). O script pode 

ser visualizado na figura 2. O recorte das sequências dos códons nos quais ocorriam as 

mutações também foram implementados neste script para a verificação da frequência de 

mutação em todas as amostras. As saídas deste script foram copiadas para uma planilha 

Excel 2016 e os dados foram consolidados em gráficos. 

Por fim, para análise das linhagens, que ocorreu após a análise do alinhamento, 

foi adquirida uma tabela que a própria plataforma GISAID oferece, contendo as linhagens 

de cada sequência depositada no banco de dados, que contém uma coluna para a 

nomenclatura oficial da OMS (Gamma, Delta, Omicron, etc.) e outra coluna com as 

nomenclaturas disponíveis no Pango (https://cov-lineages.org/). Os dados desta tabela 

foram consolidados no Excel 2016, analisados e gerados gráficos. 

 

 
 

 

Figura 1 – Fluxograma do método adotado neste projeto.  

 

https://www.megasoftware.net/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
https://jupyter.org/
https://cov-lineages.org/
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Figura 2 – Script em Python utilizado neste estudo.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Foram obtidas e analisadas 1990 (hum mil e novecentos e noventa) amostras do 

genoma completo de SARS-CoV-2 de pessoas infectadas residentes do estado do Espírito 

Santo, disponíveis no banco de dados GISAID, de 01 de janeiro de 2020 até o dia 20 de 

maio de 2022. Além destas, também foi obtida a amostra referência de Wuhan, China, 

para alinhamento, totalizando 1991 (mil e novecentos e noventa e uma) amostras. Destas, 

18 pertenciam a região Noroeste do estado, 25 da Nordeste, 24 da Centro-oeste, 98 da 

região do Rio-Doce, 31 da Sudoeste-serrana, 19 da Central-serrana, 1626 da 

Metropolitana, 36 da região do Caparaó, 63 da Central-Sul e 47 da região do Litoral-Sul. 

Das 1990 amostras, apenas 3 não continham informações do local de coleta, apenas 

relatando serem do estado do Espírito Santo (Figura 3). 

Após as amostras serem obtidas do banco de dados, as mesmas foram submetidas 

ao alinhamento pelo software MEGA. Por este alinhamento foi possível observar algumas 

mutações em sítios específicos. Na figura 4, cada linha pontilhada equivale a uma amostra 

obtida no GISAID, enquanto que a sequência visualizada no topo da imagem equivale à 

amostra original (referência) obtida no NCBI. Os pontos significam que a sequência se 

mantém igual à que está no topo. Pode-se visualizar que a maioria das amostras 

apresentaram mutação de C/T no sítio 3037 (nesta imagem). Ao todo, foram identificadas 

37 mutações por este software, que estão destacadas em vermelho na tabela 1. 
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Figura 3 – Locais de origem das amostras obtidas e analisadas neste trabalho a partir do 

banco de dados GISAID. A numeração indica o número de amostras de cada município. 

Fonte: Mapa do IJSN editado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Alinhamento obtido pelo software MEGA para visualização dos 

polimorfismos. Fonte: Os autores (2022). 



                                                 

 174 

 

 

 

 

 Tabela 1 – Exemplo de tabela 

Sequência Sítio de 

Mutação 

Alteração de 

Base 

TGTGTGGCTGTCACTCGGCTGCAT 100 C/T 
ACATCTAGGTTTCGTCCGGGTGTG 241 C/T 
CCGCAAGGTTCTTCTTCG 628 T/C 
TATGTATTGTTCTTTCTACCCTCC 3037 C/T 
TATGCCTTATTTCTTTACTTTATT 6781 C/T 
AGTTAATGTTTTAGCTTGGTT 10667 T/G 
CTTGACACTCGTTTATAAAGT 11417 G/T 
ACCTTGTATCAAAGTAGCCAC 11824 C/T 
AGTAGCCACTGTACAGTC 11833 C/T 
CATAAACAACCTTTGTGAAGA 12053 C/T 
TATTAAAGGATTAAACAACCT 12964 A/G 
AACAGAAGTGCCTGCCAATTC 13045 G/T 
TATGTGGAAAGGTTATGGCTG 13396 A/C 
TTTGTAGAAAACCCAGATATA 13944 C/T 
GTGTTCCCACCTACAAGTTTT 14408 C/T 
GCTATGCACGCTGCTTCTGGT 14585 C/T 
TACAACCAGAAC 21621 C/A 
ATTACCCCC 21638 C/T 
ATTTTGTAATGATCCATTTTT 21974 G/T 
AAATCTTAGGGAATTTGTGTT 22132 G/T 
GCAAACTGGAAAGATTGCTGA 22812 A/C 
CGGTAGCACACCTTGTAATGG 22998 C/A 
TAATGGTGTTGAAGGTTTTAA 23012 G/A 
CCAACCCACTAATGGTGTTGG 23063 A/T 
TCTTTATCAGGATGTTAACTG 23403 A/G 
AGGGGCTGAACATGTCAACAA 23525 C/T 
TCTTGCTGCTACTAAAATGTC 24642 C/T 
CAGAGCGCTTCCAAAATCATA 25572 C/T 
AGTACAGACACTGGTGTTGAA 26061 T/A 
GATTACATCATAAACCTCATA 27299 C/T 
AACAAACTAAAATGT 28278 A/T 
AAACG----AACAAA 28263 a 28266 ---- / AACA 
AAATGTCTGATAATGGACCCC 28284 a 28286 GAT/CTA 
CTCTCACTCAACATGGCAAGC 28451 A/G 
CTGGGCCAGAAGCTGGACTTC 28632 G/T 
GCAGTAGGGGAACTT 28881 a 28883 GGG/AAC 
AGGAACTAATCAGACAAGGAA 29152 T/C 

 

Obs. Alguns recortes de sequência são maiores que outro devido a presença de outras 

mutações próximas ao sítio. 

Os sítios que mais obtiveram mutações foram: 241, 3037, 14408, 21621, 21974, 

22132, 22812, 22998, 23012, 23063, 23403, 23525, 24642, 28278, 28881, 28882, 28883 

e a inserção AACA também foi frequente em quase 20% das amostras (347 amostras), 

entre os sítios 28263 a 28266. A contagem das mutações pode ser visualizada na figura 

5. Destas mutações, 70,27% eram não-sinônimas, 24,32% sinônimas e 5,40% houve a 
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mudança da trinca de nucleotídeos para um stop códon. Tanto a mutação C241T quanto 

a C3037T são exemplos de mutações sinônimas (15). C241T trata-se de uma mutação de 

alta frequência, que já foi identificada no mundo inteiro, apresentando frequência global 

superior a 95%, o que é compatível com os resultados apresentados neste trabalho, já que 

99,89% das amostras apresentavam mutação neste sítio. Apesar de ser uma mutação 

sinônima, são descritos efeitos secundários na estrutura do RNA, o que influencia na taxa 

de replicação e, por conseguinte, na infecção viral. Não há mudança significativa na 

estrutura secundária, porém a mutação C241T altera uma alça de haste (SL4), que em 

situações de SNP simples ou duplo, pode reduzir a replicação viral (16; 17). Além disso, 

esta mutação também está associada aos clados 20A e 20B (18). A mutação C100T 

também se encontra nesta região 5’UTR e está bastante associada à linhagem B.1.1.28 

(19; 20). 

Já em relação à mutação C3037T, apesar de sua frequência global ser maior que 

a C241T, já que esta mutação causa uma mudança de códon (TTC>TTT) sendo mais 

frequente na cepa do SARS-CoV-2 (21; 17), ainda não há muitos estudos que mostram 

exatamente qual o seu impacto. Existem algumas hipóteses de que esta mutação, em 

associação com a C241T, C14408T e A23403G, influenciam em sua patogenicidade, 

infectividade ou na adaptabilidade ao hospedeiro do SARS-CoV-2, além disso, todas 

essas mutações são características do clado G. Ademais, o sítio 3037 foi exposto como 

sítio hipermutável de baixa adequação, juntamente com o 11074 (22; 17; 23).  

A mutação C14408T resulta em uma alteração em P323 para leucina de RNA 

polimerase dependente de RNA. Esta por sua vez, tem função, juntamente com a P322, 

de terminar a hélice 10 e gerar uma volta seguida por uma folha beta. A leucina nesta 

posição forma interações hidrofóbicas que cria uma variante de maior estabilidade para 

NSP12. Esta mutação está associada à evolução do genoma e maior densidade de 

mutação, podendo estar agindo de forma sinérgica com a mutação A 23403 G (24; 21). 

Já a mutação A 23403 G resulta em uma mutação da proteína spike D 614 G. Esta mutação 

está associada ao aumento da infecção viral, pela lógica de que quanto menos houver 

liberação de spikes, maior será a incorporação em pseudovírus e aumento da carga viral. 

Diversos experimentos in vitro conseguiram provar a infectividade desta mutação, o que 

pode ser levado em consideração para o desenvolvimento de vacinas a base de RNA (25; 

26; 23). 

A mutação G28881A e G28882A são não-sinônimas, mudando uma arginina para 

uma lisina e a mutação G28883C troca uma glicina por uma arginina, isso favorece para 

uma carga mais positiva à proteína N, havendo a hipótese de que essas mutações podem 

modificar a flexibilidade molecular desta proteína (21; 27). Inclusive, relatos de que a 

mutação G28883C (G 204 R) gera uma mutação de nucleocapsídeo capaz de aumentar a 

infectividade e virulência do SARS-CoV-2 (28). A proteína N tem função estrutural e 

essencial para o vírus, pois realiza a regulação do metabolismo celular infectado e no 

empacotamento do genoma viral, possuindo função importante na replicação e 

transcrição (29).  

As mutações não-sinônimas nos sítios: C21621A (T20N), C21638T (P26S), 

G21974T (D138Y), G22132T (R190S), C23525T (H655Y), A22812C (K417T), 

G23012A (E484K), A23063T (N501Y), C24642T (T1027I) são todas na região da 

proteína S. 
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Figura 5 – Sítio das principais mutações e frequência absoluta e relativa observada nas 

sequências alinhadas do SARS-CoV-2 utilizadas neste estudo. Fonte: Os autores (2022). 

 

Das amostras analisadas, a maioria das que foram obtidas pelo GISAID 

pertenciam à linhagem AY.99.2 e AY.99.1 (ambas delta), sendo 26,13% e 22,11%, 

respectivamente. Existem também muitas amostras pertencentes às linhagens P.1 
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(Gamma (14,57%)), BA.1 (Omicron (9,39%)) e BA.1.1 (Omicron (5,12%)), sendo estas 

a de maiores números, porém também foram encontradas amostras com as linhagens: 

AY.100, AY.101, AY.122, AY.13, AY.36, AY.5.1, AY.5.4, AY.43, AY.3, AY.46.3, 

AY.34.1.1, AY.6, AY.25, AY.4, AY.44, AY.118, AY.129, AY.124, AY.26, AY.9.2, 

P.1.2, P.1.4, P.1.9, P.1.14, P.1.11, P.1.12, P.1.7, P.2, P.7, B.1.1.7, B.1.1.28, B.1.1.33, 

B.40, BA.1.15, BA.1.14.1, BA.1.14.2, BA.1.14, BA.1.17, BA.1.17.2, BA.1.1.18, N.9 e 

N.8 (Figura 6).  

A subdivisão de linhagem AY.99.2 possui mutação em A1306S, P2046L, 

V2930L, T3255I, T3646A, T4087I em ORF1a, P314L, G662L, A1918V em ORF1b, 

T19R, L452R, T478K, D614G, D950N em S, S26L em ORF3, I82T em M, V82A, T120I 

em ORF7a, G215C em N (30). Um estudo realizado no Rio de Janeiro também relatou 

dominância das sublinhagens AY.99.2 em relação a AY.99.1 (o que também é visualizado 

neste trabalho) (31). O AY.99.2 difere do AY.99.1 pela mutação C4927T (32).  

A linhagem P.1 possui algumas mutações na proteína S que são características, 

como L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y e T1027I 

quando comparada com a sua ancestral B.1.1.28 (33). A BA.1 possui 11 mutações que 

são compartilhadas também em suas sublinhagens, como a G339D, S373P, S375F, 

K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, Q4934, Q498R e N501Y. Estas mutações 

contribuem de forma significativa na transmissão em potencial e evasão imune do 

hospedeiro do vírus (34). 
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Figura 6 – Linhagens e suas respectivas ocorrências de amostra utilizadas neste estudo. 

Fonte: Os autores (2022).  

 

CONCLUSÕES  

Tratou-se de um estudo in silico, na qual as mutações encontradas foram coerentes 

com o que está descrito na literatura, principalmente os sítios de alta frequência global 

(C100T, C241T, C3037T). Foram observados que muitas mutações ocorreram na região 

da proteína S, assim como tem sido estudado desde o início da pandemia. Existem 

algumas mutações que são descritas como características de certas linhagens, como a 

mutação não-sinônima T20N (C21621A), associada a linhagem P.1 (Gamma), porém, 

neste estudo, esta mutação foi encontrada em mais amostras que correspondiam a esta 

linhagem (70,95% das amostras continham esta mutação, mas apenas 14,57% das 

amostras pertenciam a linhagem P.1). O mesmo ocorre com a N501Y (A23063T), 

descrita como característica da linhagem P.1, porém com uma frequência bem maior 

quando analisada a quantidade de amostras que são provenientes desta linhagem. Isto 

demonstra que estudos mais específicos a respeito da evolução do vírus e quais realmente 

caracterizam suas linhagens devam ser desenvolvidos. 

Ademais, existem muitas mutações encontradas que ainda não há muito de suas 

origens e funcionalidades descritas em literatura. Apesar de que a maioria não apresenta 

uma frequência alta em relação ao número de amostras, isto deve ser reconsiderado, já 

que as mutações podem interferir diretamente à eficácia de vacinas, terapias utilizadas 

para a covid-19 e até mesmo ao desenvolvimento da doença no paciente.  
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Resumo 

O conhecimento do valor nutricional e terapêutico de uma alimentação saudável tem 

levado ao aumento global do consumo de frutas e vegetais. O potencial nutracêutico tem 

sido atribuído aos compostos bioativos presentes na composição dos alimentos, capazes de 

modular vias metabólicas atuando na prevenção de patologias crônicas degenerativas e 

cardiovasculares decorrentes do estresse oxidativo. A busca por fontes fitoquímicas 

relevantes tem chamado a atenção da comunidade científica para a espécie Mauritia 

flexuosa, conhecida popularmente como buriti. Esse fruto considerado um alimento 

funcional, possui importantes bioativos em sua composição, a saber, carotenoides, 

flavonoides, vitaminas, ácidos graxos entre outros componentes antioxidantes. Pesquisas 

tem mostrado que os constituintes do buriti desempenham ação quimiopreventiva, 

antiplaquetária, anti-inflamatória, antibacteriano e cardioprotetor, portanto, tem grande 

potencial biológico a ser explorado industrialmente. No entanto, o principal desafio é dar 

visibilidade a esse valioso fruto amazônico, tornando demais pesquisadores e a sociedade 

em geral cientes do potencial desse fruto nativo. Diante disso, realizou-se uma revisão 

bibliográfica de artigos nacionais e internacionais pesquisados nas principais bases de dados 

científicas, onde foram compiladas informações sobre propriedades bioativas e nutracêuticas 

do buriti. Os compostos da classe dos polifenóis foram os fitoquímicos majoritários 

encontrados no fruto investigado, mostrando que o buriti é fonte viável de matéria-prima 

para uso nos setores farmacêutico, cosmético e alimentício. As pesquisas realizadas tanto 

em testes in vivo quanto in vitro evidenciam o potencial nutracêutico do buriti na prevenção 

e tratamento doenças que representam grave problema de saúde pública, entre elas 

dislipidemia e hiperglicemia. 
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INTRODUÇÃO  

Os fitoquímicos são substâncias que apresentam atividade biológica em tecidos 

celulares capaz de gerar uma resposta benéfica à saúde humana (1,2). Também conhecidos 

como bioativos, esses compostos atuam amenizando ou inibindo o estresse oxidativo, 

causado por moléculas instáveis e altamente reativas, que oxidam proteínas, lipídios e DNA, 

ocasiona mudanças na estrutura de células saudáveis, constituindo o principal fator para o 

desenvolvimento de patologias (3,4,5). 

Doenças crônicas não transmissíveis, a exemplo de diabetes, neoplasias, doenças 

cardiovasculares e neurodegenerativas têm sido associadas aos danos causados pelo excesso 

de radicais livres, os quais são produzidos durante o metabolismo celular ou por fatores 

exógenos (6). Contudo, os fitoquímicos quando ingeridos regularmente e em quantidade 

significativas, inibem o processo de oxidação protegendo os sistemas biológicos dos danos 

causados pelas reações oxidativas (3,4,5).   

Os compostos bioativos são encontrados em diversos alimentos como frutos, 

vegetais, óleos e cereais (2). A busca por fontes relevantes desses fitoquímicos tem chamado 

a atenção para o bioma amazônico, onde estima-se encontrar cerca de 44% da diversidade 

de frutos nativos. Esses frutos têm contribuído no ramo da ciência nutrigenômica em razão 

do crescente reconhecimento de seu valor funcional, nutricional e terapêutico, apresentando 

como principais fitoquímicos de sua composição, os compostos fenólicos, vitaminas e 

carotenoides, e por isso tem despertado o interesse em muitos campos da área científica e 

tecnológica além das indústrias farmacêuticas, cosméticas e nutracêutica de alimentos (2,7). 

Dentre tais espécies encontra-se a Mauritia flexuosa, fruto nativo e exótico 

popularmente conhecido como buriti, miriti, palmeira-do-brejo e aguaje, esse fruto possui 

propriedades químicas e biológicas a serem exploradas (6,8,9). O buriti pertence à família 

das Arecaceae, se desenvolve em áreas alagadas, possui grande importância ambiental, 

econômica e social, visto que é proveniente de atividade extrativista (9,10). 

A presença de diversos compostos bioativos na composição do buriti, a exemplo de 

carotenoides, flavonoides e ácidos graxos insaturados, concede ao fruto e seus derivados 

significativo valor nutricional e terapêutico. Estudos realizados em testes em vitro e in vivo 

caracterizam potenciais propriedades antimicrobiana, anticâncer, antioxidante, cicatrizante, 

cardioprotetora e fotoprotetora do buriti (11,12). Costa et al., (13), relatam que as moléculas 

constituintes do óleo do buriti são fontes viáveis para o desenvolvimento de medicamentos 

de combate a Covid-19 e ademais, é encontrada em larga escala e com baixo custo industrial. 

Demais pesquisadores complementam que o buriti é um valioso suplemento alimentar para 

portadores de diabetes mellitus, e diante de tais propriedades, sugerem a viabilidade desse 

fruto para o desenvolvimento científico de novos fármacos (14). 

Nessa perspectiva, com intuito de ampliar o conhecimento e dar maior visibilidade a 

esse fruto amazônico não convencional o objetivo deste trabalho é compilar informações 

sobre os constituintes fitoquímicos presentes na composição do buriti e suas propriedades 

nutracêuticas no organismo humano, já comprovadas cientificamente. 

Mediante utilização dos termos buriti e Mauritia flexuosa, foram realizadas buscas 

de artigos nacionais e internacionais publicados nas seguintes plataformas científicas: 

pubMed, scielo, google acadêmico, portal periódicos capes e science direct. Artigos 

encontrados em duplicidade nas bases de dados científicas, ou que não estavam relacionados 

com a atividade biológica, terapêutica e nutricional do fruto investigado, foram descartados 
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da seleção. Os artigos incluídos nesse trabalho foram selecionados seguindo o seguinte 

critério: texto completo mostrando o perfil fitoquímico e/ou ação nutracêutica da espécie 

Mauritia flexuosa. Após leitura criteriosa, as informações mais relevantes foram compiladas 

e cruzadas para compor essa revisão bibliográfica. 

 

BURITI (Mauritia flexuosa)  

O fruto buriti (Figura 1) possui formato globoso alongado, medindo cerca de 4-7 cm 

de comprimento e 3-5 cm de diâmetro. Seu epicarpo possui escamas rombóides de cor 

marrom-avermelhado, o mesocarpo (polpa) carnoso de cor laranja é rica em óleos e o 

endocarpo que reveste a semente é esponjoso, fino e com cor oscilando entre branco e 

amarelo (9,10,15). 

 

 

Figura 2 - Representa frutos buriti (Mauritia flexuosa). Fonte: autores 

 

O buriti é consumido principalmente pela população indígena, que fabrica o “vinho 

do buriti”. Além disso, devido as características e sabores peculiares, esse fruto também é 

utilizado para extração do óleo (rico em carotenóides), como também para fabricação de 

doces, geleias, picolés, sorvetes, cremes e na forma de farinha é utilizado para a preparação 

de massas de panificação e cookies (14).  

Diversas pesquisas mostram que o buriti possui alto valor nutricional, devido 

apresentar elevada quantidade de macronutrientes em 100g do fruto. A avaliação da 

composição centesimal expõe a proporção de componentes de cada substância do alimento, 

os quais são responsáveis por sintetizar antioxidantes, fornecendo inúmeras propriedades 

nutracêuticas à saúde humana (15,16). A tabela 01 apresenta a composição centesimal da 

polpa do buriti.  

 

Tabela 2. Composição centesimal (100g) da polpa do buriti (Mauritia flexuosa). 

Análises 
(%100 g) 

(17) (16) (18) (19) 

Umidade 36,84 54,35 59,69 63,93 

Lipídeos 43,76 18,16 20,92 13,85 

Proteínas 5,19 1,30 2,97 2,10 
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Carboidratos 11,50 25,53 7,28 8,25 

Cinzas 2,71 0,66 1,04 0,94 

Fonte: autores 

 

Diferenças quanto a composição centesimal da polpa do buriti encontradas em 

diversos estudos podem ser explicadas pela variação do grau de amadurecimento, 

armazenamento do fruto, processo de extração, clima, solo, região de cultivo, época de 

colheita, além do tipo de amostra analisada (in natura ou desidratada). 

 

PERFIL FITOQUÍMICO E NUTRACÊUTICO  

O buriti é uma valiosa fonte polifenóis que podem variar de acordo com cor, estágio 

de maturação dentre outros fatores (20). Esses metabólitos secundários, englobam um 

enorme e variado grupo de compostos químicos e são organizados de acordo com o número 

de subunidades de fenol que estão aderidos a molécula. 

Demais compostos bioativos também estão presentes na composição deste fruto, 

concedendo-o inúmeras propriedades nutricionais e terapêuticas (12). Na tabela 2 é descrito 

os principais fitoquímicos e atividade biológica já comprovados quanto a saúde humana. 

 

Tabela  2. Fitoquímicos e atividade nutracêutica do buriti (Mauritia flexuosa). 

Bioativos Subclasse Atividade Nutracêutica Referências 

Carotenoides 
 

Betacaroteno, 
Alfacaroteno 

Licopeno, luteína 

Tratamento de feridas, 
queimaduras, picadas de 

animais peçonhentos; 
Vermífugo 

(8,15,20) 

Flavonoides 

Vitexina,Catequina, 
epicatequina, 

Quercetina, Miricetina, 
Rutina, luteolina, 

Kaempferol, 
proantocianidinas 

Desempenham ação 
Antioxidantes, antitumoral, anti-

inflamatória, antimicrobiana, 
antiviral 

Ação gastroprotetiva 

(15,20,21) 

Vitaminas 
Retinol 

Tocoferol 
Ácido ascórbico 

Potencial para prevenir o 
colesterol LDL e xeroftalmia 

(15,20,22) 

Ácidos 
fenólicos 

Ácido caféico, ácido 
clorogenico, ácidos p-

cumárico, ferúlico, 
protocatecuico e quínico, 

oleico 

Efeito antibacteriano frente a 
Staphylococcus áureos, 

enterobacter aeruginosas, 
Klebsiella pneumoniae e Bacillus 

subtillis. 

(15,20,21,23)  



                                               

 186 

 

 

Fonte: autores 

 

O buriti é detentor da maior quantidade de carotenoides, particularmente 

betacaroteno, quando comparado a análises feitas com outros alimentos, a exemplo da 

cenoura, tucumã e bacuri (24). A ação antioxidante dos fitoquímicos presentes na 

composição do buriti faz desse fruto um valioso alimento funcional (11,24).  

Aquino et al., (22) foram os pioneiros a constatarem a eficiência metabólica do buriti 

na redução do perfil lipídico, atuando na diminuição dos níveis de colesterol LDL e 

triglicerídeos nos indivíduos avaliados. Em outro estudo, Aquino et al., (24) relatam que o 

consumo de produtos à base do buriti é uma alternativa para atenuar os casos de 

hipovitaminose A, sendo uma estratégia eficaz sua utilização em refeições escolares.  

Mas além de reduzir a dislipidemia, e a deficiência de vitamina A os fitoquímicos 

presentes na composição do buriti previnem doenças cardiovasculares e atuam como 

cicatrizantes, antialérgicos, antiglicêmico, cardioprotetores e vasodilatadores (12,15,23). A 

tabela 3 descreve algumas pesquisas que já comprovaram em testes in vivo e em vitro tais 

propriedades do fruto. 

 

Tabela 3. Propriedades biologicas do buriti (Mauritia flexuosa) 

Pesquisa Sujeito 
Parte do 

fruto 
In vivo/ 
in vitro 

Atividade 
biológica 

Referência 

Efeitos do óleo de 
Mauritia flexuosa 

no perfil de 
colesterol e status 
de vitamina A e E 

de ratos 

Ratos 
Óleo da 
polpa 

In vitro 
Melhora do perfil 

lipídico 
(22) 

Atividade 
antibacteriana e 
cicatrizante do 
óleo de buriti 

Mauritia flexuosa 

Ratos 
Óleo da 
polpa 

In vitro 
Antibacteriana e 

cicatrizante 
(23) 

Atividade 
antioxidante in 

vitro e in vivo do 
fruto do buriti 

(Mauritia flexuosa) 

Ratos 
Polpa 

do fruto 
In vitro 
In vivo 

Alta atividade 
antioxidante 

(11) 

Atividade 
antiplaquetária e 
antitrombótica in 
vitro e in vivo do 

buriti 

Camundongo 
Casca 

do fruto 
In vivo 

Antitrombose 
antiplaquetária 

(25) 
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Ação tópica do 
óleo de buriti na 
miosite induzida 

em ratos 

Ratos 
Óleo da 
polpa 

In vivo 
Atividade anti-

inflamatória 
antidematogênica 

(26) 

Fonte: autores 

 

Diante da diversidade de compostos fitoquímicos presentes na composição do buriti 

e de evidências de sua ação nutracêutica, pesquisadores sugerem a utilização desse fruto 

como alternativa terapêutica, assim como uma matéria prima promissora para o setor 

farmacêutico (6,10,25,26). 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo revelaram que o buriti contém uma diversidade de 

fitoquímicos, com predomínio de compostos da classe dos flavonoides. Tais substâncias 

atuam na prevenção de diversas doenças crônico-degenerativas e são promissoras para o 

desenvolvimento de produtos nas áreas farmacêutica e terapêutica. Os resultados deste 

trabalho contribuirão para a desenvolvimento de pesquisas quimiométricas e posterior 

aplicação industrial dos compostos presente neste valioso fruto amazônico.  
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Resumo  

A nutrigenômica é a ciência que estuda a associação entre os genes humanos e a alimentação. 

Os nutrientes e os compostos bioativos presentes nos alimentos influenciam a expressão 

gênica, podendo ou não resultar no desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT). O presente artigo faz um panorama sobre as interações existentes entre a 

revolucionária nutrigenômica e algumas doenças crônicas não transmissíveis objetivando a 

compreensão detalhada da genômica nutricional e suas influências na saúde e na doença, 

valorizando a intervenção dietética personalizada, em prol da profilaxia e do tratamento dessas 

patologias e, além disso, da promoção de saúde. A metodologia utilizada foi uma ampla 

revisão integrativa bibliográfica, a partir de artigos e livros. Concluiu-se que a nutrigenômica 

proporcionou uma revolução no âmbito da saúde, mas são necessários novos estudos.  

Palavras-chave: doenças crônicas não transmissíveis; genômica; nutrição; nutrigenômica  

 

INTRODUÇÃO    

A transição nutricional e epidemiológica, em associação com a demográfica, 

proporcionou um novo cenário em termos de mortalidades e morbidades, resultando em um 

impacto diferente na saúde. A carga genética colabora com o desenvolvimento do quadro de 

morbimortalidades, contudo, há estudos que demonstram que os fatores ambientais também 

possuem um significativo papel deletério (1).  

A partir dos avanços tecnológicos, da urbanização, da industrialização e da 

globalização, houve uma transição da desnutrição e das doenças infecciosas para o excesso de 

peso (sobrepeso e obesidade) e as doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), resultantes da 

nova cultura alimentar (1).  

As DCNT caracterizam-se por apresentarem etiologias múltiplas e diversos fatores de 

risco, origem não-infecciosa, longos períodos de latência, curso prolongado, associando-se com 

as incapacidades e as deficiências funcionais. Além disso, participam do grupo de doenças de 

maior magnitude no Brasil atingindo, principalmente, as populações vulneráveis, ou seja, com 

baixa escolaridade e com baixa renda, visto que o país apresenta desigualdades 
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socioeconômicas (2, 3).  

A nutrigenômica é a ciência que estuda as relações existentes entre os genes humanos e 

um fator ambiental específico que acompanha os indivíduos ao longo da vida: a alimentação. 

Os nutrientes e os compostos bioativos presentes nos alimentos influenciam a expressão gênica, 

dando origem aos polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP), podendo ou não resultar no 

desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis (4).  

Com a finalidade de um estudo aprofundado, o presente artigo fez um panorama sobre 

as interações entre a revolucionária nutrigenômica e algumas doenças crônicas não 

transmissíveis, especificamente: o câncer, as doenças cardiovasculares e o diabetes mellitus 

tipo 2, objetivando a compreensão detalhada da genômica nutricional e suas influências na 

saúde e na doença, valorizando a intervenção dietética personalizada, em prol da profilaxia e 

do tratamento dessas patologias e, além disso, da promoção de saúde.  

A metodologia utilizada foi uma ampla revisão integrativa bibliográfica formada por 

levantamentos de dados científicos encontrados em artigos e livros. As pesquisas dos artigos 

foram realizadas por meio de bases de dados como o Scielo, o PubMed e o Google Acadêmico. 

Foram consultados artigos de 2002 a 2022 e selecionados os que apresentaram maior 

relevância, contribuindo para o aprendizado sobre o tema.  

1. A REVOLUCIONÁRIA NUTRIGENÔMICA  

1.1 Genética e Nutrição  

Em 1953, James Watson e Francis Crick determinaram que a base genética é construída 

a partir das sequências de bases do genoma, na forma dos ácidos nucleicos como o ácido 

desoxirribonucleico (DNA), uma molécula que apresenta uma estrutura de dupla-hélice, sendo 

formada de duas fitas de subunidades de nucleotídeos conectadas por ligações de hidrogênio, 

em que cada subunidade possui um fostafato, o açúcar desoxirribose e uma das quatro bases 

nitrogenadas: adenina (A), tiamina (T), guanina (G) e citosina (C). Esse arranjo linear, formado 

a partir da disposição desses nucleotídeos lado a lado, determina as informações que serão 

codificadas em um segmento de DNA, que resulta na síntese de uma proteína ou RNA funcional 

(5, 6). 

  A codificação da informação presente no DNA ocorre através do método de transcrição, 

em que a enzima polimerase do ácido ribonucleico (RNA polimerase) sintetiza o DNA em uma 

nova molécula intermediária denominada RNA mensageiro. Após esse processo, inicia-se a 

etapa de tradução, na qual a informação codificada no RNA mensageiro direciona-se à 

montagem dos aminoácidos para que obtenha-se a molécula de proteína (6).  

Uma sequência de nucleotídeos do DNA é denominada gene. Em 1961, François Jacob 

e Jacques Monod demonstraram, através de estudos, que os genes apresentam elementos 

regulatórios que comandam a expressão gênica. Esse processo ocorre por meio de uma proteína 

regulatória que se une a um gene, atuando como repressora ou ativadora de suas informações 

(5, 6). 

Segundo Conti (7) e Safraid et al. (8), diversos alimentos, além das funções nutricionais 

básicas, são responsáveis pela construção de novos hábitos alimentares mais saudáveis e geram 

efeitos benéficos para a saúde a longo prazo, sendo considerados alimentos com propriedades 

funcionais.  

A partir do aprofundamento dos estudos genéticos, surge o Projeto Genoma Humano, 
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que revolucionou a área da saúde.  

O Projeto Genoma Humano, concluído em 2003, surgiu do esforço de muitos países 

que se uniram em prol da identificação de cada um dos nucleotídeos existentes no DNA, 

aumentando substancialmente o conhecimento sobre como alguns fatores ambientais atuam nas 

variações do DNA (6). 

Através do desenvolvimento do Projeto Genoma Humano e dos métodos e 

procedimentos da biologia molecular, novos avanços tecnológicos reforçaram o conhecimento 

de que a alimentação pode influenciar na expressão de determinados genes, de acordo com a 

variabilidade genômica de cada indivíduo (9).  

De acordo com Conti et al. (10), o genoma do ser humano é 99,9% idêntico, sendo 0,1% 

de diferença, responsável pelas alterações no fenótipo, ou seja, nos aspectos físicos como a cor 

dos olhos, do cabelo, da pele, inclusive pelo maior ou menor risco de desenvolvimento de 

doenças crônicas e pela necessidade existente de determinados compostos bioativos e 

nutrientes, e essas diferenças são conhecidas como polimorfismos de nucleotídeos únicos 

(single-nucleotide polymorphism, SNP). Em alguns casos, os SNP resultam em alterações nos 

processos fisiológicos de digestão e metabolismo, a partir de modificações na função, na 

estrutura, na localização e na quantidade de proteínas codificadoras, influenciando nas 

respostas aos alimentos, nas necessidades nutricionais e nos riscos de doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT). 

Na era pós-genômica, o objetivo é compreender a atuação dos fatores ambientais, desde 

a fase intrauterina, como o estresse, o uso de medicamentos, o tabagismo, a ingestão de bebida 

alcoólica, a poluição, a atividade física e, principalmente, a alimentação, que acompanha, ao 

longo da vida, todos os indivíduos (7).  

A nutrição vem conquistando espaço e ganhando força, associando-se com a integração 

de análises e descobertas genéticas e, consequentemente, construindo novos horizontes com 

amplas possibilidades na área da alimentação (9). O perfil genético individual é uma 

informação importante para que estabeleça-se uma nutrição personalizada e obtenha-se uma 

diminuição no risco de DCNT (7).  

 

1.2 Nutrigenômica  

 

A partir da combinação entre a genômica e a alimentação, surge a nutrigenômica com 

o objetivo de compreender as funcionalidades dos genes e as suas interações com a alimentação, 

para que ocorra a prevenção do risco de DCNT e, consequentemente, a promoção de saúde (7).  

A nutrigenômica busca compreender, através de estudos cada vez mais avançados, os 

efeitos dos nutrientes e dos compostos bioativos presentes nos alimentos sobre a modulação 

gênica. Essa ciência engloba outras duas ciências: a nutrigenética e a epigenética. A 

nutrigenética estuda sobre como as variações genéticas de cada indivíduo, frente a um alimento, 

formam respostas e afetam o funcionamento do organismo. A epigenética estuda os efeitos 

gerados pelos fatores ambientais sobre as alterações no desempenho do genoma, influenciando 

nos resultados finais, ou seja, controlando se os genes podem ser expressos, através do 

ligamento ou do desligamento dos mesmos, e esse processo é conhecido como regulação gênica 

(6, 11).  

Segundo Conti (7), a nutrigenômica pode ser compreendida como uma ciência na qual 

a alimentação pode influenciar a atividade dos genes, assim como os genes podem influenciar 

a necessidade dos nutrientes, e ambos podem influenciar no estado de saúde do indivíduo, 

conforme exemplifica a Figura 1.  
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Figura 1 - Nutrigenômica 

Fonte - Conti (7) 

 

No interior da área da nutrigenômica, formam-se subáreas, ou seja, outras ômicas: a 

transcriptômica que estuda os produtos da transcrição, o RNA mensageiro e as suas 

modificações frente a um nutriente ou a um composto bioativo; a proteômica que analisa e 

identifica o conjunto de proteínas codificadas em cada gene, compreendendo as funcionalidades 

de cada uma delas e as alterações evidenciadas a partir da presença ou da ausência de nutrientes 

bioativos; a metabolômica que verifica os metabólitos importantes para a monitorização da 

condição de saúde, analisando o controle do transporte dos nutrientes e dos produtos do 

metabolismo em suas rotas bioquímicas (6, 9). 

Os alimentos e seus componentes bioativos são responsáveis pelas modificações na 

expressão gênica, de um modo dinâmico e constante, em prol da manutenção do estado de 

equilíbrio do organismo, considerando todas as etapas presentes no ciclo da vida (11).  

 

2. INFLUÊNCIAS DA NUTRIGENÔMICA NA SAÚDE E NA DOENÇA  

 

Diferentemente dos fármacos, que agem em vias específicas, os nutrientes e os 

compostos bioativos atuam de maneira sinérgica, por estarem presentes em diversas 

combinações de alimentos, e apresentam múltiplos alvos moleculares (7).  

Os nutracêuticos consistem em uma diversidade de compostos bioativos encontrados 

em alimentos que são responsáveis pelos efeitos benéficos na saúde, agindo no tratamento e na 

prevenção das DCNT, visto que são comprovadamente eficazes como agentes antioxidantes e 

anti-inflamatórios, influenciando na modulação da expressão gênica dos indivíduos. As 

moléculas lipofílicas, de pequeno peso molecular, adentram nas membranas celulares, ligando-

se aos fatores de transcrição que controlam a expressão dos genes, como por exemplo: as 

catequinas presentes no chocolate amargo e no chá, e o resveratrol presente na casca da uva. 

As moléculas hidrofílicas, de grande peso molecular, comunicam-se através da transdução de 

sinal, a partir de interações com as proteínas dos receptores das membranas celulares, iniciando 

uma cascata de reações bioquímicas e resultando em fatores de transcrição que interagem com 

o DNA e alteram a expressão gênica, como por exemplo: os sulforanos e outros glucosinolatos 

encontrados nos vegetais que pertencem à família do repolho (12,13). 

As influências genéticas e epigenéticas resultam na fisiopatologia das DCNT. O 

processo inflamatório prolongado é o denominador comum de todas essas patologias. O estilo 
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de vida e a nutrição são moduladores da inflamação (6). 

Os ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 reduzem o processo inflamatório, 

modulando a biossíntese dos eicosanóides anti-inflamatórios, reprimindo a expressão gênica 

relacionada com a síntese de citocinas inflamatórias, como os genes de interleucina-I e de fator 

de necrose tumoral alfa. Os pesquisadores continuam buscando, de forma ativa, os estudos de 

circunstâncias em que o ômega-3 possa ser empregado com o intuito de diminuir os processos 

inflamatórios e de aumentar a sensibilidade à insulina (6, 14).  

A alimentação, em alguns casos, pode ser um agravante para a formação de patologias 

e, devido a isso, é importante conhecer as alterações intracelulares na presença desses alimentos 

e a interação existente entre eles com a transcriptômica e a metabolômica, objetivando à 

personalização dos efeitos da dieta e à correção do metabolismo (15).  

Ainda que por um custo elevado, o que é um ponto negativo em relação ao acesso 

popular ao exame, é tecnicamente executável e cientificamente aceitável realizar o 

sequenciamento do genoma humano (7) visto que a ação de identificação dos mecanismos 

bioquímicos e genéticos sustentam uma base para que ocorra o desenvolvimento das estratégias 

de prevenção através de uma intervenção dietética individualizada (6).  

3. GENÔMICA NUTRICIONAL E DOENÇAS CRÔNICAS  

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são responsáveis por 74% dos óbitos 

no mundo. Os fatores de risco podem ser não modificaveis (idade, sexo e herança genética) 

e/ou modificáveis (alimentação, tabagismo, inatividade física, consumo excessivo de álcool e 

de outras drogas), sendo potencializados pelos fatores condicionantes culturais, 

socioeconômicos e ambientais, aumentando o risco de gerar perda da qualidade de vida com 

limitações nas atividades de lazer e de trabalho, mortes prematuras, impactos econômicos 

negativos para a sociedade em geral, agravando as injustiças derivadas das desigualdades 

socioeconômicas e aumentando o nível de pobreza (2, 6, 16).  

A nutrigenômica possui um papel importante na incidência, na progressão e/ou na 

gravidade das DCNT. A partir disso, entende-se que a alimentação atua prevenindo ou 

acelerando o desenvolvimento de doenças, sendo importante intervenções amplas na promoção 

de saúde (7).  

É necessário identificar os genes que interagem entre si e com o ambiente, e que portanto 

contribuem para o início e a progressão das patologias crônicas, e compreender a regulação da 

expressão gênica através de componentes alimentares. Alguns estudos demonstram a relação 

existente entre as DCNT, a expressão gênica e a alimentação, contribuindo para novas 

descobertas de prevenção e tratamento no âmbito da saúde (6).  

3.1 Câncer  

O câncer é considerado uma DCNT que corresponde a alterações genéticas, 

proporcionando um descontrole dos mecanismos do ciclo celular e, consequentemente, uma 

perda das funções celulares. As mutações somáticas em genes controlam os proto-oncogenes, 

que são responsáveis pela estimulação do ciclo da proliferação de células a partir do processo 

de divisão celular, e os genes supressores de tumor, que são responsáveis pela inibição dessas 

divisões celulares. Os proto-oncogenes, através de mutações, podem se tornar oncogenes, 
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causando uma multiplicação celular excessiva. Os genes supressores de tumor, ao serem 

inativados, favorecem o desenvolvimento de câncer (17, 18).  

Os antioxidantes (vitamina C, vitamina E, vitamina A e os carotenóides, selênio e 

zinco), os compostos bioativos (licopeno, antocianinas, polifenóis, alfa, betacarotenos, 

criptoxantina, flavonoides, luteína, zeaxantina, sulforanos, indóis e sulfetos alílicos), conforme 

exemplifica detalhadamente a Tabela 1, e alguns outros nutrientes (cálcio, ácidos graxos 

essenciais e ácido fólico) podem influenciar as principais vias de sinalização desreguladas 

atuando como inibidores de carcinógenos, prevenindo diversos tipos de câncer. A vias incluem: 

o reparo de DNA, o metabolismo carcinogênico, a sinalização celular, a proliferação celular, o 

controle do ciclo celular, a apoptose, o equilíbrio hormonal, a inflamação, a diferenciação, o 

desequilíbrio da razão oxidante/antioxidante e a angiogênese (6, 19).  

O sulforano, presente no brócolis, estimula a expressão de genes muito importantes para 

o processo de defesa celular de compostos químicos tóxicos ao organismo, sendo considerado 

um composto bioativo com função anticancerígena, atuando com um efeito protetor (7).  

 

Tabela 1 - Fitoquímicos em Vegetais e Frutas que Podem Ter Propriedades Protetoras 

contra o Câncer 

 

Cor Fitoquímico Vegetais e frutas 

Vermelha Licopeno Tomate e produtos à base 

de tomate, toranja rosa, 

melancia 

Vermelha e roxa Antocianinas, polifenóis Framboesa, amora, uvas, 

vinho tinto, ameixas 

Laranja Alfa e betacarotenos Cenouras, mangas, abóbora 

Laranja e amarela Criptoxantina, flavonoides Melão, pêssegos, laranjas, 

mamão papaia, nectarinas  

Amarela e verde Luteína, zeaxantina Espinafre, abacate, melão, 

couve e nabo, verduras, 

aspargo 

Verde Sulforanos, indóis Repolho, brócolis, couve-de-

bruxelas, couve-flor 

Branca e verde Sulfetos alílicos Alho-poró, cebola, alho, 

cebolinha  

Fonte: Mahan; Raymond (6) 

 

Por outro lado, os intensificadores dietéticos de carcinogênese incluem os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) formados nas superfícies das carnes que são 

grelhadas em altas temperaturas e nas gorduras presentes nas carnes vermelhas. As carnes 

processadas de cor rosada são compostas por nitratos, adicionados como conservantes, e esses 
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nitratos são reduzidos a nitritos, interagindo com as aminas e as amidas, formando os compostos 

N-nitrosos (CON): as nitrosaminas e as nitrosamidas, que são mutágenos e carcinógenos (6). 

Os intensificadores dietéticos de carcinogênese promovem um microambiente 

nutricional desordenado nos níveis molecular e celular, resultando em um ambiente propício ao 

acúmulo de danos nos DNA e, portanto, ao desenvolvimento e à progressão de alguns tipos de 

câncer (18). 

Entende-se que a alimentação é determinante no prognóstico da neoplasia e os 

compostos bioativos presentes nos alimentos atuam como agente protetores contra o 

desenvolvimento de câncer. Contudo, enfatiza-se a importância da criação de programas de 

saúde individuais, ou seja, com intervenções específicas para cada pessoa, objetivando a 

obtenção de melhores respostas e a diminuição do índice de mortalidade (20).  

3.2 Doenças Cardiovasculares  

A doença cardiovascular constitui um grupo de doenças que possuem uma inter-relação 

e, em muitos casos, uma coexistência. Essas doenças são: a aterosclerose, a dislipidemia, a 

hipertensão arterial, a insuficiência cardíaca, a doença arterial coronariana, a doença vascular 

periférica e a doença cardíaca isquêmica. Alguns fatores de risco proporcionam o 

desenvolvimento ou o agravamento dessas doenças como a idade, o sexo, os antecedentes 

familiares e genéticos, a obesidade, a alimentação inadequada, o sedentarismo, o estresse, o 

sono insuficiente, o tabagismo, o consumo excessivo de álcool e a presença de outras DCNT 

(6).  

A identificação das associações existentes entre os genes e a dieta para a doença 

cardiovascular e o estudo das influências do consumo de determinados alimentos na profilaxia 

e no tratamento dessa DCNT são uns dos principais focos da nutrigenômica. O objetivo do 

tratamento é reduzir as altas concentrações plasmáticas de colesterol-LDL e os triglicerídeos, 

e elevar o colesterol-HDL, a partir de uma alimentação com baixo teor de gorduras saturadas e 

trans, e com um alto teor de gorduras poliinsaturadas. O genótipo é um fator importante e deve 

ser considerado através de uma combinação com a intervenção dietética (6). 

Indivíduos com o SNP no gene PPARγ, que faz parte do controle das concentrações 

séricas de triacilglicerol, apresentam maiores concentrações de triacilglicerol do que aqueles 

com a ausência dessa alteração genética. É importante compreender as consequências 

metabólicas desse polimorfismo específico com o objetivo de identificar o indivíduo que deve 

ter cautela ao consumir gorduras, principalmente as saturadas e as trans, para evitar o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (7).  

Conti (7) ressalta a presença de um outro SNP encontrado no gene APOA1, relacionado 

ao colesterol-HDL. Os indivíduos que não possuem esse polimorfismo e consomem ácidos 

graxos poliinsaturados, como o ômega-3, aumentam a concentração sérica do colesterol-HDL, 

considerado o “bom colesterol”. Os outros indivíduos que apresentam alterações genéticas, 

obtêm uma diminuição desse biomarcador lipídico. Compreende-se, portanto, que as 

intervenções dietéticas são interindividuais, com a presença de diferenças nas respostas à dieta 

e na efetividade.  

A proposta alimentar chamada Dieta das Abordagens Dietéticas para Interromper a 

Hipertensão (Dietary Approaches to Stop Hypertension - DASH) foi desenvolvida na década 

de 90 e, de acordo com pesquisas realizadas por norte-americanos, consiste em uma importante 

medida eficaz para o controle dos níveis pressóricos, sendo composta por frutas, verduras, 



                                               

 197 

 

 

legumes, oleaginosas, grãos integrais, carnes magras e laticínios sem gordura ou com pouca 

gordura, resultando em uma alimentação rica em minerais como cálcio, magnésio, potássio e 

fibras, e pobre em lipídeos. Esses nutrientes, quando combinados, previnem o aumento da 

pressão arterial sistólica e diastólica. Sendo assim, essa estratégia previne a hipertensão arterial 

sistêmica (HAS), propicia a melhora da qualidade de vida no paciente hipertenso, evitando a 

evolução do seu quadro e, consequentemente, reduzindo a incidência de doenças 

cardiovasculares (6, 21). 

Os flavonoides possuem propriedades antioxidantes e diversos estudos apresentam o 

efeito cardioprotetor dessa substância fenólica, resultando na peroxidação lipídica das 

lipoproteínas e na redução do colesterol-LDL. Alguns estudos analisados demonstram que há 

uma influência positiva dos flavonóides do cacau na profilaxia e no tratamento de doenças 

cardiovasculares, devido ao seu potencial vasodilatador, antioxidante e anti-inflamatório. 

Entretanto, são necessários novos estudos sobre os protocolos de intervenção concretos e 

válidos desse nutriente, sobre a sua recomendação, para que ele exerça a função (22, 23).  

3.3 Diabetes Mellitus tipo 2  

O diabetes mellitus tipo 2 é uma doença endócrina caracterizada pela alta concentração 

sanguínea de glicose. Essa hiperglicemia resulta de defeitos na secreção da insulina, na ação da 

insulina ou em ambos. A decorrente má captação de glicose é uma consequência da resistência 

dos tecidos à insulina, que está relacionada a fatores genéticos, à idade avançada, à obesidade 

intra-abdominal, aos hábitos alimentares não adequados e ao sedentarismo (6). 

Muitos estudos indicam a relação da dieta mediterrânea com a redução da incidência do 

diabetes mellitus tipo 2. O padrão alimentar mediterrânico é caracterizado por um maior 

consumo de alimentos de origem vegetal como frutas frescas e secas, verduras, legumes, cereais 

integrais, leguminosas, oleaginosas, azeite extra-virgem e doses moderadas de vinho; um 

consumo frequente de peixes; um menor consumo de carnes vermelhas; um consumo moderado 

de laticínios desnatados. Dessa forma, resulta-se em uma alimentação rica em fibras, vitaminas, 

minerais e compostos bioativos (6, 24, 25).   

Orteza-Azorín (26) demonstrou, através de um estudo, a existência de uma interação 

gene-dieta consistente com a adesão à dieta mediterrânea, ou seja, a associação dos 

polimorfismos FTO -rs9939609 e MC4R -rs17782313 com o diabetes mellitus tipo 2 depende 

da dieta mediterrânea. A alta adesão à dieta mediterrânea resulta em uma neutralização da 

predisposição genética a essa doença endócrina.  

As antocianinas, que são flavonóides responsáveis pelas cores roxo, vermelho e azul 

nas frutas, nos vegetais e nas flores, estão presentes no milho roxo. Uma pesquisa explicitou 

que as antocianinas presentes no milho roxo são capazes de melhorar a secreção da insulina nas 

células pancreáticas e a captação hepática de glicose nos hepatócitos, a partir da ativação do 

receptor de ácidos graxos livres-1 (FFAR1) e da glucoquinase (GK), respectivamente, 

prevenindo o diabetes mellitus tipo 2 e reduzindo potencialmente o risco de evolução das suas 

comorbidades (27). 

Um estudo demonstrou que baixas concentrações de gorduras saturadas no plasma estão 

relacionadas com uma menor resistência à insulina em indivíduos com síndrome metabólica 

(SM), portadores dos alelos rs10920533 em AdipoR1 e rs266729 no gene da adiponectina. 

Portanto, a redução do consumo de ácidos graxos saturados, nesses indivíduos, melhoraria a 

sensibilidade à insulina (28). 
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Um outro estudo foi realizado com pacientes que apresentavam alteração na glicemia 

de jejum ou diagnóstico recente de diabetes mellitus tipo 2 e concluiu que o grupo que recebeu 

leguminosas e grãos integrais manifestou um aumento na apolipoproteína AV e uma 

diminuição nos níveis de triglicerídeos e de glicose (29).  

As desordens neuro-hormonais e energéticas resultantes da obesidade podem induzir 

em anormalidades no metabolismo lipídico, hiperinsulinemia e resistência à insulina. Estudos 

têm demonstrado a importância do consumo da proteína isolada da soja associada às 

isoflavonas (daidzeína e genisteína) e à linhaça rica em lignanas, possuindo efeitos benéficos 

no metabolismo dos lipídios, do açúcar e dos hormônios, reduzindo os níveis de insulina sérica 

e a resistência à insulina (30). Um estudo apontou que a ingestão de uma baixa quantidade de 

soja, diariamente, contendo apenas 12,95 g, foi bem tolerada pelos pacientes estudados e, além 

disso, proporcionou uma melhora em relação à resistência à insulina, aos níveis de adiponectina 

e de colesterol-HDL (31). 

 

Conclusão  

 

A partir da presente revisão da literatura, conclui-se, portanto, que a nutrigenômica 

proporcionou uma revolução no âmbito da saúde. Essa associação entre a genômica e a nutrição 

demonstrou a importância da alimentação, a sua relação com o genoma humano e com o estado 

de saúde de cada indivíduo.  

De acordo com os estudos científicos, as DCNT são multifatoriais, ou seja, existem 

interligações complexas entre os fatores genéticos e os ambientais. A alimentação, que 

acompanha todos os indivíduos desde a fase intrauterina, é um fator ambiental de ampla 

relevância que atua efetivamente na profilaxia e no tratamento dessas doenças.  

O perfil genético é individual e, consequentemente, as intervenções dietéticas devem 

estar associadas à nutrição personalizada para que os nutrientes e os compostos bioativos 

presentes nos alimentos possam atuar efetivamente, realizando suas funções.  

O teste nutrigenético é uma ferramenta de aplicabilidade da nutrigenômica em aspectos 

práticos. Apesar de ainda possuir limitações, ao ser realizado apenas no setor privado, e por 

possuir custos elevados, que resultam em uma baixa acessibilidade igualitária, o 

desenvolvimento do sequenciamento do genoma é viável e plausível.  

A nutrigenômica e as suas interações com as DCNT correspondem há um tema recente 

e necessita, cada vez mais, de novos estudos sobre os SNP, os genes específicos e os compostos 

bioativos, em prol de um apoio ao acesso ilimitado do teste nutrigenético, inclusive no setor 

público, e da promoção de saúde. 
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Com o passar dos anos, as técnicas de bioinformática vem deixando de ter um papel  de 

complementaridade em diversos estudos, para ter um de fundamentalidade no mesmo. As 

infinitas possibilidades que essa área da biologia molecular traz para a comunidade científica 

é imensurável e vem sendo muito bem aproveitada. Os Culicídeos, mais popularmente 

conhecidos como “mosquitos” ou “pernilongos”,  são de grande importância médica pela sua 

capacidade de transmitir patógenos para humanos e animais, tendo uma distribuição em escala 

global. Por conta disto, eles caracterizam um grupo de organismos de grande interesse mundial 

e se faz necessário a realização de investigações sobre sua biologia e sobre sua história 

evolutiva, para que assim, sejam criadas estratégias de controle mais adequadas na tentativa de 

diminuir as sequelas deixadas por eles. Portanto, esta revisão visa mostrar a importância da 

família Culicidae, associando com a progressão da bioinformática e suas principais estratégias 

aplicadas aos Culicídeos, e por último alguns dos resultados que foram obtidos através dessas 

técnicas ao longo dos anos.  

 

Palavras–chave: bioinformática; biologia molecular; filogenia; genomas; mitogenomas  

 

 

INTRODUÇÃO  

 

A família Culicidae faz parte da ordem Diptera e compreende mais de 3 mil espécies 

de mosquitos encontrados em todas as regiões do mundo, mas ocorrendo principalmente em 

áreas tropicais e temperadas. Os Culicídeos são divididos em duas subfamílias: Culicinae e 

Anophelinae, que possuem 110 e 3 gêneros, respectivamente, apesar de existirem 

inconsistências entre os autores em relação às classificações dos táxons. Na subfamília 

Culicinae encontramos 11 tribos e alguns dos seus gêneros são: Aedes, Sabethes, Culex, 

Mansonia e Coquillettidia. Já a Anophelinae, caracteriza uma quantidade menor de táxons 

onde estão alocados somente 3 gêneros: Anopheles, Bironella e Chagasia. 

Várias espécies são de interesse médico e veterinário por serem vetoras de diversos 

patógenos, como vermes filariais, protozoaŕios do gênero Plasmodium e diversos vírus, como 

por exemplo o vírus Zika. Em um estudo realizado em 2018 estimou-se que em torno de 725 

mil pessoas perderam suas vidas devido a ação de mosquitos vetores ao redor do mundo, como 

o Aedes aegypti e Anophele gambie (1). Por conta disso, os Culicídeos são fortemente 

estudados no mundo todo através de diversas abordagens, dentre elas está o estudo da evolução 

e da filogenia desta grande família. A melhor compreensão das relações filogenéticas dentro 

desse grupo é fundamental para compreender possíveis novas ameaças e possíveis novos 

vetores a partir da análise de semelhanças evolutivas entre as espécies. A sistemática tem uma 
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origem muito antiga, desde Aristóteles já temos registros de tentativas de organização e 

separação  daquilo que era visto. Contudo é a partir de Linné e seu sistema binominal que uma 

melhor organização desses estudos se tornou possível. Inicialmente, as análises comparativas 

eram totalmente baseadas em métodos observativos e morfológicos a fim de separar e agrupar 

as espécies. Com o advento da tecnologia e todas as descobertas da biologia celular e molecular 

foi possível começar a utilizar dados biológicos para inferir esses relacionamentos de forma 

mais precisa e confiável. 

A bioinformática é uma área recente na biologia, mas que já promoveu diversas 

descobertas relevantes para o campo e dentre estas, mudanças filogenéticas de diversos grupos 

de organismos trazendo novas perspectivas. Hoje, temos acesso a uma vasta rede de programas 

e softwares que nos dão a chance de processar, organizar, analisar e estudar esses dados 

biológicos, desde o DNA até às proteínas. 

O objetivo desta revisão é trazer a versatilidade da bioinformática e os principais 

achados que ela proporcionou para o estudo da evolução e biologia do grupo dos Culicídeos, 

que são de grande importância através de uma revisão pelas técnicas utilizadas e pelas 

diferentes abordagens que podem ser adotadas. Com isso, também trazer a importância de 

dados básicos sobre vetores e suas relações interespecíficas para o melhor entendimento de 

possíveis dinâmicas ecológicas e vetoriais, e assim, colaborar para para o desenvolvimento de 

estratégias de controle. 

 

TÓPICOS 

Primeiros estudos: 

         No ano de 1951, se deu o início de estudos evolutivos da família Culicidae a partir da 

construção da primeira filogenia evolutiva realizada por Ross (2). As primeiras sistematizações 

eram bem básicas se comparados aos método disponíveis atualmente, sendo possível apenas 

separar as três subfamílias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae, propostas nesta época. 

Existem importantes autores na cladística dos Culicídeos, dentre eles Forattini, Lane e Judd 

que contribuíram com a construção de suas chaves de identificação utilizadas até hoje para 

diversos gêneros dentro da família. Esses estudos examinavam as diferentes fases do  ciclo de 

vida dos mosquitos, larva (que possui quatro estágios), pupa e mosquito adulto. Os estudos 

evoluíram de utilizar somente a observação e desenhos ilustrativos para a organização 

sistemática para uso de cladogramas de parcimônia a partir da década de 70 (3). 

      Os estudos morfológicos e separação de táxons a partir da observação dessas características 

se baseia em características subjetivas que estão sujeitas a diferentes interpretações levando a 

uma série de inconsistências  no momento da classificação. Um problema bem pontual dentro 

desse grupo de organismos relacionado a sua classificação morfológica é a existência de alguns 

complexos de espécies, como por exemplo o complexo Culex pipiens que inclui várias 

subespécies, como Cx. quinquefasciatus, Cx. molestus e Cx. pallens. Esse complexo é de 

extrema importância médica e veterinária devido a capacidade dessas espécies agirem como 

vetores de diversos patógenos, como: vírus do Nilo Ocidental (WNV), vírus da febre do Vale 

Rift (RVFV) e vírus Síndbis (SINV) (4). Logo, é extremamente importante que as espécies 

sejam devidamente identificadas e separadas para que o estudo e desenvolvimento de 

tecnologias de controle vetorial sejam construídas com a melhor acurácia possível.  

        Para isso, com o passar do tempo os estudos morfológicos foram sendo combinados com 

novas metodologias baseadas em caracteres genéticos com o objetivo de obter resultados mais 

precisos (5).  Contudo, além de ser possível utilizar o DNA do núcleo celular para investigação 

evolutiva, também é possível utilizar o DNA mitocondrial, que é um conjunto genético 

diferente do nuclear e que pode trazer outras informações. Isto se dá pelas características 

encontradas no DNA mitocondrial, como seu alto número de cópias e um número bem maior 
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de mutações. Essa maior taxa mutacional do DNA mitocondrial o torna um marcador mais 

informativo para discernir diferentes espécies (6). O gene Citocromo Oxidase 1 (COX 1), por 

um exemplo, é um dos marcadores mitocondriais mais amplamente usado para identificação e 

sistemática molecular em diversos grupos como Nematoda e Arthropoda (7)(8). 

 

Bioinformática e sua multifuncionalidade:  

        Muitos estudos consideram que o acontecimento que marcou o início da história da 

bioinformática ocorreu em 1953 a partir do modelo de dupla hélice do DNA proposto pelos 

pesquisadores James Watson e Francis Crick. Isso porque foi a partir deste entendimento mais 

completo da estrutura molecular da molécula responsável por carregar nossas informações 

genéticas foi possível ampliar diferentes abordagens de estudos e aplicar esse conhecimento 

para outras biomoléculas. Com o avanço das tecnologias,  a área da biologia não ficou de fora 

quando se trata de inovações facilitadoras de estudo e que abrem um leque de possibilidades. 

A partir da década de 70, temos o surgimento de uma ferramenta que revolucionaria a área da 

biologia molecular, a criação dos métodos de sequenciamento de DNA. As primeiras formas 

foram elaboradas por Allan Maxam e Walter Gilbert (sequenciamento químico) e por de Alan 

Coulson e Frederick Sanger (sequenciamento de Sanger). Dessa forma, junto com essa 

oportunidade de organizar o material genético e estudá-lo melhor veio também a enorme 

quantidade de informação sendo produzida das mais variadas espécies gerando uma 

necessidade de organização e mineração deste volume de dados. 

     Com isso, a bioinformática surge sendo um campo multidisciplinar, empregando 

matemática e computação para extrair informações de dados biológicos em larga escala. Uma 

ferramenta bastante vantajosa foi a criação dos bancos de dados online, onde é possível ter 

acesso a inúmeras informações biológicas disponíveis para qualquer tipo de organismos. 

Podemos encontrar bancos de dados exclusivos para alguma informação, como por exemplo, 

o UniProt que caracteriza um banco específico para sequências proteicas, como também bancos 

de dados mais amplos contendo sequências proteicas e nucleotídicas como o GenBank. O 

desenvolvimento de algoritmos e de programas com a capacidade de trabalhar com dados 

biológicos também é uma parte fundamental dentro dessa aŕea.  

      Inúmeros programas foram criados nesses últimos 10 anos auxiliando na construção de 

análises filogenéticas e assim permitindo um melhor entendimento das relações intra e 

interespecíficas. Desses, os mais utilizados como o Geneious Prime,  MITObim e BEAST 

permitem uma fácil análise e interpretação dos dados, além de permitir uma variedade de 

abordagens para um único set de informações. O Geneious Prime funciona como um programa 

multifuncional onde é possível visualizar e estudar sequências anotadas de DNA e RNA, 

realizar alinhamentos, simulação de clonagem molecular e análises filogenéticas. O programa 

BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) é uma ferramenta extensamente 

utilizada para a reconstrução filogenética e a criação de hipóteses evolutivas (9). Seu algoritmo 

se destaca por construir as árvores baseadas na Cadeia de Markov Monte Carlo, que é baseada 

em uma distribuição probabilística, e por ter diversos modelos de relógio moleculares, que 

podem se adequar ao tipo específico de conjunto de dados levando em consideração suas 

nuances e assim obter o melhor resultado possível (10). Além de também possuir a 

possibilidade de incluir informações temporais baseadas em registros fósseis, trazendo uma 

maior complexidade para as análises. Após o sequenciamento genômico, é necessário realizar 

a etapa de montagem desse genoma. Dentro da gama de programas desenvolvidos para essa 

função está o MITObim que é específico para reconstrução de genomas mitocondriais (11). 

Este programa objetiva reconstruir mitogenomas sem a necessidade de um genoma de 

referência da espécie estudada, usando no lugar disto informação genômica de uma espécie 

distante como ponto de partida.  Quando se obtêm um novo mitogenoma o próximo passo é a 
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anotação gênica, geralmente realizada no webserver MITOS. No geral, é esperado que os 

organismos possuam todos os 37 genes conservados em eucariotos: 13 genes codificadores de 

proteínas, 22 RNAs transportadores e 2 RNAs ribossomais em uma ordem e estrutura 

padronizada. Contudo, através de um estudo realizado com espécies da tribo Sabethini foi 

registrado a primeira translocação gênica onde os pesquisadores notaram que dois tRNAs, Y e 

C, não estavam localizados entre o gene Citocromo Oxidase e o tRNA-W, mas sim entre tRNA-

I e a região de AT de controle (30). Essa translocação foi colocada como sendo um 

autapomorfia das espécies de Sabetines encontrados na região Neotropical, ou seja, uma 

característica que foi derivada e vai ser encontrada exclusivamente dentro de um táxon terminal 

dentro da filogenia, podendo ser usado com critério de distinção entre os táxons dessa tribo.  

    A partir da utilização desses programas é possível colocar em prática diferentes abordagens 

para a análise genômica evolutiva. Inicialmente, existem dois tipos de dados que podem ser 

utilizados: ácidos nucleicos (DNA e RNA) e os aminoácidos (proteínas). Cada grupo vai nos 

fornecer informações e visões diferentes do processo evolutivo que ocorreu ao longo do tempo 

dentro de um determinado grupo. As análises nucleotídicas a partir de genomas mitocondriais 

são mais estudadas e realizadas, e se mostraram bastante eficientes em reconstruções 

intraespecíficas dentro de alguns grupos, como os Diptera (12). Por outro, as análises baseadas 

em códons desse genoma podem trazer questões relevantes e singulares. Como os genes 

codificadores de proteínas possuem uma alta taxa de mudança em seus códons, principalmente 

na terceira posição, e essa substituição na grande maioria das vezes não caracteriza um 

aminoácido diferente, isso pode ser usado como medidor de taxa evolutiva (13). Além do mais, 

a utilização de sequências de proteínas são ideais em estudos que possuem o objetivo de 

caracterizar ramos mais antigos dentro do grupo de organismos estudados, sendo um conjunto 

de dados mais confiável que os nucleotídeos neste contexto. Também é possível realizar 

análises particionadas, onde cada dado será analisado separadamente, e que pode ser usada para 

as proteínas e os nucleotídeos de formas diferentes para melhor explorar o dado filogenético 

levando em consideração a diferença na taxa evolutiva de cada região do genoma. 

    Por último, é importante também ressaltar que a bioinformática nos permite ir mais fundo 

do que somente as análises filogenéticas, podendo combinar estas com estudos de viroma e 

microbioma, visando a caracterização global de vírus e outros microorganismos 

respectivamente. Assim como qualquer organismo, os mosquitos dispõe de uma série de 

microorganismos em seus sistemas e que vão ter um papel chave no seu ciclo de vida e nas 

suas respostas a estímulos e interações externas com o ambiente. Tanto bactérias quanto fungos 

podem ser encontrados, porém, as bactérias formam o grupo de maior quantidade e participação 

nesses processos. Esses estudos são extremamente relevantes, visto que as interações desses 

microrganismos e dos mosquitos ao longo do tempo podem também ter tido influência em seus 

comportamentos fisiológicos referentes à transmissão de arbovírus(14-18). O microbioma pode 

ser encontrado não somente no trato digestivo, mas também vai estar presente nas glândulas 

salivares, local chave para a competência vetorial do mosquito e sua possível 

transmissibilidade. A composição desse bioma impacta no sistema imunológico dos mosquitos 

(positivamente ou negativamente), na sua alimentação e pode modular a infecção e propagação 

de patógenos. Uma forma bastante utilizada para realizar a identificação das espécies é através 

de barcoding, utilizando o gene 16S rRNA para bactérias e o gene 18S rRNA para fungos em 

técnicas de PCR e sequenciamento (19). A partir do conhecimento dessa microbiota é possível 

elaborar possíveis estratégias de controle biológico mais eficientes utilizando os próprios 

microrganismos já associados aos mosquitos. 

 

Principais achados a partir do uso da Bioinformática na família Culicidae: 
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      Como mencionado anteriormente, vários estudos de grupos de organismos se beneficiaram 

das técnicas de bioinformática e puderam obter resultados interessantes e esclarecedores sobre 

suas relações de parentesco e evolução. Dentre esses, a família Culicidae é bastante explorada 

e estudada visto sua importância médica e veterinária já citada acima. Um gênero bastante 

relevante dentro desta família é o gênero Anopheles, que possui várias espécies vetoras como 

An. funestus, An. stephensi, An. messeae e An. dacie, transmissoras da Malária em vários 

continentes como a Europa, África e América do Sul (20-22). Esse gênero é formado por 

complexos de espécies, onde somente através de uma análise genômica é possível diferenciar 

os táxons. Contudo, algumas espécies podem estar proximamente relacionadas a esses 

complexos, como achado para a espécie An. christyi que nas filogenias gerada por um estudo 

em 2021 demonstrou uma relação com o complexo de Anopheles gambie(s.l), sendo este último 

o complexo com as principais espécies transmissoras de Malária (23).  Esse tipo de achado é 

extremamente relevante para planos de controle de patógenos e de vigilância para possíveis 

novos vetores em áreas endêmicas. Outro resultado muito interessante retirado a partir desse 

tipo de análise é a possível data de surgimento desta família e seus grupos dentro do contexto 

geológico e evolutivo. A partir de análises filogenéticas datadas realizadas por um estudo foi 

visto que a aparente origem da família Culicidae ocorreu em torno de 182 milhões de anos atrás 

a partir da observação do último ancestral comum desse grupo. Esse surgimento coincide com 

o período Jurássico que é marcado pelo início do afastamento da Pangeia, o que colaborou com 

o aumento de diversificação e especiação de animais e plantas (24).  

       A tribo Aedini compreende gêneros importantes por conta da sua capacidade vetorial como 

Aedes, vetor de Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV), e Haemagogus, vetor da Febre 

Amarela (25). O estudo de filogenias datadas ajudam a compreender como esses táxons se 

diversificaram ao longo do tempo e possivelmente entender a origem do seu padrão vetorial e 

assim determinar outras possíveis origens. Além disso, muitos estudos vêm se dedicando a 

caracterizar o microbioma encontrado em Aedes em todos seus estágios de vida (ovo, larva, 

pupa e adulto) e assim verificar o possível impacto dele nas transmissões de patógenos  e nos 

comportamentos biológicos desse táxon (26, 27). Através dos estudos metagenômicos 

proporcionados pela bioinformática foi possível caracterizar diversos gêneros de bactérias 

encontrados com um certo padrão dentro de Aedes, dentre esses estão: Asaia, Serratia, 

Klebsiella e Pseudomonas (27). O gênero de bactéria Asaia  pode ser encontrado em diversas 

partes do corpo do mosquito e já foi identificado espécies de Anopheles vetoras de Plasmodium, 

como An. gambie e An. maculipennis mostrando que pode ser uma opção para o combate desse 

parasitoide. Além de que já foi observado microrganismos que agem estimulando o sistema 

imune do mosquito e assim bloquear ou aumentar a reação contra algum patógeno, como por 

exemplo, o fungo Beauveria bassiana aumenta a resistência Dengue (DENV) através de um 

aumento na atividade de vias imunológica muito importante desse grupo, a via Toll e a via 

JAK-STAT (28). Ademais, apesar da família Culicidae ser extensamente estudada há muitos 

anos, ainda existem diversas espécies pouco conhecidas e que nem sequer tiveram seu genoma 

caracterizado, logo, através do sequenciamento e montagem de genomas é possível realizar a 

descrição, e assim, incluir essas novas espécies em estudos e análises, e investigar melhor seus 

traços evolutivos e ecológicos. Um estudo realizou a primeira descrição do genoma 

mitocondrial das espécies Aedes vexans e Ochlerotatus caspius e através de reconstruções 

filogenéticas buscaram estabelecer possíveis marcadores para facilitar futuros estudos 

epidemiológicos que que incluam esses táxons (29). 
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CONCLUSÕES  

 

       Os avanços tecnológicos dos últimos 30 anos na área de sequenciamento e bioinformática 

expandiram substancialmente as funcionalidades e amplitude de possibilidades dentro das 

áreas da saúde e da biologia. Com o surgimento das técnicas de biologia molecular veio 

juntamente a possibilidade de explorar mais profundamente as moléculas responsáveis pelo 

desenvolvimento e pelos traços biológicos dos organismos, como o DNA e as proteínas. Apesar 

de ser um grupo que passa muitas vezes despercebido, os Culicídeos constituem uma família 

de insetos com um alto nível de interação com a população humana e que é responsável pela 

transmissão de patógenos causadores de diversos tipos de doenças por todo o globo.  

      O uso da taxonomia clássica é altamente utilizado até os dias de hoje, estudos morfológicos 

são feitos para a caracterização e diferenciação de diversas espécies e compõem uma parte 

fundamental e significativa da cladística. Contudo, é inegável que como qualquer tipo de estudo 

ela possui suas limitações e imprecisões que podem afetar diretamente a acurácia de certos 

estudos com grupos importantes de organismos, tais quais os Culicídeos. Por isso foi tão 

fundamental a criação e o agregamento de tecnologias ao longo dos últimos anos para unir a 

taxonomia clássica com a taxonomia baseada em dados moleculares e assim aumentar sua 

precisão e sua quantidade de informação dali retiradas, e consequentemente aplicadas a favor 

da ciência. A adição de dados moleculares em estudos filogenéticos permitiram que uma maior 

clareza fosse trazida para a classificação da família Culicidae, juntamente com dados 

geológicos, hipóteses e possíveis novos vetores.  

        Ademais, a aplicação de ferramentas bioinformáticas para a caracterização e estudo da 

composição do microbioma das espécies de Culicídeos é uma linha de experimentação tão 

importante quanto da filogenética. A partir dos estudos de microbiota foi possível caracterizar 

a existência de um microbiome “core” que caracteriza um padrão de grupos de bactérias e 

fungos encontrados em gêneros de Culicídeos de localidades diferentes. Isso somado com a 

crescente busca por organismos que podem ser utilizados como forma de controle – biológico 

visando uma diminuição de uso de químicos nocivos para a natureza, faz com que relevância 

e a potencialidade dessa microbiota seja colocada em destaque para utilizá-la ao nosso favor 

na luta contra as arboviroses. Essa aplicabilidade ainda pode ser muito explorada 

principalmente por praticamente termos transmissão anual em quase todos os estados 

brasileiros de Dengue, Zika e Chikungunya. Assim, seria interessante investigar se isso tem 

alguma ligação com o seu microbioma, ou, se o mesmo pode ser utilizado para combater 

número tão altos de contaminação por esses patógenos.  

       Assim, é notável como a  bioinformatica nos permite ter uma liberdade e versatilidade em 

estudos e experimentos (Fig. 1) dentro desse grupo de mosquitos e vem trazendo resultados 

promissores e determinantes no melhor entendimento da sua evolução, distribuição e relação 

intraespecífica deles.  
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Figura 1- Esquematização de formas de estudo dos Culicídeos utilizando a bioinformática. 
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Resumo: A fotorrespiração é uma via alternativa que impede a fotoinibição e o acúmulo 

de espécies reativas de oxigênio. A dupla afinidade da ribulose-1,5-bifosfato 

carboxilase/oxigenase (RubisCO) para fixação de gás carbônico (CO2) e oxigênio (O2), 

quando assume a função de oxigenase, resulta na fixação de oxigênio em um processo 

denominado fotorrespiração. Dentre as enzimas responsáveis por esse processo está a 

SHMT que converte a glicina em serina em uma de suas fases que ocorre na mitocôndria. 

As plantas mediante estresse abiótico tendem a oferecer um aparato menos danoso para 

realizar suas atividades fisiológicas. Neste trabalho foram caracterizados os genes de 

SHMT e suas respectivas proteínas em Jatropha curcas, em três espécies pertencentes a 

família Euphorbiaceae e em Arabidopsis. A estrutura gênica e os motivos conservados 

seguem um padrão para cada grupo de SHMT caracterizado. As proteínas SHMT tem 

apenas um domínio (SHMT). A árvore fenética obtida ficou agrupada em dois clados, 

que correspondem a Classe I, subgrupos SHMT7 e SHMT4, e a Classe II, subgrupos 

SHMT3 e SHMT1. Na análise das regiões promotoras foram identificados sítios de 

ligação aos fatores de transcrição Dof, HSF, C2H2, bZIP, Myb-related, bHLH e B3, os 

quais são intimamente relacionados a estresses abióticos. A análise de expressão gênica 

de raízes do genótipo Jc171 de J. curcas submetido à 150 mM de NaCl identificou apenas 

a SHMT4 que é comumente encontrada no tecido radicular, assim, estudos adicionais 

utilizando o tecido foliar possibilitará um respaldo significativo sobre as outras SHMT 

envolvidas na via da fotorrespiração de J. curcas. 

 

Palavras–chave: Pinhão-manso; Fotorrespiração; Estresse Salino. 
 

INTRODUÇÃO  

 

O pinhão-manso (Jatropha curcas), pertence à família Euphorbiaceae e é uma 

oleaginosa, encontrada em regiões áridas, com potencial para a produção de 

biocombustíveis, além de apresentar um sistema radicular eficaz para controle da erosão 

dos solos, que pode ser utilizado para proteger áreas degradadas (1). Esta espécie é 

considerada tolerante a seca, devido, principalmente, ao seu caule suculento que contribui 
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https://orcid.org/0000-0002-7631-7077
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para reserva de água, equilíbrio na perda de folhas, e uma taxa de transpiração conservada 

(2). Em virtude da correlação existente entre os estresses de seca e salinidade, os 

diferentes genótipos de pinhão-manso apresentam respostas variáveis quando 

comparados entre si, podem ser tolerantes a salinidade dos solos ou apresentar uma 

resposta mais próxima a um genótipo sensível (3). 

As condições ambientais adversas como salinidade, seca e resfriamento podem 

estimular o acúmulo de serina hidroximetiltransferase (SHMT) em células vegetais. A 

SHMT está amplamente distribuída nas plantas, e desempenha um papel positivo na 

regulação e resistência das plantas a estresse abiótico (4). Esta enzima minimiza os danos 

causados pelo estresse abiótico através da modulação do nível de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), reduzindo danos oxidativos; recupera o metabolismo celular afetado e; 

está correlacionada com a atividade fotorrespiratória (5).  

Diferentes trabalhos têm constatado a influência positiva de SHMT para a 

tolerância ao sal. Em arroz, por exemplo, foi observada uma alta expressão de SHMT 

associada a resposta ao estresse salino, quando comparado com a variedade sensível ao 

sal (6). Em Arabidopsis, a mutação S31D em SHMT1 reduziu o fechamento estomático 

induzido por sal, destacando a importância de manter a atividade fotorrespiratória de 

SHMT1 sob condições salinas e de estresse hídrico (7). 

Sob condições de alta salinidade, as plantas têm a fotossíntese inibida pelo 

fechamento estomático e diminuição de gás carbônico (CO2), a irregularidade da 

assimilação fotossintética de CO2 são capazes de elevar as taxas da fotorrespiração (8). 

Os indicativos de taxas mais altas de fotorrespiração, mostram aumentar o CO2, a 

estimulação da fotossíntese, diminuindo a concentração de oxigênio (O2), a atividade da 

glicolato oxidase e a formação de metabólitos fotorrespiratórios (glicina e serina), além 

de manter as taxas de transporte de elétrons em CO2 (8). 

A fotorrespiração é uma importante via alternativa sob condições limitantes de 

CO2, pois a Rubisco assume a função de oxigenase e incorpora os O2 e equivalentes 

redutores em excesso das reações fotoquímicas, evitando a fotoinibição (9). A rota 

metabólica da fotorrespiração ocorre em três compartimentos subcelulares, iniciando no 

cloroplasto, seguido do peroxissomo e por fim na mitocôndria, onde ocorre a conversão 

de serina em glicina através da enzima SHMT (EC 2.1.2.1), uma enzima piridoxal-5’-

fosfato, desempenhando um papel vital no metabolismo de um carbono (5). 

Neste trabalho foram analisados, a estrutura éxon-íntron dos genes SHMT; a 

distribuição dos fatores de transcrição associados aos promotores; os motivos 

conservados, ponto isoelétrico, massa molecular e localização subcelular das proteínas 

SHMT; e o padrão de expressão tecido-específico de genes SHMT em plantas de 

Jatropha curcas.  
 

MATERIAL E MÉTODOS  

Dados disponíveis de RNA-Seq 

A origem dos dados que correspondem ao RNA-Seq  de J. curcas estão 

disponíveis em Souza et al (10) e de Lima Cabral et al (11). Os acessos utilizados foram 

selecionados com base em ensaios prévios (3). O experimento seguiu delineamento 

inteiramente casualizado com dois acessos (Jc171 e Jc183), dois tratamentos (com e sem 
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exposição salina de 150 mM NaCl /3 h), e três plantas meio-irmãs de cada acesso. Após 

3 h de exposição ao NaCl, amostras de raízes foram coletadas e RNAs de boa qualidade 

(RNA Integrity Number, RIN>8; Agilent Bioanalyzer RNA 6000) foram usados na 

geração de bibliotecas RNA-Seq (Illumina TruSeq Stranded mRNA Sample Prep LS 

Protocol), que foram posteriormente sequenciadas (HiSeq Flow Cell v4; leituras pareadas 

de 100 bp) pelo Centro de Genômica da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" 

(ESALQ/USP, Piracicaba, SP, Brasil). 

 

Montagem por referência: Tratamento e análise dos reads RNA-seq 

O genoma representativo de J. curcas, recuperado do portal NCBI (RefSeq) 

correspondeu à montagem RJC1_Hi-C (GCF_014843425.1), de 05/10/2020, que 

juntamente com o transcriptoma de referência foram indexados ao Bowtie2 v.2.3.5.1. Os 

reads brutos foram avaliados pelo FastQC v.0.11.9, sendo os adaptadores, removidos 

pelo Cutadapt v.3.7. Os reads “clipados” foram filtrados pelo Sickle v.1.33, pelos 

critérios de qualidade e comprimento (20 para ambos). Os dados filtrados foram alinhados 

contra o transcriptoma de referência pelo Tophat2 v.2.1.1 e o Cufflinks v.2.2.1 foi usado 

para gerar as planilhas e cálculos de estatísticas. A montagem gerada foi anotada a partir 

dos dados de referência (RJC1_Hi-C) de J. curcas disponíveis no NCBI. 

Visualização da expressão gênica de SHMT em Jatropha curcas   

A expressão dos transcritos considerou os valores de Log2 FoldChange (Log2FC) 

≥ 1 para transcritos induzidos (UR, up-regulated) e Log2FC ≤ 1 para transcritos 

reprimidos (DR, down-regulated), sendo visualizados através da ferramenta TBTools 

(https://github.com/CJ-Chen/TBtools).  

Caracterização de SHMT em Jatropha curcas 

  

As sequências polipeptídicas de serina hidroximetiltransferase (SHMT) foram 

obtidas do proteoma de Jatropha curcas (GCF_014843425.1) disponível no NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly). Estas sequências foram submetidas na 

ferramenta online Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para encontrar 

sequências similares nas espécies Manihot esculenta, Ricinus communis e Hevea 

brasilienses, pertencentes a família Euphorbiaceae, e Arabidopsis thaliana como grupo 

externo. Os domínios das sequências foram confirmados pelo Pfam 

[https://pfam.xfam.org/(12)] e visualizados no Tbtools (13). A análise de motivos 

conservados das proteínas SHMT foi realizada no software MEME [https://meme-

suite.org/meme/tools/meme(14)] e visualizados no Tbtools. A anotação dos motivos foi 

realizada através da ferramenta online InterProScan 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). 

A massa molecular (kDa) e os valores de ponto isoelétrico foram previstos pela 

ferramenta Expasy [https://web.expasy.org/compute_pi/(15)] das as proteínas SHMT 

enquanto a localização subcelular foi prevista pela ferramenta DeepLoc 2.0 

[https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-2.0(16)]. 

 

Alinhamento de múltiplas sequências e análise fenética 
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As sequências polipeptídicas foram alinhadas no JalView (17), visando analisar 

os padrões de conservação por identidade, seguindo metodologia de alinhamento do 

ClustalW e a árvore fenética foi construída no MEGA11 (18), pelo método de Neighboor 

Joining-NJ, utilizando bootstrap de 10000. A estrutura éxon-íntron dos genes foi 

visualizada no programa Tbtools, utilizando o identificador dos transcritos de cada 

espécie e arquivo GTF (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/) correspondente, como 

arquivo de entrada. 

 

Predição de fatores de transcrição associados às sequências promotoras de genes 

SHMT 

  As regiões promotoras (1,0 kb) dos potenciais genes de J. curcas que codificariam 

enzimas componentes das via de fotorrespiração foram extraídas pelo pacote GFF-Ex 

[Genome Feature Extraction Package; http://bioinfo.icgeb.res.in/gff/ (19)] a partir da 

linha de comando: "caminho da pasta"/gffex -in (gff) -db (sequence). 

A prospecção dos motivos candidatos a elementos cis regulatórios (CECRs) em 

cada região promotora foi feita através do software MEME v5.0. [http://meme-

suite.org/tools/meme(14)], adotando-se e10−2 para caracterização como CECRs e 

máximo de 10 motivos. Motivos foram restritos entre 6 e 50 nucleotídeos de 

comprimento.  

Após a análise supracitada utilizou-se o software Tomtom v4.11.2 (http://meme-

suite.org/tools/tomtom)(20), comparando os identificadores detectados com um banco de 

dados de motivos curados (JASPAR), nas opções “JASPAR (NON-REDUNDANT) 

DNA” e  “JASPARCORE (2022) plants”, considerando os alinhamentos mais 

significativos gerados pelo programa (p-value<0,05). O identificador JASPAR, 

correspondente a cada alinhamento, foi pesquisado no banco 

[https://jaspar.genereg.net/(21)], , onde é possível obter os fatores de transcrição que estão 

relacionados a região promotora de interesse. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

Identificação de SHMT  

 

 A enzima hidroximetiltransferase (SHMT) foi identificada em Jatropha curcas, 

Manihot esculenta, Ricinus communis, Hevea brasilienses e Arabidopsis thaliana (Tabela 

1). As proteínas correspondentes a enzima SHMT que apresentaram domínio incompleto 

foram descartadas das análises posteriores. 
 

Tabela 1 - Quantitativo de serina hidroximetilttranferase (SHMT) nas espécies. 

Espécie Loci Transcritos Proteínas  

Arabidopsis thaliana 5 5 3 

Jatropha curcas 6 9 5 

Manihot esculenta 10 14 9 

Ricinus communis 6 7 6 

Hevea brasilienses 10 23 10 

Total 37 58 33 
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      Fonte: Bancos de dados NCBI 

 

Caracterização de SHMT em Jatropha curcas 

 

A árvore filogenética de serina hidroximetiltransferase (SHMT) (Fig. 1A) ficou 

agrupada em dois clados, que correspondem a Classe I, subgrupos SHMT7 e SHMT4, e 

a Classe II, subgrupos SHMT3 e SHMT1, nela estão representantes das espécies Manihot 

esculenta, Ricinus communis e Hevea brasilienses, pertencentes a família Euphorbiaceae, 

e Arabidopsis thaliana como grupo externo. A anotação dos motivos conservados destas 

proteínas encontra-se na Tabela 2, os quais variaram entre 15 e 50 aminoácidos. Além 

disso, esses motivos conservados (Fig. 1B) seguem o mesmo padrão de evolução da 

estrutura éxon-íntron (Fig. 1C) de seus respectivos genes. 

O subgrupo SHMT7 possui todos os motivos, o que confere a este subgrupo um 

alto nível de conservação, exceto SHMT7_Hb(XP_021656673.1) que não possui os 

motivos 6 e 9, e SHMT7_Me(XP_043808985.1) que não possui os motivos 5, 6 e 9. Em 

SHMT4, os motivos seguem um padrão bem conservado exceto em 

SHMT4_Hb(XP_021689870.1) e SHMT4_Me(XP_021595799.1) que não possuem o 

motivo 3. O subgrupo SHM3, Classe II possui todos os motivos exceto o motivo 9, e o 

subgrupo SHMT1 possui todos os motivos, exceto o motivo 5 e 

SHMT1_Hb(XP_021667955.1) não possui os motivos 5 e 8. As SHMT de Jatropha 

curcas possuem todos os motivos que agrupam cada clado. 

 A análise da estrutura dos genes SHMT indicaram que membros intimamente 

relacionados tem uma estrutura éxon-íntron semelhante como observado na Figura (1C). 

A divergência da estrutura éxon-íntron é importante para observar a evolução de genes 

duplicados e as diferentes composições de motivos e sua diversidade funcional (22). Em 

SHMT7 e SHMT4 o número de éxons e íntrons correspondem a 4 e 3, respectivamente.  

Em SHMT3 tem um padrão de 11 éxons e 11 íntrons, e SHMT 15 éxons e 15 íntrons (Fig. 

1C). As respectivas proteínas de SHMT tiveram o domínio SHMT previsto. 
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Figura 1 – Relação filogenética, motivos conservados e estrutura gênica de serina hidroximetiltransferase 

(SHMT) em Jatropha curcas, Manihot esculenta, Ricinus communis, Hevea brasilienses e Arabidopsis 

thaliana. A. Árvore filogenética foi construída usando o método Neighbor-joining com 10000 replicatas de 

bootstrap no MEGA 11. Classe I: círculos amarelos e verdes, subgrupos SHMT7 e SHMT4, 

respectivamente. Classe II: círculos verdes e vermelhos, subgrupos SHMT3 e SHMT1, respectivamente. 

B. Motivos conservados das proteínas SHMT. Os 10 motivos conservados estão indicados na legenda. C. 

A estrutura éxon-íntron de SHMT. Retângulos amarelos indicam éxons; linhas pretas indicam íntrons. 

 
Tabela 2 – Detalhes dos 10 motivos conservados de SHMT em espécies da família Euphorbiaceae e 

Arabidopsis thaliana. 
Motivo aa Sequência Anotação 

1 41 ALQAFPHBHTIWGLAVQLKSGSTANFKAYTAQLKPNDRIMG - 

2 50 LLCDMAHISGLVAAKEAANPFEYCDIVTTTTHKSLRGPRGGMIFYRKGPK 
Serine 

hydroxymethyltransferase 

3 50 NRQNKGJELIASENFTSRAVMEALGSHLTNKYSEGLPGARYYGGNEYIDE 
Serine 

hydroxymethyltransferase 

4 50 SIFFESLPYKVNEQTGYIDYDKLEEKATDFRPKLJICGGSAYPRDWDYAR 
Serine 

hydroxymethyltransferase 

5 50 
TDNHLVLWDLRPLGLTGNKVEKLCDLCNITVNKNAVFGDNSAJAPGGVR

I 

Serine 

hydroxymethyltransferase 

6 41 GTPAMTSRGLVEKDFETIADFLHRAVQITLSIQKEHGKLLK 
Serine 

hydroxymethyltransferase 

7 21 LDLPSGGHLSHGYYTPGGKKS - 
8 21 WGNQPLETVDPEIHDJIEKEK - 

9 24 NKDIAELRHDVEKFASQFPMPGFE - 

10 15 AVYDFEDKINFAVFP - 

  

As proteínas SHMT são formadas por 458 a 538 aminoácidos, apresentam massa 

molecular variando de 50,15 a 66,29 kDa, ponto isoelétrico entre 5,65 a 9,13 e a 

localização subcelular desta proteína é no citoplasma, nas organelas mitocôndria e 

plastídio ou no núcleo, conforme Tabela 3. Esta localização também foi observada na 
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cultura de tomate em Liu et al (23). O SHMT presente no cloroplasto apresenta um papel 

vital para fotorrecepção e biossíntese de metabolismo de um carbono (24).  

 

Tabela 3 - Localização subcelular, massa molecular (Mw) e ponto isoelétrico (pI) das proteínas serina 

hidroximetiltransferase (SHMT) em Jatropha curcas, Manihot esculenta, Ricinus communis, Hevea 

brasilienses e Arabidopsis thaliana. 

Proteína / Espécie Identificador NCBI Aa pI Mw (kDa) Localização subcelular 

SHMT1_Hb XP_021639655.1 515 8,56 57,10 Mitocôndria 

SHMT1_Hb XP_021654017.1 515 8,37 57,26 Mitocôndria 

SHMT1_Hb XP_021667955.1 466 9,13 51,65 Citoplasma | Mitocôndria 

SHMT1_Jc XP_012079535.1 515 8,88 56,88 Mitocôndria 

SHMT1_Me XP_021630872.1 515 8,69 57,03 Mitocôndria 

SHMT1_Me XP_021633158.1 515 8,88 56,96 Mitocôndria 

SHMT1_Me XP_043809501.1 516 8,65 57,10 Mitocôndria 

SHMT1_Rc XP_002527226.1 515 8,84 56,88 Mitocôndria 

SHMT1_Rc XP_002527346.1 513 8,11 56,57 Mitocôndria 

SHMT3_At NP_567895.1 529 9,03 57,98 Plastídio 

SHMT3_Hb XP_021653437.1 520 8,08 56,91 Plastídio 

SHMT3_Jc XP_012077320.1 527 8,48 57,19 Plastídio 

SHMT3_Me XP_021597827.1 533 7,62 57,98 Plastídio 

SHMT3_Rc XP_002519806.1 527 7,21 57,54 Plastídio 

SHMT4_At NP_193129.1 471 6,80 51,72 Citoplasma 

SHMT4_Hb XP_021653731.1 471 8,24 52,01 Citoplasma 

SHMT4_Hb XP_021689869.1 471 7,19 51,81 Citoplasma 

SHMT4_Hb XP_021689870.1 458 7,61 50,15 Citoplasma 

SHMT4_Jc XP_012071086.1 471 7,17 51,73 Citoplasma 

SHMT4_Me XP_021594916.1 471 7,59 51,65 Citoplasma 

SHMT4_Me XP_021595799.1 468 5,65 51,59 Citoplasma 

SHMT4_Me XP_021605855.1 471 8,18 51,79 Citoplasma 

SHMT4_Rc XP_002522806.1 471 7,59 51,87 Citoplasma 

SHMT7_At NP_564473.1 598 8,03 66,29 Núcleo 

SHMT7_Hb XP_021639299.1 557 6,97 61,41 Núcleo 

SHMT7_Hb XP_021656673.1 510 7,56 56,45 Núcleo 

SHMT7_Hb XP_021672160.1 590 5,80 65,95 Núcleo 

SHMT7_Jc XP_012071312.1 588 6,62 65,36 Núcleo 

SHMT7_Jc XP_012078135.1 558 7,24 61,74 Núcleo 

SHMT7_Me XP_021618686.1 591 5,94 66,08 Núcleo 

SHMT7_Me XP_043808985.1 466 7,87 51,41 Núcleo 

SHMT7_Rc XP_002513846.1 567 7,55 62,66 Núcleo 

SHMT7_Rc XP_002529531.1 590 5,98 66,11 Núcleo 

 

Montagem por Referência  

A montagem de referência para o acesso Jc171 resultou em 13389 transcritos, 

destes, os transcritos considerados significantes para o corte (p-value ≤ 0,05; q-value ≤ 

0,05; Log 2 FC ≥ 1 ou ≤ -1) estabelecido foram distribuídos da seguinte forma 3001 UR 

(up-regulated), 2965 DR (down-regulated) e 1865 n.s. (no significant), os demais foram 

excluídos da análise pois não atingiram o ponto de corte estabelecido. Enquanto para o 

acesso Jc183 foram 438 UR, 217 DR e 116 n.s, os demais foram excluídos da análise pois 

não atingiram o ponto de corte estabelecido. 
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Expressão diferencial in sílico de transcritos SHMT em Jatropha curcas 

 

Em Jatropha curcas foram identificados nove transcritos SHMT, porém o 

genótipo Jc171 apresentou seis transcritos de SHMT. Enquanto o genótipo Jc183 não 

apresentou SHMT diferencialmente expressas, isso se explica pela concentração de NaCl 

utilizada ser inferior ao que este genótipo suporta, e por ser considerado um genótipo 

tolerante quando comparado ao Jc171(3). Em Jc171 havia um transcrito que estava 

regulado positivamente, o SHMT4(XM_012215696.3), e dois negativamente, como 

observado na Figura 2. Em Arabidopsis a acumulação AtSHMT4 foi restrita a raiz em 

plântulas jovens (24), o presente estudo é com base em dados provenientes de raiz de 

Jc171. 

 

Figura 2 - Expressão diferencial dos transcritos SHMT em Jc171 sob estresse salino (150 mM NaCl) 

 

A serina hidroximetiltransferase é a enzima responsável pela conversão de glicina 

em serina (Figura 3). A SHMT também possui um papel indispensável na via 

fotorrespiratória de organismos fotossintéticos aeróbicos (25). Já foi observado a 

superexpressão de SHM1 em Arabidopsis resgatando parcialmente seu fenótipo sensível 

ao sal (26). A SHMT tem um papel crucial na interação com glutamato sintase na 

formação do complexo fotorrespiratório (27). Em Arabidopsis, foi superexpresso o gene 

OsSHMT3 (Oryza sativa) o qual exibiu tolerância ao estresse salino (150 mM NaCl) (28). 

 
Figura 3 - Síntese de glicina em serina através de serina hidroximetiltransferase (SHMT) 

 

Fatores de transcrição associados aos genes SHMT de Jatropha curcas 

 

Os fatores de transcrição (FTs) funcionam como reguladores capazes de controlar 

processos que especificam tipos celulares, padrões de desenvolvimento e modulam vias 

específicas nas plantas, tendo um papel essencial quando elas estão sob algum tipo de 

estresse abiótico (29). Neste estudo foram analisados os FTs (Figura 4) associados as 
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SHMT do genótipo Jc171 de J. curcas sob salinidade. Os FTs B3 e bHLH foram 

exclusivos de SHMT4 e SHMT7, respectivamente. O FT Myb-related aparece em 

SHMT1 e SHMT7. O FT Dof e HSF apareceram em SHMT1, SHMT3 e SHMT4. O FT 

C2H2 em SHMT1, SHMT4, SHMT7. O FT bZIP em SHM4. O FT GATA20 aparece em 

todos os SHMTs, exceto a SHMT(LOC105630748).  

 

 

Figura 4– Distribuição de Fatores de Transcrição em genes SHMT de Jc171 

 

Em pinhão manso (Jatropha curcas), bZIP conferiu resistência a seca e a 

salinidade, este FT é envolvido com processos biológicos que incluem, desenvolvimento 

e crescimento das plantas (11,30). Em arroz (Oryza sativa), houve acúmulo de Myb-

related, conferindo tolerância ao estresse salino e a seca, este FT que tem suas atividades 

essenciais no desenvolvimento e crescimento da planta (31). Em pimenta (Capsicum 

annuum L.), o bHLH estava regulando positivamente sob estresse salino, aquecimento, 

frio e seca, este FT está relacionado com estresses ambientais e envolvido na transdução 

de sinal e vias anabólicas (32). Os fatores de transcrição citados promovem a transcrição 

de genes importantes para a adaptação e respostas das plantas aos fatores abióticos. 

 

CONCLUSÕES  

A caracterização estrutural de serina hidroximetiltransferase é de extrema 

relevância para indicar sua participação em diferentes compartimentos subcelulares. O 

seu acúmulo e sua expressão influenciam na via metabólica de fotorrespiração, atuando 

na conversão de glicina em serina. No genótipo Jc171 de J. curcas foram poucas 

identificadas, pois o tecido o qual estava sendo analisado foi o radicular e apresentou 

apenas a SHMT4 que é mais comum nesta região. Uma análise utilizando tecido foliar 

poderá fornecer mais informações sobre esse gene, uma vez que ele atua diretamente na 

via fotorrespiratória a qual é ativada pelo excesso de O2 provocado por fatores externos, 

como os estresses ambientais. 
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Resumo: A celulose é o recurso natural mais abundante e um componente chave da 

biomassa vegetal, podendo ser uma fonte de energia econômica e ambientalmente viável 

e renovável. Atualmente, as celulases são produzidas comercialmente a partir de fungos, 

sendo seu alto custo atribuído principalmente aos substratos utilizados na produção e à 

lenta taxa de crescimento dos fungos. A produção das enzimas celulolíticas em 

hospedeiros bacterianos, utilizando a técnica do DNA recombinante, é uma estratégia 

para reduzir os custos da produção de enzimas. O sistema de expressão procariótico está 

sendo preferido em relação ao sistema de expressão eucariótico devido ao seu baixo custo 

e taxa de crescimento rápido. A Escherichia coli é considerada uma boa escolha porque 

sua expressão gênica e fisiologia são bem conhecidas, cresce em altas densidades 

celulares e em meios de cultura acessíveis. Dessa forma, neste artigo abordaremos 

informações sobre a técnica do DNA recombinante para produção mais eficaz e viável 

das enzimas celulolíticas.  

 

Palavras-chave: celulase; clonagem; DNA recombinante; engenharia genética; enzimas 

celulolíticas 

 

INTRODUÇÃO  

As enzimas ocorrem em todos os organismos vivos e catalisam reações 

bioquímicas necessárias para sustentar a vida, fazem parte de uma classe altamente 

seletiva de proteínas que desempenham um papel vital em funções fisiológicas que 

variam desde a digestão de alimentos até a síntese de DNA (1). Um grupo de enzimas 

presente em abundância em micróbios, plantas e animais são as celulases. O sistema 

enzimático celulolítico é composto por três enzimas: β-1,4-endoglucanases, β-1,4-

exoglucanases e β-glucosidases, que funcionam de forma coordenada para a degradação 

da celulose em unidades de glicose (2).  

A celulose é o recurso natural mais abundante e um componente chave da 

biomassa vegetal, podendo ser uma fonte de energia econômica e ambientalmente viável 

e renovável. Porém, a utilização econômica desse recurso natural depende principalmente 

do ritmo de hidrólise dos resíduos lignocelulósicos para a produção dos metabólitos e 

biocombustíveis desejados (3) e, nesse sentido, o uso das enzimas celulolíticas se torna 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzymatic-hydrolysis
https://orcid.org/0000-0002-1587-5761
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uma opção.   

Entretanto, o custo das enzimas para converter materiais de biomassa vegetal em 

açúcares fermentáveis é um grande impedimento para o desenvolvimento da indústria de 

biocombustíveis (4,5). Atualmente, as celulases são produzidas comercialmente a partir 

de fungos e, embora as cepas fúngicas já tenham sofrido uma extensa melhoria, é difícil 

alcançar um rendimento de proteína superior a 100 mg/l usando os métodos existentes 

(3,6).  

A produção das enzimas celulolíticas em hospedeiros bacterianos, utilizando a 

técnica do DNA recombinante, é uma estratégia para reduzir os custos da produção de 

enzimas (7,8), uma vez que o sistema bacteriano alcança a alta densidade populacional 

em pouco tempo e, a produção extracelular das celulases é comparativamente maior do 

que a do sistema fúngico (3,6,8). Isso permitiria a eliminação de enzimas não essenciais 

e focaria na melhoria racional de enzimas-chave necessárias para a quebra eficiente de 

celuloses (3,6). 

Dessa forma, neste artigo abordaremos informações sobre a técnica do DNA 

recombinante para produção mais eficaz e viável das enzimas celulolíticas.  

 

TÉCNICAS TRADICIONAIS DE OBTENÇÃO DA ENZIMA CELULASE 

As celulases são a chave principal das biotransformações bioquímicas, porém, 

possuem um custo elevado para a sua produção, que se transforma em uma barreira para 

a comercialização dos bioprodutos. Um sistema enzimático eficiente, balanceado e de 

baixo custo se torna possível com a utilização dos microrganismos (9). Na literatura 

encontram-se relatos da utilização de vários microrganismos para a produção de 

celulases, dentre os quais, os mais citados são os fungos: Trichoderma reesei, 

Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Sporotrichum pulverulentum, Penicillium 

funiculosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm sp, Chaetomium sp e 

Humicola sp (10).  

De toda a diversidade microbiana, os fungos filamentosos são os mais utilizados 

devido às suas características morfológicas. A extensão das hifas permite ao fungo a 

penetração no substrato de crescimento, formando uma estrutura de apoio sólida. Para 

isso, prefere-se a fermentação em estado sólido, que permite o acesso de nutrientes e a 

excreção das enzimas pelas hifas, que não são diluídas ao meio, além de simular o habitat 

natural dos fungos filamentosos (11,12).  

A manipulação de microrganismos visando a obtenção de produtos é conhecida 

desde antigamente, mas é a partir da década de 1990 que ela se intensifica devido ao 

avanço da engenharia genética com o potencial de ampliação de escala da produção. Dois 

métodos são largamente utilizados, a fermentação em estado sólido e a fermentação 

submersa (13).  

A fermentação em estado sólido possui vantagens econômicas e simplicidade de 

produção sobre todos os outros métodos de fermentação existentes por cultivar o 

microrganismo em substratos sólidos com ausência de água livre, propiciando o 

aproveitamento de resíduos agroindustriais (14). Também proporciona um maior 

rendimento da excreção enzimática, maior estabilidade das enzimas em variações de 

temperatura e pH com menos susceptibilidade à inibição (14).  

Para a fermentação submersa, o crescimento do microrganismo ocorre em um 
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meio propício com concentração de oxigênio controlada e permite o escalonamento da 

produção com facilidade por utilizar meios líquidos de cultivo (15,16). Os processos mais 

utilizados são a fermentação contínua, batelada alimentada e batelada simples, seguidos 

dos parâmetros de controle de pH, temperatura, difusão de oxigênio, formação de dióxido 

de carbono e taxa de alimentação do biorreator (13). Uma das desvantagens atrelada a 

essa técnica é o alto gasto energético associado aos sistemas de esterilização, purificação 

e agitação (16).  Para a remoção das enzimas secretadas em um meio líquido, é necessária 

uma etapa de filtração ou centrifugação com consequente remoção das células suspensas, 

por serem enzimas extracelulares, elas ainda permanecem no meio após a remoção da 

biomassa, necessitando de uma etapa de concentração enzimática geralmente por filtração 

de membranas, sendo essa a maior dificuldade de uma fermentação submersa (13).  

A maioria dos fungos apresenta um sistema celulolítico e que precisa ser induzido 

pela presença do substrato contendo celulose (17). Diversos resíduos apresentam celulose 

complexa em sua composição, além de alguns açúcares simples, o mais utilizado é o 

bagaço da cana-de-açúcar pela alta disponibilidade e pelo baixo custo. A Tabela 1 lista 

os principais resíduos disponíveis pela indústria e suas composições.  

 
Tabela 1. Composição de alguns materiais lignocelulósicos. 

Material Celulose (%) Hemicelulose 
(%) 

Lignina (%) 

Bagaço de cana 40 26 25 
Bagaço de laranja 16 14 1 

Casca de amendoim 38 36 16 
Casca de arroz 36 20 19 
Casca de aveia 31 29 23 
Palha de cana 36 21 16 

Palha de milho 36 28 29 
Palha de trigo 39 36 10 

Palha de cevada 44 27 7 
Palha de arroz 43 22 17 

Palha de algodão 42 12 16 
Farelo de cevada 23 33 21 
Sabugo de milho 36 28 NR* 

*NR: Valores não reportados. Fonte: Adaptado de Santos (18).  

 

Embora os fungos tenham a capacidade de melhor produção de celulase, um único 

fungo com todos os componentes do sistema de celulase para a hidrólise eficaz da 

biomassa é muito raro (19–21). Além disso, a produção comercial de celulase é realizada 

usando diferentes linhagens de fungos para desenvolver todas as três principais enzimas 

eficientes do sistema celulase (exo, endo e β-g) (19).  

A celulase é uma enzima de importância industrial e subsidia cerca de 20% do 

mercado global de enzimas em todo o mundo. Portanto, a produção e eficiência da enzima 

celulase tornaram-se um dos principais pontos de atenção a serem focados em escala 

industrial (16). 
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USO DO DNA RECOMBINANTE PARA OBTENÇÃO DE CELULASES 

A celulase tem sido amplamente utilizada em aplicações industriais e diversas 

commodities, incluindo biocombustíveis de segunda geração, alimentos e recursos 

bioquímicos (22,23). Estas enzimas são produzidas em larga escala usando fungos, sendo 

seu alto custo atribuído principalmente aos substratos utilizados na produção e à lenta 

taxa de crescimento dos fungos (24). Contudo, para aumentar a produção de celulase e 

minimizar o custo total das aplicações industriais de celulose, a produção de celulase 

microbiana recombinante via engenharia genética foi proposta e rapidamente 

desenvolvida (22).  

Dentre as bactérias, Bacillus spp. representa um dos gêneros mais importantes 

para produção de enzimas celulolíticas e, numerosos genes de celulases foram clonados 

de várias espécies de Bacillus, incluindo: B. licheniformis (22,25), B. subtilis (24,26–29), 

B. polymyxa (30,31), B. circulans (30) e B. macerans (32). As celulases de Bacillus foram 

relatadas como pertencentes às famílias da glicosil hidrolase 5 (GH5) e tentativas foram 

feitas para clonar e expressar os genes que codificam essas enzimas em um hospedeiro 

heterólogo, Escherichia coli (5,29). A clonagem e superexpressão de genes de celulases 

em hospedeiros heterólogos podem ser benéficas para sua aplicação industrial direta (5).  

Assim, os pesquisadores se concentraram no desenvolvimento de celulase 

recombinante usando o sistema de expressão de E. coli (24). Esta bactéria como host, não 

requer meio de cultura específico e cresce de forma robusta (5). Portanto, a principal 

vantagem da celulase recombinante é o aumento de escala no nível de produção sem o 

uso de substrato caro (28). 

 

TÉCNICA DO DNA RECOMBINANTE  

A tecnologia de DNA recombinante (rDNA) compreende a alteração do material 

genético fora de um organismo para obter características aprimoradas e desejadas em 

organismos vivos ou como seus produtos (33). Essa tecnologia envolve a inserção de 

fragmentos de DNA de diversas fontes, possuindo uma sequência gênica 

desejável via vetor apropriado (33,34). Esta técnica permite amplificar determinado 

locus, desde que apresente quantidades mínimas de DNA genômico. Esta amplificação é 

feita com uma polimerase extraída da bactéria Thermus aquaticus, em cerca de 20 a 30 

ciclos, podendo obter-se milhões de cópias do fragmento de DNA, levando apenas 

algumas horas (35). 

Esta técnica começou a ser desenvolvida no ano de 1970, utilizando as enzimas 

de restrição, que são utilizadas e permitem cortar o DNA em pontos específicos, e vetores 

de clonagem, como plasmídeos e genomas virais (36). As primeiras moléculas de rDNA 

foram geradas em 1973 por Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang e Stanley Cohen da 

Universidade de Stanford e da Universidade da Califórnia em São Francisco (33). Em 

1975, durante a “The Asilomar Conference” foi discutida a regulamentação e o uso seguro 

da tecnologia rDNA (33,37). E, desde meados da década de 1980, o número de produtos 

como hormônios, vacinas, agentes terapêuticos e ferramentas de diagnóstico tem sido 

desenvolvido continuamente para melhorar a saúde (33).  

 

ETAPAS DA TÉCNICA DE DNA RECOMBINANTE  

Uma vez que o microrganismo de origem (B. subtilis), o gene alvo (celulase) e o 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycosyl
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrolase
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vetor de expressão (E. coli) foram identificados dá-se início à seleção dos reagentes. 

Inúmeros materiais podem ser adquiridos comercialmente tais como: kit de extração de 

DNA bacteriano, kit de purificação, kit de preparação plasmidial, kits de amplificação 

para a reação em cadeia de polimerase, cepas hospedeiras com marcadores de resistência, 

vetores de clonagem, enzimas de restrição, entre outros (22,24). 

 

EXTRAÇÃO DO DNA TOTAL 

A extração do DNA cromossômico total é a primeira etapa a ser concluída e para 

tal pode-se fazer uso de kits comerciais (22,24). 

  

AMPLIFICAÇÃO DO GENE DE INTERESSE 

Os primers devem permear todo o segmento de interesse incluindo os códons de 

iniciação e terminação. A sequência do gene alvo pode ser localizada em plataformas de 

banco de dados genômicos como o GenBank (gi: 39776). Caso o gene de interesse não 

possua sítios de restrição idênticos aos do plasmídeo é necessário, para facilitar as etapas 

posteriores de produção do microrganismo recombinante, adicionar ao primer a 

sequência correspondente a esses sítios (2,24). Este procedimento irá fusionar 

extremidades no amplicon que serão complementares aos sítios de restrição do DNA 

plasmidial do vetor de clonagem (2,24). Sendo que, após rodar a PCR (Polymerase Chain 

Reaction) a etapa de isolamento e purificação do amplicon deve ser conduzida. 

 

ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DO AMPLICON 

Para o isolamento dos fragmentos amplificados faz-se a digestão destes pelas 

enzimas de restrição para os quais o amplicon e o plasmídeo possuam sítios de restrição 

(Tabela 2). Estas enzimas bacterianas reconhecem sequências de pares de bases 

específicas nas moléculas de DNA e as cortam nesses pontos. Após a digestão, faz-se 

uma corrida em gel de agarose a 1% para confirmação (24). Etapas de sequenciamento 

para análise comparativa e construção de vetor para caracterizar a produção da proteína é 

algo desejável (2,22).  

 
Tabela 2. Principais enzimas de restrição, organismo de origem e sítios de clivagem.  

Nome de 
enzima 

Fonte 
Local de 

reconhecimento e de 
clivagem 

Natureza das pontas 
cortadas 

Eco R1 E. coli RY13 
5’-G|AATTC-3’ 
3’-CTTAA|G-5’ 

Coesiva 

Hind III Haemophilus influenzae Rd 
5’-A|AGCTT -3’ 
3’-TTCGA|A-5’ 

Coesiva 

Bam HI Bacillus amyloliquefaciens H 
5’-G|GATCC-3’ 
3’-CCTAG|G-5’ 

Coesiva 

Alu I Arthrobacter luteus 
5’-AG|CT -3’ 
3’-TC|GA-5’ 

Cega 

Not I Nocardia otitidis-caviarum 
5’-GC|GGCCGC -3’ 
3’-CGCCGG|CG -5’ 

Coesiva 

Sau3AI Staphylococcus aureus 
5’-|GATC -3’ 
3’-CTAG|-5’ 

Coesiva 

Sma I Serratia marcescens 
5’-CCC|GGG-3’ 
3’-GGG|CCC-5’ 

Cega 
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Fonte: (38) 

 

Como as enzimas de restrição clivam em regiões palindrômicas e deixam 

segmentos coesivos expostos, para evitar a circularização e formação de estruturas 

secundárias, a etapa de desfosforilação e fosforilação com o uso de fosfatase alcalina pode 

ser necessária para diminuir a perda de produto e fundo sujo (39,40). Enzimas como 

TSAP e T4 PNK são opções para esse processo.  

 

 

CONSTRUÇÃO DO VETOR DE CLONAGEM 

Os vetores de clonagem (Figura 1) podem ser produzidos em laboratório ou 

adquiridos de empresas especializadas como Novagen, Invitrogen e Promega (22,24). A 

construção do vetor se inicia com a adição da endonuclease utilizada para a digestão do 

amplicon (24) em um tubo juntamente com o inserto e o vetor. A enzima DNA ligase é 

adicionada para refazer as ligações fosfodiéster entre os segmentos de DNA plasmidial e 

amplificado, e obter o vetor recombinante (vetor de clonagem) (2).  

 

 
Figura 1 – Mapa do vetor pET21a com os principais loci de genes e sítios para ação de endonucleases. 

Fonte: (41) 
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O sítio de inserção do gene exógeno deve ser analisado para se evitar a quebra da 

codificação de proteínas essenciais. O posicionamento do inserto após um promotor 

correto também é etapa que exige estudo (42). 

 

TRANSFORMAÇÃO DO HOSPEDEIRO 

A célula hospedeira ou vetor de expressão, neste caso a E. coli, pode ser adquirida 

ou desenvolvida em laboratório. Esta célula deve conter em seu genoma um sítio de 

resistência a antibióticos como a canamicina, ampicilina ou cloranfenicol para a seleção 

dos hospedeiros recombinantes (43). 

Os vetores de clonagem são acondicionados juntamente às células hospedeiras e 

uma das opções de transformação bacteriana é desencadeada. Os principais métodos de 

transformação adotados em laboratórios são: eletroporação (2) e choque térmico. 

 

SELEÇÃO DAS CÉLULAS TRANSFORMADAS 

Após a etapa de transformação do hospedeiro é necessário proceder à seleção 

destes. As células transformadas são colocadas em meio com o agente antimicrobiano 

para o qual as células recombinantes bem-sucedidas possuem resistência e a seleção das 

colônias é realizada. Os clones bacterianos positivos, ou seja, com a inserção do DNA 

recombinante e do gene de resistência crescerão neste meio (2).  

Para a confirmação do sucesso no processo de transformação pode-se realizar, a 

partir de uma alíquota das colônias selecionadas, uma rodada de amplificação com 

primers específicos e comparar, através de corrida em gel de agarose, com o controle 

(DNA genômico do B. subtilis) (24). Adicionalmente pode-se sequenciar o amplificado 

(2) e com uso de ferramentas de bioinformática alinhar e comparar com o controle. 

Para a extração do DNA plasmidial pode-se optar pela lise alcalina e 

centrifugação. Uma vez que o DNA plasmidial possui menor peso molecular que o 

cromossomal, o primeiro estará no sobrenadante (44). 

  

EXCISÃO DO GENE DE RESISTÊNCIA 

A remoção dos marcadores selecionáveis, não mais necessários, pode ser 

benéfica, uma vez que estes limitam o empilhamento de genes adicionais em 

transformações subsequentes e podem representar uma carga metabólica excessiva na 

maquinaria celular (45) e evitar questões regulatórias (46). 

 

EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA ENZIMA DE INTERESSE 

Uma das etapas finais do processo de produção de um microrganismo 

recombinante é a verificação da expressão gênica, secreção da proteína alvo para o meio 

e o estabelecimento da produção em larga escala (2,22). 

 

PRINCIPAIS CEPAS HOSPEDEIRAS E SUAS CARACTERÍSTICAS 

As principais características para uma célula hospedeira é ter fisiologia celular 

bem documentada, sequências completas do genoma, informações do mecanismo de 

regulação, expressão gênica e propriedades de recombinação disponíveis. 

Existem diversas cepas de E. Coli que são utilizadas como hospedeiros para 
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produção de proteínas heterólogas, as mais conhecidas são a K-12 e atualmente a BL21-

(DE3). A E. coli K-12 é uma das bactérias mais extensivamente estudadas, o seu genoma 

foi sequenciado em 1997 e consiste em um único cromossomo circular de 4.6 Mbp. Tem 

um histórico de uso seguro na produção de especialidades químicas e medicamentos 

humanos por não possuir as estruturas de superfície necessárias para a colonização 

eficiente do intestino humano e também carecer dos genes que codificam toxinas (47). A 

cepa BL21(DE3), também conhecida como células quimicamente competentes e 

igualmente adequada para clonar segmentos de DNA instáveis, emergiu como destaque 

devido seu crescimento ser mais rápido que outras linhagens (por não terem flagelos e 

serem imóveis) e tornou-se o hospedeiro preferido para a produção de proteínas 

recombinantes. O sequenciamento do genoma de cepas da linha B tem ajudado a entender 

a base molecular de fenótipos úteis para a síntese de proteínas heterólogas (48).  

A E. coli é considerada uma boa escolha porque sua expressão gênica e fisiologia 

são bem conhecidas, tem rápido crescimento, cresce em altas densidades celulares e em 

meios de cultura acessíveis, não formam aglomerados celulares, há a possibilidade de uso 

de cepas com baixa atividade proteolítica, além de serem de fácil manipulação e custo-

benefício. É o hospedeiro mais bem caracterizado com muitas alternativas de ferramentas 

de expressão e regulação disponíveis. Entretanto são incapazes de degradar polímeros de 

celulose devido à falta de celulases endógenas e são pobres secretores de proteínas sob 

condições normais de cultura devido seu envelope celular com duas membranas; as 

proteínas recombinantes produzidas em E. coli, inclusive na BL21(DE3), geralmente são 

encontradas intracelularmente na forma de corpos de inclusão insolúveis e, por serem 

procariotos, não podem introduzir modificações pós-tradução como pontes dissulfeto ou 

glicosilação (48). Vários estudos estão sendo conduzidos para inserir modificações 

(ancorar proteínas na membrana externa) para que a proteína heteróloga seja produzida 

no meio externo (22). 

Os hospedeiros do gênero Bacillus são úteis para a produção de enzimas 

heterólogas e outras proteínas procarióticas e eucarióticas em larga escala secretando 

proteínas diretamente no meio de fermentação, porém tem como desvantagem possuírem 

vários genes de resistência a antibióticos (8,49,50). Pseudomonas fluorescens é 

considerada segura, porém acumula proteínas heterólogas intracelularmente como corpos 

de inclusão (8). 

As leveduras são muito utilizadas para a produção de biocombustíveis a partir de 

resíduos industriais. A Saccharomyces cerevisiae já está bem documentada e Chang et al. 

(43) desenvolveu uma técnica de engenharia de hospedeiro para ajustar os níveis de 

expressão de genes heterólogos na levedura do kefir, Kluyveromyces marxianus, para 

obter alta eficiência celulolítica, as leveduras possuem alta eficiência secretória e podem 

fazer modificações pós-traducionais (49). 

Os fungos são produtores e secretores eficazes de celulases devidos sua fisiologia 

e nicho ecológico que ocupam. A vantagem dos fungos sobre outros microrganismos 

industriais é sua capacidade de secretar grandes quantidades de proteínas (até 120-150 

g/litro) (51). No entanto podem ter limitações como proteólise das proteínas heterólogas, 

produção de micotoxinas (metabólitos secundários) (8,51) e a ausência de promotores de 

RNA polimerase III, que pode ser contornada usando o promotor RNA polimerase II e 

ribozimas ou o promotor 5S rRNA (51,52). 
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As células vegetais estão sendo utilizadas para produzir alimentos com melhores 

características nutricionais (conteúdo lipídico ou de vitaminas), na otimização de 

absorção de nutrientes do solo, resistência a pragas e menor uso de pesticidas, resistência 

a estresses abióticos, entre outros. Mas são poucos os cultivares que tem informações 

mais detalhadas acerca do seu genoma (53,54). 

As células de mamíferos também são capazes de inserir modificações pós-

traducionais, entretanto necessitam de fatores mais complexos (nutrientes essenciais, 

fatores de crescimento, hormônios, balanço de gases etc.). O produto apresenta um custo 

mais elevado e os fatores limitantes descritos são baixa eficiência e controle preciso da 

expressão gênica. Sua aplicação é direcionada para área pesquisa médica, farmacêutica e 

testes de segurança, pecuária, xenotransplante de órgãos, entre outros. Exemplos de 

hospedeiros: células de rim de hamster, culturas celulares diversas e animais transgênicos 

biorreatores (55).  

O sistema de expressão procariótico está sendo preferido em relação ao sistema 

de expressão eucariótico devido ao seu baixo custo, taxa de crescimento rápido, 

flexibilidade e facilidade de escala para produção de proteínas de nível mais alto que não 

requerem modificações pós-traducionais. As propriedades de recombinação são 

especialmente relevantes para a escolha de hospedeiros para propagação de bibliotecas a 

fim de evitar a deturpação devido ao crescimento desigual de clones (48,56). Sendo 

essencial localizar um “porto seguro” genômico para a inserção de genes, de modo que 

ele funcione corretamente e não cause risco ao hospedeiro, pois nem sempre estas células 

sobrevivem ao próprio gene ou à proteína expressada (48,56).  

 

CONCLUSÃO 

O sucesso da clonagem e expressão de genes que codificam celulases promove o 

desenvolvimento de uma estratégia de baixo custo para produzir este grupo enzimático 

em grande quantidade. O objetivo final de produzir uma proteína desejada em um 

hospedeiro heterólogo econômico é influenciado por uma variedade de fatores. No 

entanto, maximizar a produção de proteínas heterólogas para aplicação comercial ainda é 

uma arte. Uma expressão enzimática econômica e uma caracterização detalhada da 

enzima recombinante purificada pode ser um candidato valioso para uso em vários 

processos industriais, especialmente na indústria de biocombustíveis para conversão de 

biomassa vegetal em açúcar fermentável. 
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Resumo: Os morcegos têm sido associados a uma série de doenças virais zoonóticas, como 

as causadas pelas famílias Filoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae e Coronaviridae, 

que exemplificam a fatalidade das doenças transmitidas. Com os avanços da biologia 

molecular, a metagenômica permite sequenciar o material genético de todos os 

microrganismos presentes em uma amostra, que podem compreender vírus, bactérias ou 

organismos eucariotos, sem necessidade de cultivo celular, isso amplia a caracterização de 

muitas espécies de microrganismos, inclusive aquelas abrigadas por morcegos. O objetivo 

deste trabalho foi investigar o viroma em amostras de morcegos da espécie Desmodus 

rotundus obtidos em um município no Pará. A detecção do viroma em importantes 

reservatórios auxilia na vigilância epidemiológica e são importantes para compreender as 

possíveis contribuições à resistência peculiar da espécie, seu desempenho como hospedeiro 

e questões evolutivas. Foram sequenciados fragmentos de pulmão no NextSeq 500 (Illumina) 

e os dados obtidos passaram por análises bioinformáticas. Os resultados mostram a presença 

de Desmodus rotundus endogenous retrovírus, que são de grande importância para estudos 

filogenéticos que abordam sobre a evolução das espécies e pode inferir, em estudos 

posteriores, como a presença desses elementos endógenos se relaciona com questões 

imunológicas peculiares dos morcegos.   

 

Palavras–chave: metagenômica; morcegos; Desmodus rotundus; Desmodus rotundus 

endogenous retrovírus; bioinformática. 

 

INTRODUÇÃO  

Os morcegos são mamíferos silvestres da ordem Chiroptera e estão divididos em 

duas subordens: Megachiroptera que podem ser encontradas em regiões da África, Índia, 

Ásia e Oceania e Microchiroptera, encontrada em várias localidades ao longo do globo, 

excluindo zonas polares e algumas ilhas oceânicas. Ao todo possuem 21 famílias, 227 

gêneros e 1.386 espécies. É a segunda ordem entre os mamíferos com maior diversidade de 

espécies, ficando atrás somente da ordem Rodentia (1,2).   

O Norte e Nordeste do Brasil possuem grande diversidade de morcegos. O Pará é o 

estado do Norte com maior número de espécies registradas, sendo Desmodus rotundus e 

Carollia perspicillata os mais capturados em estudos de campo que retratam a 

quiropterofauna da região. A Amazônia brasileira possui em torno de 146 espécies 

distribuídas em 64 gêneros (3,4,5). São os únicos mamíferos com capacidade de voo, 

organizam-se em grupos diversificados e dispõe de características comportamentais 
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particulares, entre elas o hábito noturno, além de contribuírem diretamente no equilíbrio do 

ecossistema, realizando predação de insetos, polinização e dispersão de sementes (1). 

Entretanto, os morcegos têm sido associados a uma série de doenças virais 

zoonóticas. Essa relação ocorre por inúmeros fatores, entre eles a grande diversidade de 

espécies, o tamanho da colônia, longevidade, capacidade migratória e imunologia única que 

contribuem para a transmissão intraespecífica e interespecífica de patógenos (6,7). Estão 

entre as principais fontes de novas cepas virais, provavelmente, devido sua coevolução com 

tais vírus que forneceu oportunidade de manutenção (8,9). 

Os morcegos abrigam a maior proporção de vírus zoonóticos, o que explica a maioria 

dos eventos de spillover para humanos. O spillover é o transbordamento de um vírus de uma 

espécie para outra que requer oportunidade ecológica para contato, compatibilidade celular 

entre vírus e o hospedeiro, além de resposta imune permissiva. Há eventos de spillover direto 

de morcegos para humanos e eventos indiretos, que envolvem hospedeiros intermediários 

(10,11). 

As epidemias causadas por vírus das famílias Filoviridae, Paramyxoviridae, 

Rhabdoviridae e Coronaviridae exemplificam a fatalidade das doenças transmitidas, mas 

apesar de abrigarem grande diversidade viral, na maioria das vezes os morcegos não 

apresentam sintomatologia. Diante disso, algumas hipóteses imunológicas são propostas. A 

ausência de componentes do sistema imunológico que reconhecem o material genético de 

agentes estranhos, como a família de genes PYHIN, evitam a ativação do inflamassoma e os 

danos provocados pela infecção (12).  

O estresse oxidativo é alto durante atividades metabólicas, entretanto, nos morcegos a 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) é limitada devido adaptações mitocondriais 

que minimizam o estresse durante o voo, o que pode diminuir a patogênese. Os morcegos 

ainda podem recrutar antioxidantes enzimáticos para eliminar o ROS eficientemente 

evitando assim danos oxidativos ao DNA mitocondrial e seus impactos negativos na 

longevidade (12,13). Em algumas espécies de morcegos a mutação no gene STING, 

estimulador de interferon (IFN), diminui a expressão do INF e pode permitir a replicação 

viral. Entretanto, apesar da replicação, a demora para recrutar linfócitos T e B após a infecção 

é uma estratégia evolutiva para impedir a resposta imunopatológica (13,14).  

Além disso, a existência de elementos virais endógenos (EVE) é mais uma das 

hipóteses para a imunidade dos morcegos frente às infecções virais. Um EVE é integrado a 

uma célula germinativa após infecção, tornando-se parte do material genético do hospedeiro, 

portanto reconhece-o como próprio. Algumas regiões no genoma dos morcegos que contém 

esses elementos podem ter propriedades que inibem a produção de citocinas, fazendo com 

que sejam assintomáticos (13,14). 

Atualmente, com os avanços da biologia molecular, algumas abordagens conseguem 

sequenciar o material genético de todos os microrganismos presentes em uma amostra, que 

podem compreender vírus, bactérias ou organismos eucariotos, sem necessidade de cultivo 

celular, permitindo ampliar a caracterização de muitas espécies de microrganismos, visto 

que a maioria não é cultivável. Tal vantagem proporcionou mais estudos acerca do 

microbioma de importantes hospedeiros (15,16).  

Os vírus são capazes de infectar espécies de todos os domínios de vida existentes e 

através da metagenômica é possível detectar o viroma de diferentes táxons. A metagenômica 

possibilita uma visão mais ampla, tirando o foco dos principais causadores de doenças. Os 

ERVs estão presentes no material genético da maioria dos vertebrados devido infecções 
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retrovirais acumuladas ao longo da sua história evolutiva, cerca de 10% do genoma é 

formado por ERVs (17). 

O objetivo deste trabalho foi investigar o viroma em amostras de morcegos da espécie 

Desmodus rotundus obtidos em um município no Pará. A detecção do viroma em 

importantes reservatórios auxilia na vigilância epidemiológica e são importantes para 

compreender as possíveis contribuições à resistência peculiar da espécie, seu desempenho 

como hospedeiro e questões evolutivas. A região amazônica possui grande parte da 

diversidade de espécies de morcegos do Brasil, mas ainda necessita de mais relatos sobre o 

microbioma que eles carregam nessa área. A pandemia atual aumentou o alerta sobre a 

relevância de identificar novos vírus carregados por morcegos e relacioná-los com outros 

fatores (18). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

As amostras deste estudo foram obtidas de 15 morcegos, Desmodus rotundus, 

provenientes do município de Melgaço, localizado no arquipélago do Marajó, Pará (Figura 

1), que chegaram ao Instituto Evandro Chagas em 2019 em status de óbito e foram 

submetidos ao teste de imunofluorescência direta para Raiva, porém todos foram negativos. 

Na necropsia foram coletados fragmentos de pulmão e separados em 3 pools, contendo 5 

fragmentos em cada (Tabela 1) e armazenados em freezer -70 °C.  

 
Figura 1. A- Mapa do Pará e B- mapa do arquipélago do Marajó 

Fonte: A- Adaptado familysearch.org; B- Do autor. 

 

 

 

 Pool N° de registro  

 

1 

47773  

 47774  

 47775  
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 48103  

 48104  
 

2 

48105  
 48106  
 48107  
 48108  
 48109  
 

3 

48110  
 48111  
 48112  
 48250  
 48251  

Tabela 1. Identificação dos morcegos por pool.  

 

Os fragmentos das vísceras foram colocados em microtubos com capacidade de 2 mL, 

estéreis e livres de DNase e RNase e identificados por origem, víscera e número de registro 

dos animais. Foi adicionado 1 mL de Trizol e uma esfera de tungstênio de 5 mm de diâmetro 

para maceração no TissueLyser II (Qiagen) a 25 Hz por 1 minuto.  

A extração e purificação do RNA total foi realizada pelo método Trizol combinado 

com o kit PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher) e quantificado com Qubit® 2.0 

Fluorometer (Invitrogen) utilizando o kit Qubit® RNA HS Assay. Posteriormente, foi 

verificada a qualidade dos fragmentos de RNA pelo Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies) com o kit Agilent RNA 6000 Pico, seguindo os protocolos dos fabricantes.  

Para a síntese de DNA complementar (cDNA) foram utilizados 2 kits, para a 1° fita o 

SuperScript VILO MasterMix (Invitrogen) e para a 2° fita o NEBNext mRNA Second Strand 

Synthesis Module (New England Biolabs).  

O cDNA foi purificado com o auxílio de esferas magnéticas AMPure bead e utilizado 

na preparação da biblioteca genômica pelo kit Nextera XT DNA Library Preparation 

(Illumina). A quantificação de moléculas de cDNA foi estimada com auxílio do equipamento 

Qubit® 2.0 Fluorometer e kit Qubit® dsDNA HS Assay. O tamanho dos fragmentos 

produzidos na biblioteca foi observado no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) através 

do kit High Sensitivity DNA Analysis (Agilent Technologies). A partir disso, foi realizado o 

sequenciamento pelo equipamento NextSeq 500 com o kit NextSeq 500/550 High Output 

v2.5 (300 ciclos) (Illumina) seguindo as instruções do fabricante. 

Os dados obtidos do sequenciador foram transformados para extensão .fastq pelo 

programa bcl2fastq2 e resultou nos arquivos R1 e R2 para cada amostra.  A qualidade dos 

dados brutos foi visualiza no Fastp e posteriormente filtrada para remover leituras curtas de 

baixa qualidade e bases indeterminadas, o Bowtie2 foi utilizado para mapear as leituras 

contra genoma do hospedeiro, Desmodus rotundus (genoma referência: ASM294091V2 

Feb. 2018). O SortMeRNA v.2.1 realizou a remoção de RNA ribossomal. As sequências 

foram novamente visualizadas no Fastp para atestar a qualidade. 

As leituras passaram por alinhamento no programa DIAMOND para comparação com 

o banco de sequências não redundantes (NR) do NCBI e o percentual correspondente a cada 

agente viral foi visualizado no Krona. O programa Kraken fez as classificações taxonômicas 

e Pavian permitiu visualizá-las em tabelas, ambos os programas oferecem resultados rápidos 

e de alta sensibilidade. 
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O SPAdes realizou a montagem De Novo das leituras através da seleção automática de 

k-mers 21,33,55,77 baseado no comprimento de 150pb das sequências. Foi utilizado também 

o MegaHit, que faz montagem com k-mers 21,41,61,81,99. Após isso, os arquivos de contigs 

foram inspecionados no Megan v.6.23.2 para avaliar as famílias mais abundantes e os contigs 

selecionados passaram por edição, mapeamento por referência no Geneious v.9.1.8 e para 

alinhamento utilizamos ClustalW, ferramenta incluída no Geneious v.9.1.8. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A área de estudo foi selecionada em razão da diversidade de espécies quiropteros em 

sua extensão, como relatados por Marques-Aguiare et al. (25). Além do histórico de surtos 

de doenças reservadas em morcegos na região que podem ter transmissão facilitada devido 

à fatores socioeconômicos locais (26,27). Apesar de haver grande quantidade de morcegos 

dessa região analisados pelo IEC para vigilância epidemiológica da Raiva, a maioria 

apresenta diagnóstico negativo na imunofluorescência direta e prova biológica, o que pode 

indicar morte por outras causas, inclusive fatores virais. Isso mostra a necessidade de mais 

estudos em localidades específicas da Amazônia, além de investigação através de outras 

técnicas laboratoriais. 

Foram obtidas 84.404.720 leituras brutas, sendo a menor quantidade para vírus, de 

acordo com os programas de classificação taxonômica (Tabela 1) e após passar por 

filtragem, o número de sequências reduziu significativamente. As sequências que 

apresentaram homologia com sequências do banco NR foram inspecionadas no MEGAN6 e 

o total de leituras e contigs obtidos foram 22.891 e 9.424 respectivamente. A redução das 

leituras já é algo esperado nas análises de bioinformática, a diminuição com do Bowtie2 

elimina as sequências referentes ao hospedeiro, facilitando a montagem de contigs para vírus 

(19). 

 

Amostras N° de leituras 

brutas 

Leituras 

classificadas (%) 

Leituras 

microbianas (%) 

Leituras para 

vírus (%) 

Pool 1 33.955.233 69.50% 61.50% 0.16% 

Pool 2 22.816.122 63.10% 53.70% 0.17% 

Pool 3 27.633.365 60.80% 51.50% 0.18% 

Tabela 2. Leituras brutas e percentuais obtidos antes da filtragem pelos sofwares Kraken e 

Pavian. 

As famílias mais abundantes em leituras e contigs nos pools foram Siphoviridae, 

Myoviridae, Retroviridae e Mimiviridae (Gráfico 1), com destaque para Retroviridae que 

possui vírus que infectam vertebrados. A detecção do viroma em animais conhecidos como 

importantes reservatórios auxilia no monitoramento de vírus com potencial patogênico para 

humanos. De acordo com Van Brussel e Holmes (20), durante os últimos anos, foram 
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detectados vários vírus em morcegos por meio do Sequenciamento de Nova Geração (NGS), 

cerca de 30% de todas as sequências virais relacionadas a morcegos existentes no GenBank 

foram obtidas através da metagenômica, sendo a maioria para vírus de RNA, que possuem 

maior facilidade de mutação, o que pode aumentar o grau de patogenicidade e produzir 

efeitos mais graves e fatais.  

 

 

Gráfico 1. Famílias mais abundantes nas amostras 

 

 Os contigs montados para a família Retroviridae são referentes ao retrovírus 

endógeno (ERV) Desmodus rotundus endogenous retrovirus (DrERV). Os ERVs estão 

normalmente presentes no genoma dos vertebrados, provavelmente, devido a integração do 

provírus de um retrovírus exógeno no ancestral comum que se fixou no material genético 

antes da divergência das espécies. Portanto, são linhagens virais antigas em táxons de 

mamíferos e por meio delas é possível compreender sobre questões evolutivas da espécie 

(21). 

Os retrovírus são transmitidos principalmente por contato com sangue, sendo assim, 

os retrovírus endógenos de morcegos hematófagos teriam facilmente saltado de uma espécie 

para outra. O DrERV é um provírus de baixo número de cópias que possui características 

estruturais betaretrovirais do tipo D. Os genes pol e env são elementos centrais que possuem 

vários códons de parada e espera-se que produzam produtos gênicos truncados (22). 

Sequências relacionadas ao DrERV presentes na espécie Carollia perspicillata 

descrito por Baillie et al. (23) e a ausência em Diphylla ecaudata, outra espécie de morcego 

hematófago da família Phyllostomidae, sugere que o DrERV foi adquirido por infecções 

independentes após a divergência de espécies. Bergner et al. (24) também relata fatores 

ecológicos que podem influenciar a composição da comunidade viral em morcegos 

hematófagos, como diversidade de outras espécies animais para oferecer oportunidades de 

transmissão interespecífica e idade, visto que, os adultos acumulam mais infecções ao longo 

da vida e os juvenis desempenham papel importante na dinâmica viral devido à maior 

suscetibilidade. 

Nos pools foram selecionados contigs do gênero Betaretrovirus já que apresentaram 

maior quantidade de nucleotídeos (nt) e maior identidade com uma região que codifica o 

gene pol de Desmodus rotundus endogenous retrovirus (DrERV) (GenBank ID 
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AJR27940.1). Porém, no mapeamento e edição não foi possível estender de forma 

satisfatória as sequências. Para dar continuidade às análises, foi utilizada outra sequência 

completa como referência (MH648003) obtida em estudo anterior de Franco-Filho et al. (24) 

com morcegos da mesma espécie na Amazônia. O mapeamento contra os contigs de ambos 

os montadores resultou em sequências completas de DrERV, apesar de possuir algumas 

regiões com variabilidade genética (mutação de transição), são referentes a todos os genes 

deste retrovírus ou parte deles. O tamanho das sequências obtidas pode ser visualizado na 

Tabela 2.  

 

Amostras Tamanho (nucleotídeos) 

Pool 1 8.309 nt 

Pool 2 10.713 nt 

Pool 3 8.364 nt 

Tabela 2. Tamanho das sequências obtidas através do mapeamento dos contigs contra 

sequência de referência (n° de acesso MH648003) no NCBI.  

 

As sequências de estudo alcançaram tamanho aproximado com a referência de Franco-

Filho (24), o que pode inferir que DrEVR está disseminado nos D. rotundus de várias regiões 

amazônicas. O pulmão foi utilizado como amostra devido a possibilidade de infecções por 

via aerógena e visto que é um órgão altamente vascularizado, permitindo facilmente a 

replicação viral de cepas já conhecidas. Geralmente, amostras de urina, saliva e fezes são 

utilizadas com maior frequência nos estudos, pois minimizam o impacto nas colônias, além 

de representarem a possível via de transmissão de microrganismos, no entanto, trabalhar 

somente com essas amostras pode falhar na detecção de vírus associados à órgãos específicos 

ou sofrer interferência do ambiente nos resultados (11, 20). 

 

CONCLUSÕES  

A espécie D. rotundus está amplamente distribuída em áreas da zona rural com 

presença de animais domésticos de produção, devido à disponibilidade de alimento, uma vez 

que são hematófagos, este fator é um alerta para que a espécie seja mais investigada acerca 

dos microrganismos que pode armazenar. Porém, outros vírus não patogênicos, como os 

ERVs, são de grande importância para estudos filogenéticos que abordam sobre a evolução 

das espécies e pode inferir, em estudos posteriores, como a presença desses elementos 

endógenos se relaciona com questões imunológicas peculiares dos morcegos.  

Os dados obtidos ainda podem ser profundamente analisados para avaliação de 

outros microrganismos presentes nos tecidos, como bactérias e fungos, complementando o 

presente estudo. 
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Resumo: O glaucoma é a principal causa de cegueira irreversível mundial, sua forma 

mais comum é o glaucoma primário de ângulo aberto (GPAA). O glaucoma primário 

congênito (GCP) é uma das manifestações mais graves juntamente com o glaucoma 

primário de ângulo aberto juvenil (GPAA-J), devido a ambos serem glaucomas de início 

precoce. O gene TEK, possui uma associação com a manifestação da neuropatologia para 

diagnósticos de GCP, visto que a via Angiopoetina-TEK (ANGPT-TEK) é necessária para 

o desenvolvimento normal do Canal de Schlemm (CS), responsável pela drenagem do 

fluxo de humor aquoso que quando prejudicada, ocasiona o aumento da pressão 

intraocular, principal fator de risco relacionado a todos os tipos de glaucomas primários. 

Para a realização deste trabalho, foram utilizados os seguintes sites de busca: PubMed, 

Investigate Ophtalmology and Visual Sciente (IOVS) na ARVO Journal, Google 

Acadêmico, Naticional Library of Medicine, Nature Communications, Scielo, Science 

Direct, Elsevier, Wiley Online Library, Springer Nature e Connectedpapers. A 

composição desta revisão é do tipo usufruiu de “review articles” e “research articles”, 

pelas palavras chaves para as buscas foram: JOAG (do inglês Juvenile -Onset Open Angle 

Glaucoma), TEK, glaucoma associations, ANGPT1/2 e TIE2. Após as análises de 

literatura que implicam em associações e co-ocorrência envolvendo o TEK e o glaucoma, 

observou-se que já existem estudos contendo a presença de portadores de GPAA-J com 

variantes do gene TEK. Esta revisão tem como objetivo identificar o papel do gene na 

progressão do GPAA-J e melhorar a compreensão dos mecanismos gênicos ligados à 

afecção. 
 

Palavras–chave: ANGPT-TEK; genética; glaucoma; juvenil; TEK 

 

INTRODUÇÃO  

 

Glaucoma é a principal causa de cegueira irreversível mundial e refere-se a um 

grupo de doenças heterogêneas, caracterizadas como uma neuropatia crônica 

degenerativa de natureza multifatorial. Uma característica comum do glaucoma, é a morte 
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celular, causada pela degeneração e escavação progressiva do nervo óptico, que por 

consequência promove danos às células ganglionares da retina (CGR) e nos axônios (1,2), 

ocasionando assim um quadro de cegueira irreversível como demonstrado na Figura 01. 

 

Figura 01: Fisiopatologia do glaucomatoso e exame de OCT comparados a um olho saudável. A 

morfologia do olho glaucomatoso consiste em mecanismos que fazem com que o escoamento e o fluxo de 

humor aquoso sejam prejudicados, devido a alteração de estruturas oculares específicas, que oportunamente 

ocasionam o aumento de pressão intraocular (PIO). Conforme a PIO se eleva, o disco óptico sofre uma 

atrofia equivalente a morte celular dos axônios e fibras nervosas, que é denominada escavação, essa por 

sua vez resulta na perda do campo visual inicialmente na região periférica, até a região central dos olhos. 

A) Nervo óptico sem degeneração, com o exame de OCT demonstrando que não há alterações 

glaucomatosas; B) olho com glaucoma inicial, apresentando defeitos no campo visual registrados pela 

OCT, iniciando pela lateral do campo, ocasionado pela degeneração/ escavação anormal do nervo óptico; 

C) olho glaucomatoso avançado, com uma degeneração/ escavação do nervo óptico mais aprofundada, 

levando a maiores defeitos no campo visual, desde a região lateral ocular até o campo central de visão. 

Adaptado de Kwon et al. (2009) (3). 

Dos subtipos abrangentes, o mais abundante na população mundial é o glaucoma 

primário. A terminologia primário se refere a glaucomas de etiologias desconhecidas 

(sem uma causalidade), já a terminologia secundário abrange glaucomas cuja condição 

ocular/ sistêmica do paciente acarretou o desenvolvimento do glaucoma (4).  
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O glaucoma primário é classificado em quatro grupos: o glaucoma primário de 

ângulo fechado (GPAF), glaucoma primário de ângulo aberto adulto (GPAA), juvenil 

(GPAA-J) e glaucoma congênito primário (GCP) (5). 

O GPAA é uma doença silenciosa, em função desta característica os defeitos nas 

CGR são observados após uma perda de cerca de 40% das células (6). A genética do 

glaucoma concede entendimento sobre a sua etiologia, que por sua vez é distinta dentre 

os variados tipos e padrões de respostas fisiológicas (7). 

Diversos parâmetros podem influenciar na manifestação do glaucoma, 

corroborando para o seu fenótipo, como fatores ambientais, sistêmicos e genéticos. No 

entanto, a caracterização da base genética glaucomatosa ainda não foi totalmente descrita, 

visto que somente 10% dos genes e variantes relacionados ao aumento de risco para 

glaucoma foram relatados nos bancos de dados genéticos. Sabe-se que os padrões de 

herança que compõem o glaucoma pertencem a herança poligênica e herança mendeliana 

autossômica dominante e/ ou recessiva (8). 

Dentre os mecanismos envolvidos no glaucoma já bem elucidados, estão descritos 

a má funcionalidade do corpo ciliar e malha trabecular (MT), implicados na produção, 

regulação e escoamento do fluxo de humor aquoso (AHO). Quando há alterações 

estruturais nessas regiões são registradas deformações, estresse mecânico e oxidativo, que 

ocasionam a resistência da drenagem do humor aquoso e consequentemente aumento da 

pressão intraocular (PIO), atualmente considerado hoje o principal fator de risco 

relacionado ao desenvolvimento do glaucoma (1,9,10). Outros fatores de risco ligados a 

neuropatia incluem: PIO elevada para os subtipos primários que podem apresentar 

interferências de fatores ambientais, além de ser o único fator tratável para retardar a 

progressão da doença (11,12). A ancestralidade, de acordo com a população avaliada, 

pode corresponder a uma porcentagem de afetados variada, para a ancestralidade africana 

é registrado um risco três a cinco vezes maior para o glaucoma, tornando-o 

potencialmente mais severo (13). O histórico familiar positivo (registro de casos de 

glaucoma na família) e idade, também são elementos de risco, visto que o glaucoma é 

uma doença genética que pode apresentar padrão monogênico ou poligênico e tende a 

apresentar maior risco conforme o envelhecimento (14–16). 

O GCP é uma forma grave que dispõe da particularidade de apresentar globos 

oculares maiores (buftalmo), estrias de Haab, se manifestar durante a infância durante os 

primeiros dias de vida até os 3 anos de idade, apresentando uma PIO elevada, que ocorre 

por meio de defeitos na via de saída do AHO, líquido produzido no corpo ciliar e drenado 

pelo canal de Schlemm (CS), malha trabecular e vias uveosclerais (2). 

Semelhante a algumas características do GCP, o GPAA-J também exibe uma PIO 

extremamente elevada e idade de diagnóstico clínico ocorrendo entre os 3 e 40 anos de 

idade. O GPAA-J é o tipo menos responsivo aos tratamentos tópicos e o que mais 

demanda intervenções cirúrgicas, além de demonstrar alta penetrância e registros de 

histórico familiar positivo para a doença, tendo como padrão genético a herança 

autossômica dominante  (17,18). 

Para a determinação de padrões genéticos associados ao GPAA e outros tipos de 

glaucoma, os ensaios envolvendo técnicas de biologia molecular e avaliações de risco 

genético, são as principais ferramentas utilizadas para a investigação clínica e composição 

do Polygenic Risk Score (PSR). Os resultados das análises para investigação de genes 

potencialmente envolvidos em mecanismos glaucomatosos (19), tendem a exibir 
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resultados benéficos aos pacientes portadores da neuropatologia, principalmente para 

casos de início precoce e juvenil, já que a base genética glaucomatosa do juvenil se 

encontra associada a mais de 15 genes (20).  

A dificuldade de diagnóstico para glaucomas de início precoce (GCP e GPAA-J) 

tem sido um desafio mundial, devido à dificuldade de estabelecer uma precisão entre os 

diagnósticos. Por essa razão, as revisões de literatura de casos já descritos, são essenciais 

para o seguimento de novas abordagens e ensaios genéticos, sejam eles o sequenciamento 

completo do exoma ou genoma. A determinação e estudo de novas variantes para 

compreensão dos mecanismos envolvidos, se torna mais precisa possibilitando uma nova 

forma de diagnóstico para o futuro (11). 

Portanto, o objetivo desta revisão é analisar a possível relação entre gene TEK, já 

bem descrito na patologia do GCP, com os casos de GPAA-J descritos na literatura. 

  

● Genética do glaucoma 

 

 De acordo com Iglesias e colaboradores, os endofenótipos ou fenótipos 

intermediários são atributos clínicos estruturais e/ou funcionais que possibilitam o 

fenótipo final, estando associadas a uma ou mais doenças, devido a sua relação com os 

componentes genéticos herdados (21). Essas heranças que compõem características 

glaucomatosas podem estar ligadas aos seguintes endofenótipos do GPAA: proporção 

vertical escavação/ cabeça do nervo óptico, pressão intraocular,  redução da espessura  

central da córnea (21). 

 

 



                                               

 

 250 

 

 

 

Figura 02: Relação de genes, fenótipos e endofenótipos. Na imagem acima temos de forma demonstrativa 

a possibilidade da interação de genética (mutagênese gerar uma característica fenotípica, que pode ou não 

estar relacionada a uma doença. Por outro lado, a epigenética (relação de genes, fatores ambientais, estilo 

de vida e fatores sociais) também pode resultar no fenótipo, que por sua vez é um sinal característico de 

uma doença. Adaptado de Iglesias A. e colaboradores (23). 

 

De acordo com Human Genome Organization/ Genome Database, quando há loci 

candidatos associados ao glaucoma eles devem ser reconhecidos pela sigla “GLC”, após 

a sigla vem os números “1, 2 e 3” que informam respectivamente se o glaucoma é de 

ângulo aberto, ângulo fechado, ou congênito, em seguida é inserido uma letra referente 

ao primeiro, segundo ou terceiro mapeamento genético de cada subgrupo (22). 

Algumas abordagens realizadas para a investigação de heranças genéticas incluem 

os estudos de amplitude genômica (GWAS, do inglês Genome Wide Association Studies), 

estudos de ligação e sequenciamento de exoma. Esses métodos atuam em colaboração 

para a composição do quadro de risco em diferentes populações e distintos tipos de 

glaucoma (23,24). 

Atualmente alguns genes já foram descritos com impacto no GPAA-J, incluindo 

estudos envolvendo variantes raras com efeitos escalonados para o endofenótipo. A 

principal fonte para o achado de novas variantes de risco são os estudos de ligação em 

pedigree e sequenciamento completo do exoma, sendo esses métodos mais precisos sobre 

a segregação de variantes e mapeamento gênico (11,22). 

Nos últimos anos houve um aumento de publicações de artigos científicos 

envolvendo variantes do gene TEK. A evidência genética relacionado ao TEK é a sua 

relação com a uma via de drenagem de AHO, permitindo que o endofenótipo desse gene 

possa ser encontrado em dois tipos de glaucoma de início precoce (GCP e GPAA-J) e, 

até o momento o TEK indique ter uma ação de ser um fator determinante para o 

desenvolvimento de ambos (11,25). 

 

● TEK 

 

O gene TEK Receptor Tyrosine Kinase (TEK), também conhecido por VMCM1, 

TIE2, Angiopoietin-1 Receptor, Tunica Interna Endothelial Cell Kinase, se localiza no 

braço curto do cromossomo 9, região 21.2 (9p21.2). Seus receptores são altamente 

expressos nas células endoteliais do canal de Schlemm e suas funções são: fator de 

regulação e desenvolvimento do CS e MT, promover a angiogênese, receptor para 

Angiopoetina 1, 2 e 4 (ANGPT1/2/4), estimular a proliferação celular, migração, adesão, 

manutenção da quiescência vascular e reorganização do citoesqueleto (26). 

O gene TEK exibe um padrão de herança autossômica dominante, entretanto, sua 

expressão é variável entre os indivíduos, de modo que são registradas alterações também 

de acordo com a população avaliada. Como efeito, genes associados aos glaucomas de 

início precoce demonstram penetrância incompleta e expressão variável, diferentemente 

dos genes ligados ao glaucoma de início adulto (11). 

 Algumas de suas variantes já descritas na literatura são responsáveis pela perda 

da função de sua proteína (haploinsuficiência), um atributo observado em 5% dos casos 

de GPC (4,7). A proteína por sua vez, se encontra na membrana plasmática e sua atividade 
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tirosina quinase é medida pela autofosforilação dos resíduos localizados no C- terminal 

(27). 

A porção proteíca encontrada na região extracelular, possui dois domínios 

semelhantes à imunoglobulina, três domínios semelhantes ao fator de crescimento 

epidérmico e três repetições de fibronectina tipo III. Sabe-se que o ligante Angiopoetina 

1 (ANGPT1) se encaixa no receptor TEK e inicia uma sinalização para o desenvolvimento 

do epitélio vascular embrionário, porém, vale ressaltar que toda a natureza de suas 

variantes e produtos da transcrição ainda não foi elucidada. Um exemplo seria as variantes 

de splicing alternativo descritas (28), por isso é extremamente difícil estabelecer todos os 

impactos dessas variantes (29). 

Recentemente por meio de abordagens moleculares e ensaios in vivo, a via deste 

gene foi associada a via de sinalização da malha trabecular e via de desenvolvimento do 

CS (30). A interrupção da expressão do gene TEK interfere no desenvolvimento do CS, 

isso sugere que o receptor ANGPT-TEK seria um dos fatores influentes de forma indireta 

na regulação da PIO, e ainda de forma indireta cause o desenvolvimento do glaucoma, 

visto que a PIO é o principal fator de risco e não a causa da manifestação do glaucoma 

(31). 

Em 50% dos casos onde há variações na redução de expressividade do TEK, são 

encontradas malformações teciduais no CS e redução do escoamento do humor aquoso, 

confirmando que a sua expressão está relacionada à um fator genético que envolva mais 

de um gene, incluindo outras vias (32). 

● Canal de Schlemm 

O CS, assim como a via da malha trabecular, são vias de escoamento fundamentais 

para o retorno do AHO a corrente sanguínea, porém o CS é a via não convencional 

revestida por um endotélio que se situa na região anterior do olho responsável por drenar 

20% do AHO (25,33). 

Um ensaio in vivo demonstrou que a deleção do TEK, ou de seus ligantes ANGPT1 

e ANGPT2 leva a formação do CS hipomórfico, com a PIO elevada, evitando a letalidade, 

mas não impedindo de ocorrer a perda rápida dos gânglios retinianos e o desenvolvimento 

do glaucoma (25,29). Outro ensaio realizado com camundongos registrou que suas 

células compreendem propriedades sanguíneas e linfáticas, sendo produzidas nas 

primeiras semanas de vida, após o nascimento. Resultados semelhantes foram 

encontrados em um modelo animal utilizando Macacos Cynomolgus, onde pela deleção 

dos ligantes do TIE2, ou seja, ANGPT1 e 2, durante o período gestacional, obteve-se um 

comprometimento da drenagem, ocasionando o glaucoma. Portanto, a via ANGPT-TEK 

é a essencial para a homeostase e drenagem normal de AHO em mamíferos, sendo 

responsável por emitir sinais para o gene TEK aumentar o fluxo de AHO e desenvolver o 

CS sem más conformações (33). 

 

● Associação genéticas e físicas do TEK 

Como já esclarecido acima, a via ANGPT- TEK, detém de uma forte relação com 

o TEK, por haver 2 receptores específicos. O ANGPT1 é caracterizado pelos artigos como 
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antagonista primário do TEK, por meio da ativação com o receptor TEK o estimulando a 

sua função pró-angiogênica, do TEK estabilizando a formação de novos vasos (29). 

Estudos de caso investigando a relação do TEK com o GCP notaram uma 

correlação com outros genes, levando a potencialização das más conformações, aumento 

da penetrância e agravamento do glaucoma (27). 

Modulações do gene SVEP1 resultaram no aumento da penetrância de variantes 

TEK em indivíduos pedigree, mas limitou a sua sinalização dentro da via de 

desenvolvimento. O diferencial desta pesquisa entre as outras foi o uso da cultura de 

células endoteliais umbilicais humanas (HUVECs) para avaliar a expressão do TEK por 

meio da estimulação do SVEP1. Outros achados importantes foram variantes raras 

missense e nonsense do TEK em indivíduos assintomáticos de 8 famílias, sendo algumas 

dessas variantes ainda não registradas no gnomAD database, demonstrando um padrão 

de herança autossômica dominante (7), semelhante ao encontrado no GPAA-J (34). 

Interessantemente, Gharahkhani e colaboradores (35) observaram através da 

análise de GWAS para GPAA que o gene SVEP1 está associado a doença, sendo seu 

produto uma proteína da matriz extracelular ligada especificamente com a 

linfangiogênese em camundongos knockout que se relacionam com o desenvolvimento 

do CS e modulam os genes TEK, FOXC2 e ANGPT (35). 

Curiosamente, ANGPT1 e 2, também tiveram loci ligados ao risco aumentado para 

GPAA dentro do mesmo GWAS onde o SVEP1 foi citado em 2021 (34). Essas regiões 

são primordiais para o desenvolvimento correto do CS, portanto, influenciam e guiam a 

forma como o TEK é expresso (29,33,35). 

Apesar do AHO ser drenado em sua maioria pela via convencional da MT, os 

fármacos disponíveis atuam na via não convencional, por esta razão as abordagens 

direcionadas ao CS, são fundamentais para redução da PIO e manutenção da homeostase 

(36). 

A via CS forma um sistema análogo à relação das células endoteliais vasculares e 

células de suporte, portanto, defeitos no CS, levam a defeitos vasculares conhecidos na 

retinopatia diabética, doenças renais e câncer. A inibição da via ANGPT-TEK seria em 

alguns casos fatal, esse fenômeno pode ser visto quando há a baixa expressão de TEK em 

alguns embriões, devido a sua atividade angiogênica e estabilizadora de vasos pela ação 

dos receptores de VEGF, ocasionando a apoptose de células endoteliais em regiões 

hemorrágicas (36,37). 

Por fim, a inter-relação TEK-CYP1B1 nos ensaios in vitro decorre por meios 

físicos de contatos entre as proteínas dos respectivos genes. O gene CYP1B1 age tentando 

garantir a homeostase da PIO, porém devido a falha de não conseguir imunoprecipitar o 

TEK, seu efeito é reduzido. Outro ponto relevante é que os controles positivos não 

apresentaram variantes heterozigotas de ambos os genes co-ocorrendo (26). 

Contudo apesar do foco dos estudos envolvendo TEK ser apenas em um dos 

glaucomas de início precoce, algumas famílias de GCP avaliadas também apresentaram 

portadores de GPAA-J, inclusive houveram registros de variantes do TEK  em GPAA-J 

(25), infelizmente nos outros estudos de famílias onde haviam parentes com o diagnóstico 

de GPAA-J, não foram investigados em relação às variantes encontradas e por não haver 

até o momento indícios de que o TEK possa ter envolvimento com a fisiopatologia do 

GPAA-J (27). 
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MÉTODOS  

Para a realização deste trabalho, foram utilizados os seguintes sites de busca: 

PubMed, Investigate ophtalmology e visual sciente (IOVS) na ARVO Journal, Google 

Acadêmico, Naticional Library of Medicine, Nature Communications, Scielo, Science 

Direct, Elsevier, Wiley Online Library, Springer Nature e Connectedpapers. A partir 

disso os artigos foram selecionados artigos do tipo “review articles” e “research articles”. 

Utilizando as seguintes palavras-chaves: JOAG (do inglês Juvenile -Onset Open Angle 

Glaucoma), TEK, glaucoma associations, ANGPT1/2 e TIE2. 

O site Connectedpapers, forneceu uma rede de artigos relacionados a pesquisa de 

Terri L. Young e colaboradores (27), utilizando o filtro ano, foram selecionados artigos 

de 2005 a 2022, como demonstrado na Figura 03. As palavras chave para a pesquisa 

foram: JOAG (do inglês Juvenile -Onset Open Angle Glaucoma), TEK, glaucoma 

associations, ANGPT1/2 e TIE2. 

A seleção dos artigos escolhidos para essa revisão se baseou em artigos publicados 

nos últimos 5 anos e de impacto sobre o tema, que demonstrassem associações diretas ou 

indiretas com o GPAA-J, ou seja, artigos que mesmo não tento o foco nos aspectos 

genéticos do TEK e GPAA-J, tinham resultados amostrais publicados. O impacto da 

revista não foi um fator determinante para esta revisão. 

 

 
Figura 03: Mapa de artigos relacionados ao gene TEK e ao glaucoma de início precoce. Para a elaboração 

deste mapa o artigo central é o “SVEP1 as a Genetic Modifier of TEK-Related Primary Congenital 

Glaucoma”. Esse artigo contém resultados que mostram variantes do gene TEK em portadores de GCP, 

GPAA-J e GPAA adulto. 
De acordo com o site https://icite.od.nih.gov/analysis os índices de citações 

envolvendo a via ANGPT-TEK com ensaios in vivo e in vitro tem aumentado nos últimos 

anos, demonstrando o interesse direto nesta via para futuras possibilidades de tratamentos 

https://icite.od.nih.gov/analysis
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gênicos, compreensão da sua fisiopatologia e progressão do glaucoma, como pode ser 

observado na figura 04. 

 
Figura 04:  Índice de citações envolvendo o gene TEK e glaucoma. Podemos notar que os 

números relacionados a publicações envolvendo a via ANGPT-TEK ou somente o gene TEK vem 

aumentando gradativamente nos últimos anos, devido a esse gene estar associado a um papel fundamental 

no desenvolvimento do CS e angiogênese de vasos. O interesse por elucidar e determinar os efeitos de suas 

variantes e modulações podem ser a chave para novas terapias gênicas, capaz de tratar o glaucoma e não 

somente retardar a doença controlando a PIO, Adaptado de ICite (38). 
 

CONCLUSÕES 

O GCP tem sido relacionado a via ANGPT-TEK devido a mesma modular o 

desenvolvimento do CS (via não convencional) encarregada por drenar 20% do AHO e 

regular a elevação da PIO em pacientes com glaucoma. As deformidades no CS em 

portadores de GPC, são resultantes das alterações genéticas ocasionadas por variantes de 

deleção do gene TEK, ou por outras variantes que também modulam a expressão gênica 

do TEK, tornando sua expressão desregulada, que pode acarretar em defeitos na 

proteína.  

Dentre os efeitos citados na literatura, há o aumento da PIO em portadores de 

glaucoma. Ensaios realizados em embriões foi observado a letalidade ocasionada pela 

presença de variantes com efeito de deleção registradas nos loci dos genes  ANGPT e 

TIE2 (25,29,33). 

Estudos recentes têm demonstrado que as modulações do TIE2 são guiadas pelo 

ligante ANGPT1, enquanto que o seu antagonista ANGPT2 é guiado pelo SVEP1 

(27,29,33). Além disso, as variantes descritas acima foram encontradas tanto em 

portadores de GCP, como em indivíduos com GPAA-J. Recentemente modelos animais 

incluindo, camundongos, primatas e zebrafish são as grandes ferramentas para o 

conhecimento dessa via (39,40), relatando alterações que podem ser encontradas tanto 

em endofenótipos de GCP quanto para o GPAA-J  (25,27,29,33,37). 

Apesar de haver evidências que apontam o TEK como um novo candidato para 

estudos de ligação e GWAS o associando com o GPAA-J, e ao glaucoma de início na 

vida adulta, são necessários mais estudos funcionais para a compreender a caracterização  

e composição do PRS (39–41).  
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Recentemente, um novo estudo foi realizado nas coortes de NEIGHBOR e 

ANZRAG, onde não há associações significativas entre GPAA e as regiões genômicas 

do TIE2, porém essa avaliação pode ser variável em populações miscigenadas como a 

população brasileira. Assim, uma das próximas etapas para esclarecimento dos 

mecanismos da via ANGPT-TEK com o GPAA-J, é a validação de dados na população 

brasileira por meio de métodos como sequenciamento de exoma em famílias e GWAS, 

para que haja a inclusão desses dados em estudos de PRS brasileiro. Vale ressaltar, que 

devido a maioria das variantes terem sido caracterizadas nas populações caucasianas e 

asiáticas, é importante que seja elaborado pesquisas na população brasileira devido ao seu 

forte poder amostral e pioneirismo em estudos com populações miscigenadas.  
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Resumo: O câncer é conhecido não apenas por múltiplas alterações genéticas, mas 

também epigenéticas que conduzem a propagação de células malignas e químio-

resistentes. Dentre as ferramentas de edição gênica, uma das mais estudas e cobiçadas é 

a CRISPR. Sua flexibilidade e a facilidade de uso permitiram a pronta realização de 

praticamente qualquer alteração gênica com maior eficiência e menor custo do que as 

modalidades anteriores no estudo do câncer. Por essa razão, esta revisão de literatura 

visou destacar a utilização da tecnologia CRISPR no diagnóstico e terapia do câncer. 

Vários estudos utilizaram a técnica CRISPR para editar DNA genômico de células 

cancerígenas ex vivo e in vivo, e mostraram potencial para ampliação dos protocolos anti-

câncer. Além disso, o CRISPR pode ser usado para corrigir mutações oncogênicas, 

descobrir drogas anticancerígenas e projetar células imunes e vírus oncolíticos para 

tratamento imunoterápico do câncer. A otimização do desempenho do sistema CRISPR 

deve impulsionar sua aplicação na medicina de precisão. E, os conhecimentos já 

existentes tem imenso potencial de uso para terapia personalizada do câncer. 

      

Palavras–chave: Câncer; CRISPR; diagnóstico; terapia gênica 

 

 

INTRODUÇÃO  

 

Os diversos sistemas CRISPR/Cas9 (Sistema de Repetições Palindrômicas Curtas 

Agrupadas Regularmente Interespaçadas/Sistema de Nucleases de Associação), são 

adaptações genéticas, utilizadas por Bactérias e Arqueas, que capturam material genético 

dos bacteriófagos e adicionam ao seu próprio genoma para a familiarização com esses 

vírus, em caso de haver um segundo contato (1, 2). No geral, essa imunidade bacteriana 

adquirida, utiliza alguns tipos de RNA, como o CRISPR RNA (crRNA), o trans-ativador 
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de RNA (tracrRNA) e RNA guia (gRNA) para ativar e guiar o sistema de proteínas Cas9, 

ligando-as com o DNA do invasor, possibilitando a clivagem das sequências do DNA 

viral (3). 

Nessa perspectiva, a associação dessas formas de RNA é essencial para a 

formação de um guia duplo, eficaz no reconhecimento do alvo (3).  E, com a evolução 

das pesquisas de edição genômica, a utilização do sistema CRISPR/Cas9 vem sendo 

extremamente significativa dentro dos ramos da biotecnologia, das produções de 

ferramentas para a edição do genoma e, principalmente, para os testes laboratoriais da 

terapia de câncer. A utilização desse sistema inclui diversas vantagens, como a rápida 

operação, design simples e baixo custo, sendo aplicável a quase todos os genomas (4). 

A descoberta do sistema CRISPR e sua utilização para edição genética na terapia 

do câncer, fornece triagem personalizada para os diferentes aspectos genéticos das 

neoplasias, e possibilita o direcionamento na criação de terapias gênicas (2). A espécie 

comumente utilizada nos estudos direcionados ao diagnóstico e combate ao câncer, é a 

bactéria Streptococcus pyogenes, pois o seu CRISPR demonstra alta eficácia no processo 

de identificação e quebra do DNA a partir da proteína associada Cas, utilizando o RNA 

para reconhecer e atingir a região alvo, no caso, alcançar os genes causadores ou que estão 

relacionados a diferentes tipos de processos cancerígenos (4, 5). 

A capacidade de quebrar fitas altamente específicas nas regiões alvo do DNA da 

endonuclease presente no CRISPR/Cas9, facilita a produção de reagentes knockout, 

tornando as edições genéticas baseadas na tecnologia CRISPR mais viável que as demais 

(6). Com essa técnica, várias alterações no tecido cancerígeno podem ser eliminadas de 

forma eficiente, além de genes supressores de tumores que estão inativados em 

decorrência do câncer podem ser tratados com este sistema (7). 

Porém, ainda há muitas dificuldades encontradas acerca dessa ferramenta, como 

as diversas redes regulatórias que controlam as atividades celulares de neoplasias, tornam 

a identificação de um alvo genético singular um desafio para a eficácia da terapia com 

CRISPR/Cas9 (8). A problemática dos mecanismos transportadores dos genes em 

percorrer até o gene alvo e a indefinição deste através da longa sequência de nucleotídeos 

faz-se necessária a ampliação de estudos e pesquisas desenvolvidas para superar esses 

desafios, o que motiva o objetivo deste trabalho, que buscou revisar na literatura trabalhos 

direcionados ao estudo de edição genética através do sistema CRISPR/Cas9 para 

diagnóstico e terapia do câncer (9). 
 

DIAGNÓSTICO DE CÂNCER ORIENTADO POR CRISPR 

O diagnóstico do câncer pode ser desenvolvido a partir do aproveitamento do 

CRISPR que, após a digestão enzimática, pode identificar as alterações sequenciais 

características das células cancerígenas, a identificação pode ser feita por meio de 
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microssatélites comuns. Também se destaca a capacidade de diferentes desenhos de 

aminoácidos para reconhecimento de possíveis mutações genéticas e o uso de sistemas 

como o SHERLOCK e DETECTR utilizando o CRISPR/Cas9 para diagnóstico prévio de 

alterações genéticas derivadas do câncer, fazendo uso de diferentes tipos de proteínas 

associadas, como, por exemplo, Cas13a (9). 

Um dos estudos recentes com CRISPR, tem como intenção detectar mutações de 

p53 em tumores ovarianos, além de detectar ácidos nucleicos com o auxílio do Cas12. 

Essa junção com um repórter enzimático e um repórter trans, têm sido usados para 

identificar anomalias em amostras de vários pacientes. E, ainda, é possível que a mesma 

ideia seja utilizada para detectar infecções por SARS-CoV-2. É seguro afirmar que em 

alguns anos o CRISPR possa se tornar um sistema personalizado para o monitoramento 

e detecção do câncer (10). 
 

CRISPR/ CAS9 E MEDICINA PERSONALIZADA NA TERAPIA 

DIRECIONADA AO CÂNCER  

 

A medicina personalizada tem uma abordagem individualizada no que diz 

respeito a dados clínicos, genéticos e ambientais. Cada caso tem sua particularidade, por 

isso requer protocolos terapêuticos distintos (11). Em geral, pacientes com câncer do 

mesmo tipo respondem de maneiras diferentes ao processo terapêutico, separam-se por 

apresentarem quadros genéticas e epigenéticas diferentes, gerando exibições de 

transcriptoma - o conjunto completo de RNAs, proteoma - aglomerado de proteínas - e 

metaboloma, que é conjunto dos metabólitos em uma célula (2). 

Alguns outros estudos apontam que os tumores primários e metastáticos devem 

ser tratados diferentemente, pois, se não houver alteridade do panorama de mutação ou 

na variação do número de cópias dos oncogenes condutores, os clones celulares 

continuarão evoluindo cada vez mais resistentes, assim, mitigando a eficácia da terapia 

(12). O êxito no desenvolvimento dos gRNA (RNA guia) fez das descobertas com uso do 

CRISPR/Cas as respostas aos questionamentos acerca da funcionalidade de determinado 

gene no câncer, e estes testes são melhores quando realizados in vivo ou ex vivo em 

camundongos de laboratório (10). Na tabela 1 observa-se aplicações do CRISPR/Cas9 

para o tratamento de alguns cânceres.   

 

CRISPR PARA MODELAGEM DE PESQUISA DE TUMORES  

 

Para que seja possível um combate eficaz em tumores, é necessário entender os 

processos que os impulsionam. Porém, uma das principais dificuldades está nas múltiplas 

mutações genéticas que originam tais tumores, visto que, são de uma complexidade 

elevada, sendo um obstáculo na criação dos modelos completos de câncer (4). Contudo, 

ao utilizar o CRISPR/Cas9, é possível modelar rapidamente esses tumores animais para 
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a identificação precoce das alterações gênicas, assim, conseguindo silenciar ou ativar 

algum gene sintetizador de proteínas ligadas ao tumor (3). 
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Tabela 1. Algumas aplicações utilizando CRISPR/Cas9 no tratamento do câncer 

Câncer Gene alvo Linhagem celular/animal Método de Entrega Resultado Referência 

Carcinoma 

hepatocelular 

LIN28B-AS1 Linhagem celular HepG2 

de ratos 

Lipofectamina 2000 Atenuação do crescimento do 

tumor 

(13) 

Câncer 

colorretal 

MUC5AC Linhagens celulares HCT-8 

e LS174T Camundongos 

Lipofectamina 2000 Redução da tumorigênese e 

quimiorresistência ao 

direcionar a sinalização de 

CD44/β-catenina/p53/p21 

(14) 

Câncer 

colorretal 

LSD1 Linhas celulares T29, 

SW480, HCT116, LoVo e 

RKO 

Lentivírus Inibição de transição epitelial-

mesenquimal e migração 

mediada por Akt 

(15) 

Câncer de 

mama 

Osteopotina Linhagem celular MDA-

MB-231  

Lentivírus Provocando 

radiossensibilidade signifcativa 

(16) 

Vários 

cânceres  

FOs Linhagens celulares A673, 

RD-ES e U2OS de ratos 

Lentivírus Reduzindo a carga/mortalidade 

do tumor 

(17) 

Câncer de 

próstata  

BRCA2 Linhagens celulares 

LNCaP, DU145, 22RV1 e 

TRAMP-C2 de 

Camundongos 

Lentivírus Efeitos antiproliferativos (18) 

Câncer de 

próstata 

Akt1/2 Linhagem celular 

CWR22Rv1 

De Ratos 

Plasmídeo (px300) Metástase suprimida (19) 
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Outros fatores importantes para modelagem e o uso do CRISPR estão na 

identificação de genes envolvidos na resistência terapêutica, podendo ser uma forte 

estratégia na composição de medicamentos mais eficazes. Essa estratégia permite uma 

maior rapidez nas pesquisas direcionadas ao tumor e a criação de modelos in vitro em 

linhagens de mamíferos, geralmente, camundongos, com deleção de um ou vários genes. 

Além disso, o CRISPR é aplicado para ativar ou desativar alelos funcionais para 

desenvolver resistência às drogas in vitro, isto permite avaliar rapidamente genes 

candidatos ou mutações específicas associadas à resistência medicamentosa (21). 

 

 

OTIMIZAÇÃO DA EDIÇÃO DE GENES PARA TERAPIA DO CÂNCER  

 

A terapia por edição genética busca sempre garantir maior eficiência e rapidez nos 

resultados, mas a carga de mutações do câncer é de difícil compreensão. Sendo assim, 

uma nova estratégia vem sendo descrita por pesquisadores, utilizando camundongos para 

simular o desenvolvimento de vários tipos de cânceres e incorporando mutações 

específicas de pacientes. Essa técnica permite um estudo específico e personalizado, 

mesmo em cânceres raros, possibilitando o surgimento de hipóteses acerca de novos alvos 

terapêuticos que direcionam a utilização do CRISPR/Cas9. A maioria desses trabalhos 

relacionados a edição genética ocorrem in vitro, contudo há também o desenvolvimento 

de outros ensaios clínicos (6).  

Nesse contexto, apesar de ser uma tecnologia que está em constante evolução, a 

fim de melhorar a eficiência e precisão da sua aplicabilidade, fatores como a ineficácia 

na entrega da terapia CRISPR/Cas9 pode acometer dificuldades no processo da edição de 

genes. A utilização de camundongos imunocompetentes nas pesquisas é animadora, visto 

que é possível observar a interação entre o tumor e o sistema imune. E, essas novas 

descobertas podem ter implicações vantajosas, já que, com o CRISPR pode-se realizar 

marcações no DNA, mapeamento genético, regulação da expressão de genes, entre outros 

(22).  

 

 

CRISPR E IMUNOTERAPIA TUMORAL  

 

Uma estratégia adotada pela célula cancerosa e um dos principais mecanismos 

para sobreviver e se adaptar no microambiente tumoral, enquanto o sistema imunológico 

não a reconhece, é denominada de escape imune tumoral. Essa estratégia, possibilita que 

o câncer controle as células do sistema imune através de múltiplas vias, isso faz com que 

favoreçam o desenvolvimento da neoplasia e a metástase, ocorrendo assim a progressão 
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de células tumorais. Nesse sentido, a imunoterapia é vista como uma grande estratégia 

para direcionar as células cancerígenas no tratamento contra o câncer (23). 

Para Kick et. al. (24) as células T no sistema imunológico humano desempenham 

um importante papel na proteção e defesa do organismo, combatendo infecções 

patogênicas e eliminação de células com mutações, através de um modelo de 

reconhecimento específico realizado pelo meio dos receptores de células T (TCRs). A 

imunoterapia se baseia na estratégia de reconhecimento dos TCRs para aumentar a 

eficácia antitumoral das células e assim originar células T geneticamente modificadas e 

equipadas com receptores de antígenos (3). 

No entanto, o principal entrave nessa estratégia é a eficácia limitada das células T 

que foram alteradas geneticamente no tratamento de tumores sólidos. Diante disso, uma 

nova maneira de aumentar a eficácia de células T para o tratamento clínico de diferentes 

tipos de câncer se dá através do sistema CRISPR. Atualmente, o CRISPR tem sido 

utilizado em vários ensaios clínicos de imunoterapia em andamento, no entanto ainda há 

diversos desafios quanto à segurança e eficácia no uso para aplicações clínicas (24). 

Alguns ensaios são demonstrados na tabela 2.  

 

 

CRISPR NO GENOMA OU SUBGENOMA PARA IDENTIFICAÇÃO DE ALVOS 

DE DROGAS PERSONALIZADAS  

 

O CRISPR apresenta uma triagem em todo o genoma ou subgenoma com alto 

rendimento para validar a contribuição de milhares de elementos genéticos, sendo eles o 

próprio gene, miRNA, gene codificador de proteínas e outras substâncias. O DNA contém 

um sistema de reparo que é ativado automaticamente a fim de corrigir a clivagem das 

partículas, mas vale ressaltar que nesse ajuste pode decorrer a retirada ou inativação de 

um gene do genoma de forma precisa. É essa capacidade que permite elementos genéticos 

direcionados em um genoma, o que se denomina por tela ampla do genoma (28, 2). 

Diante disso, as telas CRISPR são aplicadas para o rastreamento de reguladores 

com dependências genéticas ou comunicações gênicas letais sintéticas, possibilitando que 

os pesquisadores descubram novas técnicas genéticas para fenótipos celulares. Então, ao 

aplicar as técnicas de maneira personalizada em várias linhagens celulares, em modelos 

in vitro ou transplantes in vivo, pode-se identificar genes essenciais nas células tumorais 

evidenciando potenciais alvos para terapias anticâncer com alvos de drogas específicas 

(29, 30).
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Tabela 2. Alguns ensaios clínicos em andamento usando tecnologias CRISPR para projetar imunoterapias para o tratamento de cânceres 

humanos com alvos nas células imunológicas. 

 

Identificador de ensaio clínico Estágio  Tipo de célula Alvo e método Referência 

NCT04037566 I  Células T RAQ direcionadas a CD19 

autólogas 

PHQ1 endógeno 

editado 

(25) 

NCT04417764 I  linfócitos infiltrantes de tumor 

Autólogo 

Nocaute da PD1  (26) 

NCT03545815 I  Células T RAQ direcionadas à 

mesotelina alogênica 

PD1 e Nocaute do 

RCT  

(26) 

NCT04426669 I/II  Células T RAQ direcionadas a CD19 

autólogas 

CISH Nocaute (26) 

NCT04767308 Fase 

inicial I 

 Células T RAQ direcionadas a CD5 

alogênicas 

Nocaute CD5 

Endógeno  

(27) 

NCT04502446 I  Células T RAQ direcionadas a CD70 

alogênicas 

RAQ Inserido, 

RCT endógenos  

e Nocaute do 

CPHC-I  

(27) 
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RAQ = Receptor de Antígeno Quimérico; PD1 = Proteína de Morte Celular Programada 1; RCT = Receptor de Células T; SHIC = Proteína 

Contendo SH2 Induzível por Citocina; CPHC-I = Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe I; PHQ1 = Progenitora 

Hematopoiética Quinase 1
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MODIFICAÇÃO CRISPR/CAS9 DE CÉLULAS NÃO CANCEROSAS 

DIRECIONADAS PARA TRATAR O CÂNCER  

 

Apesar de existir uma infinidade de opções para atingir células cancerosas pela 

técnica de CRISPR/Cas9, ainda existem obstáculos, como a heterogeneidade do tecido 

canceroso, que dificultam a edição genética seletiva para o câncer. Por conseguinte, o 

gene escolhido como alvo da terapia pode não estar presente em todas as células da 

neoplasia e a edição ocorre apenas nas que possuem esse gene, enquanto as demais 

resistem e se multiplicam livres e vantajosamente, ocupando a lacuna deixada pelas que 

sucumbiram ao tratamento (12, 5). 

Uma alternativa para superar esse impasse é a modificação de células estromais 

que rodeiam as neoplasias, já que, essas células são mais estáveis geneticamente e sua 

função é auxiliar na proteção e nutrição de células próximas. Esse mecanismo, apesar de 

ser essencial em pacientes saudáveis, acaba dando suporte ao desenvolvimento 

cancerígeno em pacientes afetados. A inibição, no tecido saudável, da via metabólica que 

possibilita essa troca nutricional pode causar morte na célula cancerosa (31). 

 

TERAPIAS BASEADAS EM CRISPR EX VIVO 

 

Em testes ex vivo, a transdução do genoma é inoculada em camundongos 

receptores, através de enxertos e, assim, identificados os controles de metástase. Este 

processo é realizado de duas formas, a primeira é o direcionamento da quebra da fita 

dupla de DNA, seguido do aumento e direcionamento de genes para iniciar a reparação 

homóloga precisa - HDR. O outro método utiliza as enzimas dos Cas para modificar 

diretamente o DNA. Alguns pesquisadores desenvolveram um estudo que provam o quão 

bem pode ser utilizado para atingir vários reguladores, outros estudiosos, por sua vez, 

usavam a estratégia baseada em telas para marcar os alvos na superfície celular de dezenas 

de anticorpos, esse tipo de abordagem faz uma simplificação na hora de validar essas 

novas terapias (10). 

Com os recentes experimentos biotecnológicos, são realizadas as interrupções de 

proteínas influenciadoras de morte celular (PD1) através da técnica de CRISPR/Cas9 ao 

guiar o metabolismo das células T (linfócitos) a impedir o avanço tumoral (32). Em 2020, 

Stadtmauer et al., realizaram os primeiros passos de uso de CRISPR em humanos, 

introduzindo em 3 pacientes com cânceres em estágios avançados, com células T 

modificadas ex vivo, esse CRISPR foi ligado a Cas9 e levaram a carga necessária para a 

resistência e combate ao tumor. Desse modo, garantiu-se a permanência e eficácia 

prolongada das células T programadas para melhorar o processo imunoterápicos dos 

pacientes (33). 
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POTENCIAL PRÉ-CLÍNICO DE TERAPIAS CRISPR IN VIVO 

 

O processo pré-clínico é um meio rápido e econômico para o desenvolvimento da 

triagem de evolução das vulnerabilidades de células cancerígenas. Durante o processo, 

são desenvolvidos tecidos contextuais para que as células consigam interagir entre si, para 

introduzir diretamente o CRISPR é preciso superar vários empecilhos. As técnicas 

CRISPR na prática clínica estão entregando sucessos em tratamentos e como uma 

alternativa para casos em que intervenções cirúrgicas e farmacêuticas não são eficientes. 

Devido às dificuldades das aplicações do sistema CRISPR/Cas, iniciou-se o 

desenvolvimento de um novo sistema denominado Casmini que foi projetado a partir do 

sistema VF tipo 2 (CRISPR-Cas12f) e evoluiu através do RNA guia e das engenharias de 

proteínas (34). 

Nessa perspectiva, esse novo sistema tem atividade equivalente a Cas12a, embora 

não tenha a mesma capacidade de realizar algumas práticas, como as modificações 

genéticas em células de mamíferos. No entanto, as proteínas efetoras Cas, caracterizam-

se menores que o limite de subordinação de VAA (vírus Adeno-Associado) e essa 

limitação acaba refletindo na entrega do in vivo (35). Além disso, existem alguns 

exemplos específicos dessa terapia, envolvendo tratamento sobre a fusão de genes 

oncogênicos, e reforçando a seletividade das células tumorais devido à fusão, ou seja, 

após a fusão a célula recupera a capacidade de desenvolver sua função, assim, parando 

de se multiplicar promovendo a ruptura da lesão genética que impele o tumor (10). 

As conhecidas telas CRISPR in vivo são executadas com as bibliotecas de RNAs 

guia junto ao código de barras para identificar escopo terapêutico personalizado que 

apresente maior poder estatístico. Também há um sistema específico para a entrega de 

técnicas in vitro que é a MiniCAFE, porém este sofre influência da VAA com base nos 

modelos in vivo. Desta forma, essa terapia gênica assim como qualquer outra descoberta 

requer estudos pré-clínicos objetivos (36).  

 

LIMITAÇÕES NA TERAPIA MEDIADA POR CRISPR/CAS9 

 

O CRISPR tem um grande potencial no direcionamento de genes, porém há 

algumas dificuldades, a exemplo da limitação no efeito fora do alvo (OTEs) que atrapalha 

o uso amplo em terapias gênicas. Muitas possibilidades ainda estão sendo exploradas, 

porém, a segurança clínica e a eficácia de tais sistemas ainda precisam ser 

minuciosamente estudadas e identificadas (37). Assim, o refinamento com efeitos 

mínimos de alvo e em um tamanho que permita sua embalagem para os veículos de 

entrega amplamente utilizados são algumas das principais áreas de impulso a serem 

abordadas num futuro próximo. Essas otimizações aproximam o CRISPR das clínicas de 

oncopatologias (38). 

Apesar dos estudos promissores, ainda há algumas limitações ao se trabalhar com 

o CRISPR/Cas9, entre elas é possível citar a condução da Cromotripsia, mutação genética 
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danificadora estrutural do núcleo de cromossomos que causam doenças congênitas 

humanas e câncer, a perda e a seleção de genes supressores tumorais como o p53, o 

comprometimento da função celular normal, ou ainda, um dano ao DNA que pode levar 

a apoptose, ou mesmo além da cura o desencadeamento do câncer. Porém, mesmo 

levantando algumas suspeitas sobre a terapia com CRISPR, nenhum estudo confirmou 

que ele pode ter alguma relação diretamente com o impulsionamento do câncer (39). 

 

DIREÇÕES FUTURAS PARA CRISPR/CAS9 NA TERAPIA DO CÂNCER  

 

Em uma análise da concretização da promessa CRISPR/Cas9 realizada no câncer 

de transição, espera-se que a maioria das linhagens de células cancerosas sejam cobertas 

por triagens CRISPR agrupadas. Diante disso, será possível a observação de interações 

letais sintéticas e a identificação de novos escopos terapêuticos, no entanto, especialistas 

apontam ser necessário o aprofundamento quanto à eficácia e segurança do paciente 

quando a técnica CRISPR é utilizada in vivo. E, à medida que os anos passam, os estudos 

e ensaios clínicos avançam tornando possível acreditar que esses editores genéticos têm 

potencial para tratar diversas doenças humanas, principalmente, o câncer (40, 6). 

Apesar da grandeza de possibilidades a qual esse sistema CRISPR possui, 

componentes que são imunogênicos em humanos, ainda não estão suficientemente 

elucidados para essa utilização em potencial. A medicina personalizada oportuniza que 

os pesquisadores reproduzam a sequência genética responsável pela oncogênese em 

diferentes tumores a partir dos meios de cultura de organóides avançados e engenharia 

versátil apta para o sistema CRISPR/Cas9. Porém, como já mencionado, é importante 

aguardar confirmação dos estudos clínicos usando essa técnica terapêutica como escudo 

para combater o sistema imunológico do câncer (31). 

  

CONCLUSÕES  

 

De acordo com a literatura, foi possível concluir que o CRISPR é uma ferramenta 

personalizável, de fácil aplicação e baixo custo. E, teoricamente, é possível utilizá-la para 

tratar doenças infecciosas e cânceres. Porém ainda há muitas ressalvas para utilização 

desta técnica em processo de terapia gênica, principalmente envolvendo uma patologia 

tão complexa como o câncer. Uma grande problemática é a questão ética social ao 

modificar genes humanos e provocar mutações genéticas de escalas não programadas. 

Pois, mesmo com diversos testes positivos, é uma linha que muitos cientistas têm receio 

de cruzar. Por isso, faz-se necessário mais investimentos e comprometimento nos estudos 

que visem resultados não causadores de efeitos estocásticos. Para isso, será essencial 

otimizar a eficácia, segurança e especificidade do CRISPR antes de sua utilidade clínica. 

Sendo assim, investigadores de todo o mundo estão descobrindo diversas rotas para 

ajustar a entrega de CRISPR às células específicas no corpo humano. E, mesmo com essas 
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atuais ressalvas, o CRISPR tem sido e continuará sendo, uma ferramenta chave em nossa 

busca para compreender e tratar cânceres humanos. 
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Resumo: Alterações cromossômicas numéricas e estruturais são, em sua maioria, 

incompatíveis com a vida, principalmente quando estão presentes em todas as células do 

organismo. São responsáveis por cerca de 50% de todos os abortos espontâneos ocorridos 

no primeiro trimestre de gravidez. As translocações balanceadas e não balanceadas, são 

exemplos de alterações cromossômicas estruturais, sendo as não- balanceadas responsáveis 

pela formação de cromossomos derivativos. Assim, relatamos um caso de uma criança 

apresentando um rearranjo cromossômico raro e complexo, envolvendo os cromossomos 5 

e 18. Os exames realizados que possibilitaram a detecção de tais rearranjos, foram o 

Cariótipo de Banda G, o CGH-array e o FISH para a Síndrome de CRI-DU-CHAT/SOTOS. 

O resultado do exame de Cariótipo de Banda G revelou o resultado 

47,XY,t(5;18)(q35;q21.1),+der(18)t(5;18)(q35;q21.1), corroborando com os achados 

encontrados na análise por CGH-array, que demonstrou um ganho nas regiões 5q35.3 e 

18p11.32q21.1, gerando uma trissomia parcial de ambos os cromossomos. Já o exame de 

FISH apresentou resultado normal. A correlação fenótipo e genótipo constituem-se como 

uma ferramenta importante no diagnóstico e prognóstico de indivíduos com alterações 

cromossômicas  raras, pois auxiliam no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

que podem proporcionar uma melhor qualidade de vida ao portador. 

 Palavras-chave: alteração cromossômica rara; Síndrome De Edwards Parcial; cromossomo 

derivativo; duplicação 5q35                                                                                                                                               

INTRODUÇÃO 

A estabilidade numérica e estrutural dos cromossomos em qualquer organismo é considerada 

um dos principais fatores para o seu desenvolvimento, resultando em um indivíduo físico e 

psicologicamente normal (1).  Qualquer erro nesta dinâmica resultará em alterações 

cromossômicas que, em sua maioria, são incompatíveis com a vida, principalmente quando 

acometem todas as células do organismo. Tais alterações, são responsáveis por 

aproximadamente 50% de todos os abortos espontâneos ocorridos no primeiro trimestre de 

gestação, acometendo também e 1 a cada 160 nativivos (2).  
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A translocação balanceada ou recíproca é o tipo de alteração cromossômica estrutural mais 

comum, onde segmentos cromossômicos de dois ou mais cromossomos são trocados entre 

si. Portadores dessa alteração constitucional são fenotipicamente normais, entretanto, podem 

gerar gametas não-balanceados, levando à infertilidade, abortamento espontâneo ou ao 

nascimento de conceptos anormais (3). 

A translocação não-balanceada pode acarretar na formação de cromossomos denominados 

derivativos, que são aqueles que apresentam o centrômero intacto, ou seja, identificável, mas 

que sofreram rearranjos intercromossomal e/ou intracromossomal. Assim, pode-se dizer que 

é um cromossomo estruturalmente alterado que derivou de um cromossomo conhecido. 

Normalmente, indivíduos que apresentam cromossomos derivativos, herdaram de seus 

progenitores um dos cromossomos rearranjados devido à presença de translocação recíproca, 

carreando monossomias/trissomias parciais raras (3).  

Neste contexto, apresentamos o relato de uma criança com um rearranjo cromossômico raro, 

envolvendo os cromossomos 5 e 18, uma translocação recíproca seguida de uma duplicação 

de um dos cromossomos derivativo, gerando uma trissomia parcial  dos mesmos. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Primeiramente, foi realizada a análise de variações de número de cópias do genoma do 

paciente, através do exame CGH-array usando CytoScan®750K Array (Affymetrix, Santa 

Clara, CA, EUA), seguindo os procedimentos descritos pelo fabricante.  A análise de dados 

foi realizada usando o Software Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS). Em 

seguida, a técnica de FISH - Hibridização in situ Fluorescente foi feita, utilizando a sonda 

para Síndrome de deleção do cromossomo 5p ou CRI-DU-CHAT/SOTOS PROBE 

COMBINATION, conforme protocolo padrão (Cytocell Aquarius, Inglaterra, OGT). E, para 

complementar o diagnóstico do paciente, a análise citogenética de linfócitos do sangue 

periférico foi realizada usando técnicas padrões de bandamento G (400 bandas).  

Todos os exames foram realizados no Departamento de Citogenética e Genética Molecular 

do Instituto Hermes Pardini S/A. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

autorizando a utilização dos resultados, assim como todas as informações relevantes para a 

utilização em pesquisa e/ou divulgação científica foi assinado pela responsável do paciente.  

 

Adicionalmente, foi realizada uma revisão bibliográfica nos bancos de dados públicos 

disponíveis (PubMed, MedLine, DECIPHER, ClinVar) das alterações apresentadas pelo 

concepto em questão, considerando os fenótipos relacionados e a patogenicidade 

determinada ou descrita nas alterações semelhantes às do paciente. 

 

RELATO CLÍNICO 

O probando é do sexo masculino, atualmente com 5 anos e 3 meses de vida, segundo filho 

de casal hígido e não consanguíneo. Nasceu a termo, parto cesáreo por pré-eclampsia e com 

boa vitalidade, porém com características de retardo de crescimento intra-uterino e 

sindrômico. A mãe, G3P2A1, apresentava ao nascimento 30 anos de idade, nega qualquer 

exposição a agentes teratógenos durante o período pré-natal. O casal apresenta uma filha 
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hígida com idade atual de 18 anos e não apresenta histórico de má- formações ou deficiência 

intelectual em ambas as famílias.  

O paciente foi submetido à avaliação com o neuropediatra, onde foi observado um atraso do 

desenvolvimento neuropsicomotor e hipotonia global correspondente para a idade, 

principalmente o comprometimento do intelecto/cognição e linguagem expressiva aliada à 

alteração motora. Não possui cardiopatia congênita, apresenta dismorfias faciais, 

criptorquidia à esquerda, dificuldade de deglutição, sialorreia excessiva e sem controle 

esfincteriano. No exame de Tomografia computadorizada foi evidenciado um aumento da 

fossa posterior. 

O resultado do exame de CGH-array revelou um ganho de aproximadamente 47 Mb no 

cromossomo 18 na região p11.32q21.1, envolvendo cerca de 258 genes e de 3,4 Mb no 

cromossomo 5 na região q35.3, compreendendo cerca de 64 genes, resultando em uma 

trissomia parcial dos cromossomos 5 e 18.  Ambas as variações foram classificadas como 

patogênicas de acordo com os bancos de dados (DECIPHER e ClinVar). Essas alterações 

compreendem alguns genes com funções conhecidas que poderiam estar modulando para o 

fenótipo do paciente. Além de duas CNVs (variações no número de cópias), encontradas na 

população em geral, sem associações até o momento, a fenótipos anormais. 

No exame de Cariótipo de Banda G, também foi identificada a trissomia parcial dos 

cromossomos 5 e 18 (Figura 1). A pesquisa para Síndrome de Cri-Du-Chat através da técnica 

de FISH (Figura 2) foi negativa.  
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Figura 1- Cariótipo por bandeamento G. Arquivo dados da pesquisa. 
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Figura 2- FISH para Síndrome de Cri-Du-Chat. Fonte: Arquivo dados da pesquisa. 

Na tabela 1, encontram-se os resultados de todos os exames realizados para diagnóstico do 

paciente. 

 

Tabela 1- Resultados dos exames realizados no Instituto Hermes Pardini S/A. 

Exame Resultado 

● CGH-array -arr [hg19] 18p11.32q21.1 (136, 227-47, 327,624)x3 
-arr [hg19] 5q35.3 (177,259, 401-180, 715, 096)x3  
-2 CNVs presentes em indivíduos da população em geral 
 

● Cariótipo Banda G 47,XY,t(5;18)(q35;q21.1),+der(18)t(5;18)(q35;q21.1) 
 

● FISH Cri-Du-Chat ish (CTNND2,UBE2QL1)x2  
 

Legenda: CGH-array: hibridização genômica comparativa por microarranjos; CNVs: Variações do número de 

cópia; FISH: Hibridização in situ por fluorescência. Fonte: Arquivo dados da pesquisa. 

No momento, não há ainda tratamento específico, somente as terapias de reabilitação. 

Devido à pandemia causada pelo Coronavírus-Covid-19 a criança tem apresentado uma 

regressão. As terapias de reabilitação incluem terapia ocupacional e fonoaudiologia com 

certificação em BOBATH OU PADOVAN, fisioterapia motora com certificação em 

PEDIASUIT e aquática com especialização em ABA, divididas durante a semana.  

 

 

DISCUSSÃO 

Com os avanços das técnicas citogenômicas, novos loci estão sendo relacionados e 

determinados para clínicas específicas. Consequentemente, novos genes, localizados nesses 

novos loci cromossômicos, vêm sendo apontados como candidatos responsáveis pelas 

alterações clínicas apresentadas pelo paciente ou por determinada síndrome (3,4). 

O resultado exame CGH-array permitiu identificar cópias extras de vários genes localizados 

em 5q35.3 e 18p11.32q21.1, variantes consideradas patogênicas (5). Além de duas CNVs 

descritas em indivíduos da população em geral. Relacionar alterações no padrão de 

expressão gênica com as variações no número de cópias no genoma constitui-se uma tarefa 

difícil, visto que as mesmas estão presentes tanto em indivíduos fenotipicamente normais, 

como em indivíduos fenotipicamente afetados. Estima-se que cerca de 12% de todo o 

genoma humano é alvo de variações no número de cópias, conferindo uma importante 

contribuição para a variabilidade genética presente na espécie humana (5,6). 
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Através dos achados encontrados no Cariótipo de Banda G, foi possível confirmar e definir 

qual tipo de alteração cromossômica estrutural o paciente apresentava, visto que a técnica 

de CGH-array possibilita detectar perdas ou ganhos, não detectando assim translocações 

balanceadas. O resultado demonstrou uma translocação balanceada entre os cromossomos 5 

e 18, seguida de uma duplicação do cromossomo 18 derivativo, confirmando o ganho das 

cópias extras de ambos os cromossomos (7). A criança apresenta uma irmã filha dos mesmos 

pais sem nenhuma anormalidade fenotípica. Não foi possível realizar o cariótipo dos pais e 

da irmã em tempo hábil para descrever no estudo, que seria de grande valia na elucidação 

diagnóstica e aconselhamento genético, pois as mesmas poderiam ser herdadas.  

A duplicação em 5q35.3 afeta a região terminal do braço longo do cromossomo 5, estando 

relacionada a uma ampla gama de fenótipos clínicos, porém, até o momento, sem associação 

a uma síndrome genética especifica. Nesta região, estão mapeados 64 genes, onde a dosagem 

extra cursa com baixa estatura, dismorfias craniofaciais, microcefalia, deficiência 

intelectual, retardo na linguagem, atraso motor, alterações no sistema nervoso central, entre 

outras (8). Tais alterações fenotípicas já descritas em indivíduos com duplicação de 5q35.3 

estão de acordo com o fenótipo do paciente alvo do estudo como já descrito, considerando 

que o ele apresenta atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento 

intelectual e de cognição, dismorfias faciais e alterações motoras. 

O ganho de 18p11.32q21.1 de aproximadamente 47 Mb relaciona-se com a Síndrome da 

Trissomia do Cromossomo 18, também conhecida como Síndrome de Edwards. As 

características apresentadas pelos portadores desta síndrome são muito variáveis e estão 

diretamente relacionadas com o tamanho do material genético extra (9). A trissomia 

completa ou total do cromossomo 18 é a forma mais comum na população, representando 

cerca de 94% dos casos. Trissomias parciais ou em mosaico exibem fenótipos mais brandos. 

As características típicas incluem deficiência intelectual grave, baixo peso ao nascimento, 

anormalidades craniofaciais, malformações de órgãos interno, sobreposição dos dedos das 

mãos e pés, entre outras (9). Todas as dismorfias e alterações neuropsicomotores observadas 

no paciente também corroboram com as descritas na literatura. Muitas características 

fenotípicas presente na Síndrome de Edwards sobrepõem as descritas na duplicação de 

5q35.3, não sendo possível distinguir até o momento,  qual região extra estaria mais 

relacionada a clínica da criança. 

Deste modo, estudos citogenéticos clássicos e moleculares são de suma importância no 

diagnóstico de portadores de malformações e atraso no desenvolvimento, pois possibilitam 

a detecção de alterações cromossômicas numéricas e estruturais que possivelmente estariam 

contribuindo para o fenótipo apresentado.  

CONCLUSÕES 

Relatos de pacientes portadores de alterações genéticas raras juntamente com as 

características clínicas apresentadas são de suma importância, pois se constitui como uma 

ferramenta útil para a correlação genótipo e fenótipo, contribuindo assim para uma melhor 

compreensão da complexidade da doença, possibilitando também melhores estratégias 
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terapêuticas e medicamentosas, a fim de proporcionar uma melhor qualidade de vida aos 

indivíduos afetados.  
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