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As origens da Biotecnologia

A biotecnologia € a tecnologia baseada na biologia; € a aplicacdo de principios
cientificos e de engenharia ao processamento ou producao de materiais por agentes bioldgicos
para fornecer bens e servigos?.

Atualmente observamos a junc¢do de vérias ciéncias como, a biologia, a quimica, a
engenharia, a nutricdo, a medicina entre outras, na elaboracdo de processos e técnicas que
utilizam a “biotecnologia” para seu desenvolvimento.

Sua origem iniciou nas manipulacdes basicas de seres vivos, ainda sem 0 uso de
técnicas avancadas, mas apenas a manipulacdo pura de alimentos e cruzamentos intencionais
de animais. Os povos da Mesopotamia, do Egito e da India foram grandes contribuintes no
desenvolvimento de processos como a de fabricacdo de cerveja e a producéo de paes?.

Antes e durante a segunda guerra mundial paises como a Inglaterra e os Estados
Unidos usaram processos fermentativos para a producdo de etanol e de acetona na intencdo de
usar como combustivel e explosivos??,

Povos antigos ja selecionavam animais mais robustos e saudaveis para a procriacao.
As plantas também passaram por essas selecfes, onde caracteristicas mais interessantes para
uma determinada situagao sio desejadas e selecionadas*®.

Em 1973, Cohen e seus colaboradores, descreveram técnicas de DNA recombinante
(rDNA), demonstrando que os seres humanos poderiam manipular diretamente sequéncias de

genes em organismos. Essas técnicas foram o ponta pé para varias outras pesquisas de
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manipulacdo génica, os primeiros exemplos incluem insulina humana sintética, a producéo de
interferon, de hormaonios entre outros'®,

Atualmente ha muita discussdo e dinheiro investidos em biotecnologia. Sdo inimeras
as utilidades dessa area, sendo o avanco tecnolégico muito rapido, existe uma necessidade
continua de vigilancia pelos 6rgdos governamentais competentes na fiscalizagdo para

regulamentac&o dos produtos e respeito aos valores éticos e bioéticos.
Perspectivas de Produtos da Biotecnologia
Uma frase de consenso é: “Tecnologia gera mais tecnologia”. Portanto ¢ esperado

gue a complexidade dos experimentos em biotecnologia aumente e na mesma direcdo

aumenta-se também os investimentos, os beneficios e infelizmente os riscos, figura 1.

Complexidade de Produtos e Novidades

- N e Y e A

A 4

Etapa 1 Etapa 3 Etapa 4
Organismos Organismos Muitos organismos Comunidades e
domesticados domesticados ou ndo candidatos microrganismos
“sintéticos”, plantas e
Transgénicos e DNA Transgénicos e Engenharia gendmica, animais multicelulares
recombinante engenharia gendmica drives de genes
Metagenoma e
Um ou poucas vias de Muitas vias de Reprogramacdo engenharia de
engenharia genética engenharia genética gendmica, sintese de microbioma
células livres
\ Comparactes amplas / Uma ou poucas Engenharia de

comparacdes Uma ou poucas populacdo e

\ / \ comparacgdes / ecossistema

Nenhuma ou
comparacdes ambiguas

. /

Figura 1: Caracteristicas dos produtos biotecnolégicos futuros organizados por niveis semelhantes de
complexidade em termos de tipos e niimero de organismos, genes e caracteristicas envolvidas. Adaptado’.

Em relagéo as novidades da bitecnologia algumas trazem muitas oportunidades para
diversas areas como por exemplo, a edicdo de genes demonstrada pela técnica CRISPR-Cas9
e outras variagOes. A correcdo de erros geneticos bem como, caracteristicas novas podem ser
inseridas em seres vivos usando essa e outras técnicas em desenvolvimento®.

Muitas pesquisas e produtos desenvolvidos pela biotecnologia ja estdo a disposi¢do

para aplicagédo no meio ambiente, em animais e humanos, tabela 1.
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Tabela 1: Estagio de desenvolvimento de alguns produtos de biotecnologia para uso no meio

ambiente, em animais e humanos.

Produtos de biotecnologia para uso amplo no meio ambiente, em animais e humanos

Em Conceito de
Descrigdo do Produto No mercado . estagio
desenvolvimento L
inicial
Culturas Bt com DNA recombinante (rDNA) </
Culturas resistentes a herbicidas com rDNA N4 N4
Culturas resistentes a doengas com o rDNA N4 N4
Culturas modificadas com RNAi N4 NN NN
§ Musgo perfumado </
§ Plantas brilhantes para bricolagem N4
i Culturas editadas pelo genoma IV IV
§ Colheitas com nocautes CRISPR N4 Vv
B Gramineas para fito remediagdo V4
t Plantas como sentinelas N4
§ Culturas com maior eficiéncia da fotossintese v
§ Plantas sempre florescendo N4
Plantas ndo reguladoras de nitrogénio N
Arvores bioluminescentes N4
Plantas com drives genéticos para fins de conservagao /
Plantas com drives genéticos para fins agricolas N4
Peixe zebra fluorescente N4
‘é’ Insetos estéreis v
~§ - Animais editados por genoma N4 N4
I E Leite de cabra com alergia reduzida N
_; 'S Ratos detectores de minas terrestres N4
E < Animais revividos de quase extingdo ou extingdo v
E: Animais com genes para o controle de mamiferos invasivos v
Animais com genes para o controle de pragas de insetos v
Biossensores/ bioreportadores N
° g Biorremediagdo N4
‘§ ‘é’ S Cepas de algas projetadas NN
:§ ~§ g Simbiontes fixadores de nitrogénio N4
§ g S Probidticos v
2 Comunidades microbianas com engenharia genética NN
Biolixiviagdo NANA
@~ Produtos sem células N
§ § 2 E Cddigos de Barras de DNA para rastrear produtos v v
E 2 'g % Spray a base de RNA para controle de pragas de insetos v
g’ :%' T 32 Organismos genomicamente recodificados J
Biossensores hibridos biolégicos/mecanicos N4 N4

Produtos de biotecnologia para uso restrito no meio ambiente, em animais e humanos

§ s Animais de laboratdrio transgénicos N4 NN
‘g § g Salmdo geneticamente modificado cultivado em instalagdes /
T 8< terrestres
} ~§ s Produtos derivados de culturas de células animais NAN4 NAN4
§ a g’ Polimeros produzidos por plantas para uso industrial v
S ° Culturas com efeito de estufa com nocautes CRISPR v
Enzimas industriais J NG v
§ Produtos quimicos de base bioldgica para substituir as matérias- v v v
2w primas de combustiveis fésseis
3 § Micrébios bioluminescentes para uso doméstico e paisagistico N N
: -§ Moléculas derivadas de levedura para criagdo de produtos v NN NN
'_g S Seda sintética v
:S 2 Antimicrobianos derivados de bactérias N4
S Cepas bacterianas geneticamente modificadas para produtos a base VvV

de fermentacdo
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Sistemas microbianos de fase gasosa N4
Produtos derivados de algas N N
Probiédticos N4
Lixiviagdo/ organismos de reciclagem de metal /
8 Orgaos humanos em chips (Organ-on-chip) v
3 E 2 Plataforma de Vibrio natriegens N4 N4
g > § Organismos genomicamente recodificados NANA NANA
§ _g § Sistemas de expressdo livres de células NANA NANA
o ‘gg Biossensor hibrido biolégico-mecanico N4 N4
I Biossensores implantaveis N4 N4

J/ éarea avaliada como de alto potencial de crescimento. Dados do Comité de Produtos Futuros em

Biotecnologia dos Estados Unidos da América (EUA)/ Washigton-DC, 20177. Disponivel em
<https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK442203/table/tab_2-4/?report=objectonly>.

Perspectivas sobre o crescimento da Biotecnologia

Observa-se um investimento crescente por parte do governo e empresas no setor de
biotecnologia nos paises desenvolvidos. Mais de 40 paises, incluindo os Estados Unidos,
criaram estratégias nacionais ou prioridades internas para desenvolver e promover a
bioeconomia combinando o0s setores de inovagdo tecnoldgica, crescimento econémico,
sustentabilidade ecoldgica e eficiéncia de recursos’°. Em 2015, as empresas de biotecnologia
dos Estados Unidos arrecadaram mais de US $ 61 bilhdes para investimento em projetos’.

Na contramdo do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, o Brasil vem diminuindo
o investimento geral (publico e empresarial) em projetos de pesquisa e inovagdo. Em 2013, o
Brasil estava na posicdo 49° no ranking mundial de inovacdo caindo para 64° lugar em
20181011,

Observa-se que muitos produtos biotecnolégicos futuros serdo semelhantes aos
produtos biotecnoldgicos ja existentes, mas podem ser criados por meio de novos processos e
que as plataformas que disponibilizacdo informacdes biotecnoldgicas serdo fundamentais para

a criacdo de novos produtos com menor tempo de desenvolvimento’.
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A ciéncia deve ser considerada um amplo sistema social, e sua principal funcéo é
disseminar conhecimentos. Deve também assegurar padrdes, e atribuir reconhecimento para
trabalhos que tém contribuido para o desenvolvimento das ideias, representando entdo uma
ferramenta social dotada de criticidade e dinamismo e que tem por objetivo gerar
conhecimento a cerca de todos os aspectos da natureza (PINHEIRO e FERNEDA, 2007).
Considerando-se a ciéncia como uma rede de producdo de informacdo, mais especificamente,
informacdo em forma de publicaces, uma vez que é considerada uma publicacdo, qualquer
informacdo que seja registrada e que esteja disponivel para 0 uso comum, a ciéncia pode ser
vista como uma empresa com insumos e resultados. Desta forma, a medigdo desses insumos e
resultados gerados pela comunidade cientifica, constitui a base de indicadores cientificos
(SPINAK, 1998).

Nas ultimas décadas, tem-se observado cada vez mais a expansdo acelerada da
ciéncia e da tecnologia, o que alertou para a necessidade de se avaliar esses avangos, assim
como os desenvolvimentos por eles alcangados dentro das inimeras &reas do conhecimento.
Para isso, iniciou-se uma mensuracgédo das taxas de produtividade dos centros de pesquisa e de
pesquisadores individuais, para que se pudessem identificar as instituicdes e areas de maior
potencialidade e para o estabelecimento de prioridades no momento de alocacdo de recursos

publicos (VANTI, 2002). Sendo assim é importante citar uma breve historia da utilizagdo da
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cienciometria, na década de 1940 as instituicdes cientificas aumentaram em numero
juntamente com o aumento de pesquisadores e recursos cientificos e a partir dai se torna
necessario a elaboracgéo de politicas cientificas, surgindo entdo a cienciometria. Na década de
60 comecaram a surgir estudos publicados por pesquisadores como Solla Price e Eugene
Garfield que enfatizaram essa métrica da ciéncia. Para solucionar problemas como o aumento
de publicagdes cientificas, o atraso de publica¢des, o acimulo de papeis entre outros se julgou
necessario a criacdo de uma disciplina que sistematizasse essas informagdes promovendo
maior matematizacdo (VANTI, 2011).

Depois da Segunda Guerra, os paises cientificamente avancados comecaram a elaborar
e utilizar indicadores quantitativos que mostrassem claramente as tendéncias de producao
cientifica. Nesse cendrio, o papel dos pesquisadores comegou a destacar-se, nao s6 pela sua
capacidade de equacionar problemas cientificos e desenvolver solu¢cbes como de propor e
validar tais indicadores, definindo seus alcances e limitagdes. Neste contexto surge entdo uma
nova area, a ‘“cienciometria” ou ‘“cientometria”, cujo objetivo ¢é gerar informacgdes e
discussGes que possam contribuir para a superacdo dos desafios caracteristicos da ciéncia
moderna (LIMA-RIBEIRO et al, 2007). O termo surgiu na antiga Unido Soviética, URSS, e
Europa Oriental e teve maior visibilidade com o inicio da publicacdo, em 1977, da revista
Scientometrics, editada originalmente na Hungria e atualmente Holanda (GRANOVSKY,
2010; VANTI, 2002).

Também na Unido Soviética, em Kiev, no ano de 1996, surgiu a obra de Dobrov
nomeada “A ciéncia sobre a ciéncia” (Science about Science). Nela o autor mostra uma
definicdo da nova disciplina e trata a ciéncia como um processo de previsao, planejamento e
gestdo das atividades de pesquisa (GRANOVSKY, 2010). A cientometria, do modo que se
apresenta hoje, constitui-se fundamentalmente um reducionismo bibliométrico. Mas, o0s
conceitos primitivos da bibliometria derivam do comeco do século XIX. Desde entdo, os
fundamentos, técnicas, e aplicacfes desses métodos evoluiram pelo fato de que indmeras
pesquisas sao feitas (LIMA-RIBEIRO et al, 2007)

A cienciometria é conhecida como a pesquisa quantitativa da producéo cientifica. Por
isso “conta” a produgdo cientifica, foi iniciada na década de 1960 pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para a Educacgéo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) e a Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) que desenvolveram os métodos para
avaliar a atividade cientifica e tecnolégica (. Porém & uma confusdo do que se pode usar a

cienciometria, isso devido a abundancia de trabalhos e, sobretudo a variedade de objetivos
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buscados, a tal ponto que, mesmo entre 0s especialistas da area ha dificuldade de chegarem a
um acordo a respeito de nogOes cruciais como: a terminologia empregada (bibliometria,
cientometria, infometria, tecnometria). Defini¢cdes dos limites de aplicacdo e, mais importante
de tudo, sobre a evolucdo e o futuro profissional dos seus especialistas GARRIDO e
RODRIGUES, 2011). Vanti (2002) considera que essas técnicas quantitativas de medicdo
devem ser divididas em bibliometria, cienciometria, informetria e mais recentemente,
webometria. Todas tém objetivos parecidos propondo medir a divulgacdo do conhecimento
cientifico e o fluxo da informacao sobre temas diversos.

As abordagens informétricas, bibliométricas e cienciométricas, pelas quais a ciéncia
pode ser avaliada através dos resultados que alcancam, tém embasamento no pensamento de
gue a esséncia da pesquisa cientifica é a producdo de conhecimento e que a literatura
cientifica € um componente desse conhecimento, Segundo a mesma autora, a area académica
comegou a se interessar mais pela cienciometria na década de 1980 isso por causa do
surgimento de um banco de dados fornecidos para as universidades pelo Thomsom ISI
(MACIAS-CHAPULA, 1998). Esse banco de dados dispGe de informacgdes sobre as
publicacGes de diversos periodicos, em diferentes abordagens e nos mais variados campos do
conhecimento (STREHL e SANTOS, 2002). Com essa nova ciéncia na época, tornou-se
possivel avaliar a importancia de determinado assunto, autor e/ou trabalho, além de mostrar as
tendéncias e contribuicbes de uma determinada disciplina, pesquisador ou grupo de
pesquisadores, instituicdo ou pais em relacdo ao avanco cientifico e tecnoldégico mundial
(MACIAS-CHAPULA, 1998; STREHL E SANTOS, 2002; LIMA-RIBEIRO et al, 2007)

As revistas cientificas sdo as bases de conhecimento para o sistema de ciéncia,
tecnologia e inovagdo que participam isso porque tem o papel de registrar e a divulgar os
artigos. O historico de publicagbes de um periddico marca uma memdaria de conhecimentos,
caracterizada tanto por seu contetdo cientifico como pelo processo que levou a criacdo desse
conteido (BERTUZO, 2004; PACHECO et al., 2012). As abordagens cienciométricas, pelas
quais a ciéncia pode ser retratada, tém por base a nocdo de que a esséncia da pesquisa
cientifica é a produgdo do conhecimento e que a literatura cientifica € um componente desse
conhecimento (LIMA-RIBEIRO et al., 2007).

A cienciometria €, entdo, um dispositivo de medida, baseado em técnicas estatisticas,
que tem por objetivo identificar e tratar as informacGes contidas nas publicacGes cientificas e
técnicas, disponiveis nos sistemas de informacdo, principalmente, referéncias bibliogréficas

de artigos, de livros e de patentes além de evidenciar as tendéncias e contribui¢des de uma
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determinada disciplina, pesquisador, instituicdo ou pais em relacdo ao avango cientifico
mundial. Por isso, se faz importante analisar o papel destas diferentes publicagcbes que
apresentam uma vasta aplicacdo nas diferentes areas que envolvem a producdo cientifica
(NONATO, 2003). Assim sendo, a cienciometria ao se focar no nimero de citacbes que
podem ser usadas identifica areas emergentes, novas metodologias, ou mesmo a estrutura de
varios centros de pesquisa (PACHECO et al., 2012).

Segundo Vanti, em 2002, as possibilidades de aplicacdo da cienciometria sdo amplas:
identificar as tendéncias e o crescimento do conhecimento em uma area; identificar as revistas
do nucleo de uma disciplina; mensurar a cobertura das revistas secundérias; identificar os
usuarios de uma disciplina; prever as tendéncias de publicacdo; estudar a dispersdo e a
obsolescéncia da literatura cientifica; prever a produtividade de autores individuais,
organizacg0es e paises; medir o grau e padrbes de colaboragédo entre autores; analisar processos
de citacdo e co-citacdo; determinar o desempenho dos sistemas de recuperacdo da informacao;
avaliar os aspectos estatisticos da linguagem, das palavras e das frases; avaliar a circulagao e
uso de documentos em um centro de documentacdo e medir o crescimento de determinadas
areas e o0 surgimento de novos temas.

Os indicadores cienciométricos isoladamente ndo substituem as analises especializadas
ou um método analitico, entretanto, tornam os dados da pesquisa visiveis e analisaveis,
fazendo com que estes dados estejam & disposicdo de todos os interessados. Além disso, a
partir da cienciometria torna-se possivel identificar quais areas da ciéncia necessitam de mais
preocupacdo e atencdo (LAURINDO e MAFRA, 2010). Sendo assim, as técnicas
cienciométricas sdo importantes para identificar as tendéncias e o andamento do
conhecimento, avaliar a producéo cientifica em &reas da ciéncia. Consegue também adquirir
diversas informacGes com a finalidade de conhecer o desenvolvimento cientifico e as
tendéncias dentro do tema pesquisado, entre outras atividades (JUNQUEIRA et al, 2015). A
cienciometria é essencial para ajudar na elaboragéo de politicas publicas, tanto para tomada de
decisdo no que tange a gestdo de recursos de qualquer ordem (BITTENCOURT e PAULA,
2012).
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O estudo responsavel pela quantificacdo e descri¢do das proteinas, e ainda das analises
de interagdes, de variacOes entre as populacbes e de modificacbes relacionadas a
enfermidades, a terapias ou as proprias funcBes organicas saudaveis, é denominada
protedmica, uma tecnologia inovadora que tem proporcionado avancos em diversos setores e
principalmente nas pesquisas aplicadas a saude humana, por meio da descoberta de novos
biomarcadores e de alvos farmacoldgicos, contribuindo para o diagnostico e tratamento de
diferentes doencas. Segundo pesquisa, no ano de 2017 o cancer foi a enfermidade que ocupou
32,53% dos estudos realizados sobre a protedmica aplicada ao diagndstico clinico.t
As pesquisas com proteinas tiveram inicio com o desenvolvimento da eletroforese
bidimensional, pois através desta técnica bancos de dados de proteinas foram desenvolvidos,
contribuindo para o surgimento do estudo do proteoma, definido como todo o conjunto de
proteinas que um genoma expressa. De modo que, para compreender as fungdes
desempenhadas pelos genes é necessario conhecer mais do que apenas 0 sequenciamento
nucleotidico que os compde, ¢ imprescindivel também definir as expressdes proteicas que
estes produzem. Pois, apds o processo de transcricao e tradugdo ocorrem modificacGes na fita

nucleotidica original, que sdo determinantes para a funcéo da proteina produzida, portanto o
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estudo protedmico se faz necessario para a plena compreensdo do genoma e representa um
avango em relagdo a gendmica.?

O procedimento aplicado nos ensaios protedmicos baseia-se na utilizacdo conjunta
de diferentes técnicas que trabalham a extracdo e separacdo de proteinas da amostra,
ionizacdo, fragmentacgdo, deteccdo de peptideos e andlise dos dados, aplicando os seguintes
procedimentos: eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e as ferramentas da
bioinformatica, desta maneira, executasse a separacao e identificacdo proteica. Deste modo,
diferentes técnicas laboratoriais tanto in vitro como in silico so aplicadas.®

A cromatografia pode ser realizada em fase liquida ou gasosa, porém a mais aplicada
nos estudos protedmicos é a cromatografia liquida. Este método tem tido um grande avango
nos ultimos anos, sua utilizacdo ocorre para a separa¢do de compostos quimicos ibnicos ou
macromoléculas, que sofrem alteragdo com a variacdo de temperatura. Na protebmica ela
pode ser aplicada em conjunto com a eletroforese na segregacdo proteica, ou até mesmo
sozinha, preparando a amostra para analise no espectrdmetro de massas.*

A eletroforese em gel bidimensional é o tipo de eletroforese mais utilizada para a
separacdo de proteinas, e segundo pesquisas, a segunda técnica mais aplicada para essa
funcdo. Através deste método a segregacdo proteica ocorre através de ponto isoelétrico e peso
molecular, ela apresenta uma excelente resolugdo e boa capacidade de ser reproduzida.
Porém, a determinacdo da identidade das proteinas ap0s sua separacdo em spots, no inicio da
aplicacdo deste método, encontrava algumas complicacfes, devido aos métodos analiticos
serem lentos e com sensibilidade reduzida. Entretanto, na década de noventa surgiu um
excelente método de andlise, a espectrometria de massas, que proporcionou a queda das
limitacOes encontradas anteriormente e tem se revelado uma inovagao capaz de proporcionar
grandes avangos no campo da protedmica.?

A espectrometria de massas é fundamentada no seguinte principio: cada composto
possui uma fragmentagcdo Unica, gerando um padrdo de espectro de massa proprio. Este
método executa primordialmente a ionizacdo do composto em analise, e em fase gasosa a
avaliacdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions. Em sua composicao, este equipamento conta
com uma fonte de ionizagdo, um ou mais analisadores de massas, um detector e um sistema
de aquisicdo de dados. No processo de ionizacao € utilizado electrospray (ESI) ou dessorcéo a
laser assistida por matriz (MALDI); para a analise m/z pode ser aplicado um analisador ou
maultiplos analisadores, os mais utilizados sdo o quadrupolo (Q) e o de tempo de voo (ToF),

gue também podem ser empregados em conjunto. Os espectros de massas obtidas constituem
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a impressao digital, isto é, fingerprinting da proteina e por meio de Softwares especificos é
possivel realizar uma comparacéo entre os resultados da amostra e 0s que ja estdo presentes
nos bancos de dados, determinando assim a proteina encontrada.® Segundo pesquisadores, a
metodologia com maior aplicacdo nos estudos relacionados a proteémica aplicada ao
diagnéstico clinico no ano de 2017 foi a cromatografia liquida e a utilizagdo em conjunto de
dois analisadores de m/z.

Com o avanco da medicina personalizada, também denominada medicina gendmica,
que tem como fundamentacdo o desenvolvimento de adaptacdes nos procedimentos médicos
para que sejam compativeis ao organismo de cada paciente, esta tem encontrado nos estudos
protedmicos apoio para seu crescimento. Visto que, o proteoma humano é dindmico e passa
por um constante processo de alteracBes reagindo as acOes celulares fisiologicos, as
patoldgicas, ou as terapias medicamentosas e ainda as influéncias ambientais. Deste modo, o
estudo protedmico ao descrever as proteinas envolvidas em uma enfermidade, pode levar a
um diagnostico seguro e com maior velocidade, além de conduzir ao desenvolvimento de um
tratamento mais eficaz, transportando a uma nova era de diagnostico, prognostico e
tratamento, por meio dos avangos da técnica e com as inovacBGes da bioinformatica no
trabalho in silico dos dados.®

A bioinformatica é um campo interdisciplinar que aplica a informética no trabalho
dos dados bioldgicos, e a execucdo destas analises nos resultados dos estudos protedmicos é
fundamental para o avan¢o no processo de aplicacdo das pesquisas, para que possam chegar a
fase de testes clinicos e posteriormente a utilizacdo pela populacdo. Em vista disso, apesar da
protebmica ser uma inovacao que tem avancado nos Ultimos anos e estar sendo utilizada em
diferentes tipos de aplicacdes, os dados gerados necessitam de uma analise in silico mais
eficiente, pois com a rapida expansdo da area os resultados ndo estdo sendo tdo explorados
guanto poderiam ser, se passassem por todas as analises cabiveis.

Em virtude dos fatos mencionados, no @mbito do diagndéstico laboratorial as analises
protedmicas ainda tem muito a oferecer, pois apresenta uma excelente especificidade e
sensibilidade. Entretanto, sua utilizacdo permanece focada nas pesquisas cientificas, e
enfrentard um longo percurso antes atingir a rotina laboratorial. Porém, é evidente que seu
potencial inovador conduzira a uma transformacédo em diferentes areas do conhecimento, e na
salde afetard tanto a terapia, quanto o prognéstico, como o diagndstico. Certamente ainda
iremos ouvir muito sobre a tecnologia protedmica como estratégia aplicada ao diagndstico

laboratorial.
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A anélise das informacdes disponiveis nos muitos e sempre crescentes bancos de
dados biol6gicos, incluindo as sequéncias de genes e proteinas e as estruturas de
macromoléculas, deram origem ao novo campo da bioinformatica. Um dos resultados dessa
disciplina € um conjunto crescente de programas de computador, muito rapidamente
disponiveis na internet, que podem ser utilizados por qualquer cientista, estudante ou leigo
interessado no assunto. A funcdo de cada proteina depende de sua estrutura tridimensional,
que, por sua vez, é determinada em grande parte por sua estrutura primaria. Portanto, a
informacdo transmitida por uma sequéncia de proteinas é limitada apenas por nossa prépria
compreensdo dos principios estruturais e funcionais (LEHNINGER, 2014).

A protedmica tem permitido estudos em larga escala da expressdo proteica em
diferentes tecidos e fluidos corporais, em condi¢cbes ou momentos distintos. O recente
progresso de metodologias nessa area tem aberto novas oportunidades para obtencdo de
informacdes relevantes sobre processos normais e anormais que ocorrem no organismo
humano. Em seu estudo completo das proteinas, integrando estrutura e funcdo, o0s
pesquisadores utilizam bancos de dados diversos que possam atender os diferentes ramos da
protedmica (EDUARDO, 2012).
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O termo interatoma é menos bem definido do que genoma, proteoma ou
transcriptoma, porque diferentes comunidades usam o termo “interagdo de proteina” para se
referir de qualquer interacdo fisica as interagdes funcionais. Esse estudo do conjunto de
interacdes macromoleculares, fisicas e genéticas, e uma das chaves da analise em larga escala
é o alinhamento ou comparacdo global de duas ou mais redes para identificar regiGes
similares (ESPINDOLA, 2010).

Protein Data Bank (PDB)

O PDB é um banco de dados em 3D de proteinas e acidos nucléicos. Esses dados,
geralmente obtidos através da difracdo de raios X, ressonancia magnética nuclear e crio-
microscopia eletrénica sdo enviados por fisicos, bidlogos e bioquimicos de todo o mundo.
Disponiveis em dominio pablico, podem ser usados livremente (HELEN, 2008).

A disponibilidade de dados experimentais ndo sé melhora a integridade do Arquivo
do PDB, mas também permite a validagdo sistematica de estruturas e, finalmente, leva a
melhores ferramentas de validacdo e melhor qualidade dos dados arquivados.

No site hd uma ferramenta de busca mais avancada em que se especificam varios
parametros, como, por exemplo, o tipo de macromolécula que se deseja (proteina, DNA,
RNA), o peso molecular, o tipo de estrutura secundaria, o limite de afinidade de ligacdo (Ki)
de determinado ligante por sua macromolécula, o0 método experimental de obtencdo da
estrutura, entre outros (HELEN, 2002).

PROSITE

O PROSITE é um recurso para a identificacdo e anotacdo de regides conservadas em
sequéncias de proteinas. Estas regifes sdo identificadas usando dois tipos de assinaturas:
perfis generalizados (matrizes de peso) que descrevem familias de proteinas e dominios de
proteinas modulares e padrbes (expressdes regulares) que descrevem motivos de sequéncia,
muitas vezes correspondendo a funcionalmente ou residuos estruturalmente importantes
(BENTON, 2002).

No PROSITE o usuério é capaz de identificar regides conservadas em sua propria
proteina. O usuario pode agora construir seu proprio padrdo a partir de um conjunto de
sequéncias desalinhadas usando o algoritmo PRATT (NICOLAS, 2004). O padrédo pode entédo
ser digitalizados no banco de dados ndo redundante UniProt (Swiss-Prot + TrEMBL). O

usuario também pode recuperar as sequéncias completas em FASTA ou Swiss-Prot formato.
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O padrdo também pode ser visualizado em estruturas 3D se o banco de dados selecionado €
PDB: a regido correspondida padréo é destacado e pode, portanto, ser facilmente localizado
na estrutura. O PROSITE esta disponivel gratuitamente para usuarios académicos
(CHRISTIAN, 2010).

Referéncia de Proteina Humana (HPRD)

O HPRD é um rico recurso de diversas caracteristicas de proteinas, que sédo
comprovadas experimentalmente. Informacdes sobre proteinas no HPRD incluem interacdes
proteina-proteina, modificagdes pos-traducionais, relacbes enzima / substrato, associa¢fes de
doencas, expressdo tecidual e localizagdo subcelular de proteinas humanas. Os dados de
interacdo do HPRD tém sido amplamente utilizados pela comunidade cientifica, os dados do
seu fosfoproteoma ndo foram aproveitados até o potencial. HPRD é uma das maiores
documentacdes de fosfoproteinas humanas no dominio publico (RENU, 2012).

InteracBes proteina-proteina sdo um dos componentes mais solicitados do HPRD
entre aqueles que baixaram este conjunto de dados. Entre os 38.167 interacfes proteina-
proteina documentadas em HPRD, 8958 interacGes foram baseadas em levedura twohybrid
somente analise, enquanto 8827 interacdes foram baseadas em in vitro e 7163 em métodos in
vivo. Deteccdo de 2410 interacdes proteina-proteina foi confirmada por todos os trés métodos.
No geral, em HPRD, 8710 proteinas sdo anotadas com pelo menos uma interacdao proteina-
proteina, enquanto 2015 e 774 proteinas tém mais de 5 ou 10 intera¢bes proteina-proteina,
respectivamente (RENU, 2012).

Universal Protein Resource (UniProtKB / Swiss-Prot)

O UniProtKB fornece informacdes de alta qualidade para caracterizaram proteinas de
forma padronizada e forma estruturada amplamente controlada, vocabularios e ontologias.
UniProt concentra seu esforco de anotacdo manual na anotacdo experimental dados da
literatura para registros de proteoma de referéncia e visa fornecer uma anotagdo de alta
gualidade para membros de todas as familias de proteinas através de diversos grupos.
Proteomas de referéncia cobrem os proteomas de organismos modelo bem estudados e outros
proteomas de interesse pela pesquisa biomédica (http://www.uniprot.org/ taxonomia /
protecdes completas), o que garante a abordagem as necessidades de uma comunidade de

usuarios diversificada e inclusdo de dados com maior impacto cientifico (UNIPROT, 2017).
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Predic¢des bioinformaticas da funcéo proteica dependem corretamente de sequéncias de
banco de dados anotadas, e a presenca de imprecisdes ou registros mal anotados introduzem
ruido e viés nas analises bioldgicas (BENGTSSON-PALME et al., 2016). Especialista em
Literatura com curadoria os dados sdo altamente confiaveis e, portanto, considerados o padréo
ouro, fornecendo, no caso do UniProtKB, anotacGes de alta qualidade para proteinas
caracterizadas em diversas familias de proteinas (KESELER et al., 2014; SCHNOES et al.,
2009). Desta forma, serve como uma fonte de anotacGes que podem ser usadas para o
desenvolvimento e aprimoramento de algoritmos de bioinformatica e métodos de mineracao
de texto. Dentro além disso, as anotacOes baseadas em literatura de proteinas caracterizadas
sd0 a base para a anotacdo automatica das nao caracterizadas, uma chave desafio na era big
data, que esta testemunhando a geracdo de grandes quantidades de sequéncias (OLIVER et
al., 2016; PEDRUZZ| et al., 2015).

Database of Interacting Proteins (DIP)

O principal objetivo do DIP é extrair e integrar a riqueza de informacgdes sobre
interacBes proteina-proteina em um usuario- ambiente amigavel. Embora bancos de dados
especificos de organismos como YPD (HODGES, 2000) para levedura, EcoCyc (KARP,
2000) para Escherichia coli, e FlyNet para Drosophila (SANCHEZ, 2000) geralmente contém
informacdes sobre as vias protéicas e complexos de proteinas como fazer caminho bancos de
dados como KEGG (OGATA, 2000) e CNSB (TAKAI, 2000), o DIP foi criado para
complementar as bases de dados existentes e incluir proteinas de muitos organismos
permitindo que os cientistas para expandir e complementam as observacOes das interacdes
proteina-proteina em um organismo com observacdes de outros organismos (BENJAMIN,
2009).

Atualmente interacBes proteina-proteina sdo inseridas no DIP somente ap06s
publicacdo em periodicos revisados por pares. A entrada é feita manualmente pelo curador,
seguido por testes automatizados que mostre as proteinas e as citagdes existem. As interacoes
sdo duplamente verificadas por um segundo curador e marcada de acordo com a base de
dados (XENARIOS, 2000; LEI, 2014).

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING)
O STRING disponibiliza, em sua pagina de downloads dados na forma de arquivos

em formato texto puro, tanto em formato tabular quanto arquivos de dump, que podem ser
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importados diretamente em bancos de dados (SZKLARCZYK, 2017). Como esses arquivos
tendem a ser muito extensos, pela quantidade de organismos abarcada pelo projeto e o volume
de dados associados a cada um deles, o site oferece a possibilidade de se transferir somente
arquivos relacionados a determinada espécie, 0 que reduz consideravelmente o seu tamanho.
A titulo de comparacdo, o arquivo que apresenta detalhes das interacbes de todos os
organismos possui um tamanho compactado de 17,8 Gb (SZKLARCZYK, 2011).

Além da possibilidade de transferir os arquivos de dados, 0 STRING também oferece
0 recurso de se construir a rede de interacdes a partir do proprio site, utilizando dados de
entrada que podem ser os identificadores das proteinas ou as suas sequéncias de aminoacidos.
Ao entrar com essa informacgédo, 0 STRING procura, em seu banco de dados, pela existéncia
de conexdes diretas entre essas proteinas, exibindo-as na forma de ligacBes entre os nds
conectados. E possivel definir parametros especificos para a construcdo dessa rede, tais como
0 escore de confianca minimo desejado e 0 numero de primeiros vizinhos das proteinas de
entrada, que o STRING busca em seu banco de dados (SZKLARCZYK, 2017).
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1. INTRODUCAO

A leucemia é um cancer que afeta as células de defesa do organismo humano, 0s
leucdcitos ou glébulos brancos, ocorrendo uma proliferagdo neoplasica generalizada ou
acumulo de células hematopoiéticas. Sdo separados em duas fases aguda e cronica, que
depende do tipo celular presente no sangue e seu grau de maturagcdo (ARANHA, 2008).

Na fase aguda, a medula 6ssea (MO) fica recoberta de células primitivas (blastos),
que tem pouca diferenciacdo celular. Enquanto na fase cronica, o tipo celular é bem
diferenciado, ou seja, encontram-se todas as linhagens hematopoiéticas maturas, imaturas e
com pouco blastos na circulacdo. Para avaliar e saber se a origem das células sdo mieldide ou
linfoide, é necessario detectar o tipo celular predominante na diferenciagdo celular
(MONTENEGRO; SANTOS; VEITH, 2008; BARBOZA, 2000).

Medicina gendmica, biotecnologia e inovagfes em salde. ISBN 978-65-80238-01-9



28

Desse modo, as alteragGes que se observa no sangue periférico de um portador de
leucemia mieldide crénica (LMC), sdo: desvio a esquerda, predominio de granulécitos,
neutrofilos, havendo células granulociticas mais imaturas como mieloblasto, mielocitos e
metamielocitos, havendo na maioria basofilia e eosinofilia. J& a série vermelha, a
hemoglobina pode ser normal ou pode haver uma discreta anemia, as plaguetas geralmente
estédo elevadas. Devido a essas alteragfes o paciente pode apresentar mal estar, cansaco, falta
de folego e palidez resultante da anemia, desconforto no quadrante superior esquerdo do
abdémen, devido a esplenomegalia, além de perda de peso (BORTOLHEIRO; CHIATTONE,
2008).

A LMC é caracterizada principalmente pela presenca do cromossomo Philadelphia
(Ph), que € o resultado da translocacdo entre os bracos longos dos cromossomos 9q34 e
22011, gerando a proteina hibrida BCR-ABL, com atividade elevada de tirosino quinase. A
proteina BCR-ABL estd presente em todos os pacientes com LMC, e sua atividade
responsavel pela oncogénese inicial (BERGANTINI et al., 2005).

A doenca evolui em trés fases: cronica (FC), acelerada (FA), aguda ou crise béltica
(CB). A FC ¢é caracterizada por intensa hiperplasia medular com capacidade de maturacéao
celular, a FA caracteriza-se pela evolucdo clonal, onde ha aumento da presenca de blastos e
pré-mieldcitos. E a CB é caracterizada por > 30% dos blastos no sangue periférico ou na
medula 6ssea, sendo esse o Ultimo estagio da doenca (INCA, 2003).

O diagndstico da LMC ¢ feito por meio de técnicas moleculares, como: reacdo em
cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR), imunofenotipagem, citogenética, hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH), e andlise de perfil do micro-RNAS por PCR detectando assim as
mutaces causadas pela doenca. O seu tratamento é feito através de farmacos, que séo
denominados de terapias-alvo, embora ndo impeca a formacéo da proteina hibrida BCR-ABL
e por transplante de medula 6ssea. Sendo que o tratamento é escolhido de acordo com a fase
da doenga (SOUZA, 2008).

O tratamento e diagnostico laboratorial no Brasil dependem da regido em que
paciente se encontra; Como sdo poucos 0s centros oncolégicos e, laboratorios devidamente
equipados no pais, nem todas as regifes, estdo aptos para diagnosticar, ou até mesmo tratar 0s
pacientes devidamente com a doenca (NONINO, 2008).

A LMC foi a primeira neoplasia em que o cromossomo Ph foi observado, que tem
como produto o gene hibrido BCR-ABL, que é uma fusdo entre os genes 9 e 22. A partir

dessas descobertas, foi possivel desenvolver novos meios para o tratamento, ndo sO da

Medicina gendmica, biotecnologia e inovagfes em salde. ISBN 978-65-80238-01-9



29

leucemia mieldide crénica como de outras neoplasias que sejam positivas para 0 cromossomo
Ph.

Entre todas as leucemias, a LMC tem uma incidéncia de 15-20%, sendo essa mais
prevalente em pessoas do sexo masculino e, a faixa etaria € entre 45-50 anos. Consoante nao
se saiba especificamente como as alteracdes genéticas da doenga comecam, hoje sabe-se
como se manifestam. Assim, possibilitando uma terapia-alvo eficiente, que tem como
resultado o aumento das chances de cura e sobrevida em pacientes diagnosticados com LMC.

Deste modo torna-se relevante um estudo de revisdo bibliogréfica, que se baseie em,
relatar as alteracGes génicas e laboratoriais da doenca, e fazer um pardmetro com as terapias
existentes. Mostrando assim a importancia das pesquisas na area da genética, assim como
avanco e a possibilidade de um melhor tratamento.

Sendo assim o objetivo do estudo consiste em apresentar uma revisao literaria sobre
a Leucemia Mieldide Crbnica, com seus fatores genéticos e os diagnosticos moleculares

existentes para detectar a doenca.

2. METODOS

Este trabalho € caracterizado por uma revisdo bibliografica sobre a leucemia mieldide
cronica, onde foram relatados os tratamentos, os diagnosticos e suas alteracdes genéticas. A
revisdo bibliogréfica foi explorativa e descritiva baseada em fontes como: Scielo, Pubmed,
Bireme, Medline.

Aos dados bibliogréaficos foram agregadas informacgdes obtidas em site da internet,
pertencentes a organizagdes governamentais e ndo governamentais. Que divulgam textos e
dados relacionados com as teméticas abordadas no presente trabalho.

Né&o foi utilizada neste trabalho a delimitacdo de espacos de tempo para as pesquisas,
sendo que todos os artigos de relevancia sobre o tema escolhido foram considerados. Sendo
assim os artigos selecionados apresentam 0s seguintes critérios: artigos que definem e
diferenciam as leucemias da leucemia mieloide crénica; artigos de relevancia sobre os fatores

genéticos presentes na doenga; artigos sobre os avangos nos diagndsticos e tratamentos.
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3. REFERENCIAL TEORICO E RESULTADOS

3.1 CONTEXTUALIZACAO E CARACTERISCAS GENETICAS

A LMC foi descrita pela primeira vez, por dois jovens médicos, John Hugues Bennet
em 1845 e, por Robert Virchow em 1858. Eles combinavam em suas publica¢bes detalhes
clinicos, achados microscopicos e nogdes de fisiopatologia encontradas em seus pacientes.
Esses achados sdo relevantes para compor as caracteristicas primordiais da leucemia até hoje
(GEARY, 2000).

No século XIX, a LMC foi denominada primeiramente como uma “leucemia
esplénica” e posteriormente como, até hoje ¢ conhecida “leucemia mieldide”. Embora todos
0S avangos nas pesquisas, somente no final desse século que a doenca foi reconhecida como
uma forma independente de leucemia (GRANDO; WAGNER, 2008).

A primeira vez que uma alteragcdo cromossdmica foi, detectada em uma doenca
neoplasica foi em 1960 por Nowelly e Hungerford, que observaram a existéncia do
cromossomo Philadelfia (Ph). Afirmando que ele era um cromossomo pequeno e acrocéntrico,
sendo originario da delecéo do brago longo do cromossomo 22 (HAMU et al., 2007).

Treze anos ap0s a descoberta do cromossomo Ph, a pesquisadora Janet Rowelly da
Universidade de Chicago, afirmou que esse, ndo se tratava de uma delecdo e sim de uma
translocacéo reciproca, entre 0s cromossomos 9 e 22, onde o cromossomo 22 se translocava
para a regido terminal do cromossomo 9 (RANDOLPH, 2005).

A descoberta e avangcos nas pesquisas do cromossomo Ph, além de permitir um
diagnostico mais preciso da LMC, tem papel fundamental nas pesquisas genéticas para

diagnosticar outras neoplasias.

3.2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS GENETICAS DA LMC

Em 1983, foi reconhecido que a translocacgdo entre os genes 9 e 22, resulta na origem
de um gene hibrido BCR-ABL, em seguida verificou-se que, o resultado desse hibridismo,
tem como produto um gene com atividade tirosina quinase. Em 1990, foi reconhecido que, a
presenca desse gene hibrido induz uma doenca mieloproliferativa, estabelecendo relagéo de
casualidade entre 0o BCR-ABL a LMC (FUNK et al., 2010)

Com avancgos nas pesquisas geneticas, pode-se identificar especificamente qual parte
do gene foi alterado e, dependendo do local de ruptura no gene BCR, trés tipo de BCR-ABL,
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podem ser formados. Quando o local da ruptura é no ponto maior do gene BCR (M-BCR), dé-
se a origem a proteina 210kd (p210), quando ponto inferior (m-BCR), d& origem a proteina
190kd (p190) e, quando é no ponto minimo (U-BCR), origina a proteina 230kd (p230)
(MORAN et al., 2005).

No M-BCR, pode ter como produto as proteinas de fusdo citoplasmatica b2a2 ou
b3a2, que envolve a parte central do gene BCR, encontrados nos éxons bla b5. Eles séo
originarios da fusdo com o éxon a2 do gene ABL, que fica localizado entre os éxons al a2. O
m-BCR, tem como produto um transcrito de rearranjo ela2. Onde os éxons do BCR estéo
localizados na regido el e e2. Esse tipo de rearranjo sao mais frequentes em casos de LLA.
Enquanto o p-BCR, o rearranjo da origem a proteina e19a2. Os éxons no BCR séo localizados
entre ¢c3 e c4 (éxons 19 e 20). Representa cerca de 5% dos casos e tem um melhor

prognostico, dificilmente evolui para a fase aguda (CARVALHO et al., 2003).

3.3 DIAGNOSTICOS TRADICIONAIS

A anamnese e o0 exame fisico sdo os primeiros metodos a serem realizados para
diagnosticar a LMC, embora muitos pacientes sejam assintomaticos. A realizacdo do
hemograma é fundamental, o0 sangue € coletado com EDTA e, feito o esfregaco sanguineo,
pode-se analisar as alteracdes celulares. Para um diagnéstico mais preciso de qual tipo de
leucemia se trata, € necessaria a realizacdo do mielograma, que é feito através da puncédo da
medula Ossea, onde serdo avaliadas as células hematopoiéticas gquantitativamente e
qualitativamente (HAMERSCHLAK, 2008).

As alteragdes cromossdmicas sdo avaliadas através da citogenética, que estuda o
caridtipo para detectar o rearranjo BCR/ABL na LMC. Tem como finalidade monitorar a
inexisténcia ou demora de remissdo da doenca, assim como, a evolucdo clonal e, o

aparecimento de evolucdes clonais nas células em que Ph seja negativo (ALVES, 2009).
3.4 METODOS DE DIAGNOSTICO INOVADORES
A reagdo de cadeia polimerase em tempo real (RT-PCR) é considerada precisa e

simples, com ela é permitido a quantificagdo dos produtos génicos que sdo amplificados no

PCR, em todas as fases da reacdo. Essa quantificacdo € feita atraves da excitacdo de
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fluorocromos que marcam as sondas de sequéncias-especificas ou primers usados na reacao.
Para realizagdo do teste é necessdrio uma plataforma de instrumentagdo com um
termociclador (capturador de emissdo) acoplado e um sistema dptico (analise da emissao de
fluorescéncia) e, um computador (resultados e analise final da reacdo) (ALMEIDA; SADDI,
2007).

Embora existam varias tecnologias de RT-PCR no mercado, duas delas sdo mais
usadas; STBR Green e TagMan. O SYBR Green € um corante que se liga na fita dupla de
DNA, no sulco menor da fita, tornando-a fluorescente. A quantidade de fita dupla de DNA se
eleva exponencialmente, durantes os ciclos consecutivos de PCR, assim aumentando a
fluorescéncia, pois vai aumentar o numero de SYBR Green que se ligar na fita dupla de DNA.
A metodologia TagMan ¢ uma enzima que utiliza a atividade exonucleasica 5°-3’, onde uma
sonda marcada, se anela especificamente na parte interna entre dois primers, que serdo
amplificados. A sonda TagMag possui na extremidade 5’ uma molécula fluorescente e na
molécula da extremidade 3°, pode ser ou nao fluorescente, de comprimento de ondas
diferente. Na reacdo de PCR, a polimerase sintetiza novas cadeias a partir dos primers,
clivando assim a sonda correspondente, que resulta num aumento da fluorescéncia
(GRANDO; WAGNER, 2008).

O silenciamento de genes com RNA interferéncia (RNAI), em células de mamiferos,
tem que ser cuidadosamente selecionado, pois podem haver regides similares com 0 mRNA
de escolha. E recomendado o uso de um banco de dados de sequencias gendémicas. E
necessario gerar um fragmento pequeno de RNA (siRNA), no qual é considerado eficiente
caso reduza cerca de 90% do nivel protéico (BARBOSA; LIN, 2004).

Na LMC o RNAI pode ser aplicado para avaliar se uma terapia-alvo esta sendo
eficaz ou ndo, onde é avaliado a interacdo génica, de um gene ou mais com a droga. Para a
realizacdo desse método é fundamental o uso do método de quantificacdo de RT-PCR.
Inicialmente ha extracdo de um RNA, que é gerado durante o procedimento de DNAase, esse
RNA ¢ transcrito inversamente para gerar a cDNA, que por sua vez ira gerar 0s RNA de dupla
fita (sSdRNA) pequenos, que devem interagir com o gene de escolha (ZHOU, 2014).

A técnica protedbmica, analisa 0 conjunto de proteinas expressas por um genoma em
um determinado momento ou condi¢do patoldgica. Com ela pode-se ser analisado
detalhadamente o proteoma do cancer, assim evidenciando o que de fato esta sendo expresso.

Essa técnica é a grande promessa para a producdo de drogas mais eficientes, por ser especifica
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para cada individuo e, pode ser uma ferramenta importante no estudo das leucemias (REIS,
2008).

Para a técnica de RNA-seq, é necessario a criar uma biblioteca, ou seja, através da
técnica de PCR, onde o RNA ¢ transformado em cDNA, com ou sem amplificacdo, €
sequenciado em pd, que sdo seqliéncias curtas que variam de tamanho dependendo do kit de
escolha. Para a LMC, tipicamente o kit de escolha é o Illlumina. Essas bibliotecas sdo
sequenciadas com um genoma especifico e emparelhadas. Assim sendo possivel catalogar
todos os transcritos mutantes; mRNAs, RNAs ndo codificados e pequenos RNAs (SPINELLI
etal., 2013).

3.5 PRINCIPAIS FERRAMENTAS DE TRATAMENTO

O primeiro tratamento de escolha para LMC na fase cronica (FC) é o Imatinibe, que
embora ndo impe¢a a codificacdo BCR-ABL, é considerada uma terapia-alvo. Ele atua,
inibindo a atividade tirosino quinase. O uso ndo é recomendado caso, 0 paciente seja gestante,
apresente comorbidade e uso de outros medicamentos que tornam o Imatinebe inapropriado,
sendo indicado nesses casos o Interferon-alfa. Caso o paciente seja intolerante ao Imatinebe,
recomenda-se Desatinibe ou Nilotinibe. Ou pode-se aumentar a dose, ou trocar para um
inibidor de tirosino quinase (ITK) de segunda geracdo. Pacientes na fase acelerada (FA), crise
blastica (CB), com mutacdo T315I1 ou que falhe no ITK de segunda geracdo, recomenda-se 0
transplante de medula éssea (TMO) (BOLLMANN; GICLIO, 2011).

O Imatinibe ja foi testado em fase | (primeira classe), fase Il (segunda classe) e
atualmente tem a fase Il (terceira classe), estd em estudo randomizado, onde o farmaco ta
sendo comparado com o Interferon alfa mais Citosina arabinosido. O Desatinibe é uma droga
multialvos, podendo ser usado em todas as fases, ja o Nilotinibe, é indicado na FC e FA.
Dentre todos os medicamentos que estdo no mercado, nenhum é capaz de inibir a agdo do
T3151 (LOPES; ABREU, 2009).

Segundo Mascarenhas, 2009, a dificuldade no tratamento do paciente com a mutagéo
T3151, pode ser explicada por uma ponte de hidrogénio entre a quinase e o mesilato de
imatinibe, entdo nesta posicdo a treonina é substituida pela isoleucina residual tornado um
mutante denominado T351I altamente insensivel a droga.

Para muitos autores, mesmo ap0s a descoberta de novos tratamentos, o transplante de

medula de 6ssea (TMO), ainda é o Unico método capaz de promover a cura. Ele é apenas
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indicado para cerca de 15% a 30% dos casos, mesmo com taxas de cura de 65% a 75%, e a
taxa de recidiva da doenga ser 5% a 30% na FC, podendo chegar a 60% nas FA e CB
(PALLOTTA et al, 2006). Pode-se explicar o porqué de ser o ultimo tratamento de escolha,
devido os fatores de riscos que sdo cinco: tipo de doador, estagio da doenca, idade do
receptor, combinacao sexo entre receptor e doador e, por Ultimo, o tempo entre o diagndstico.
Assim sendo, a indicacdo do transplante de modula 6ssea (TMO), € realmente indicado

quando existe a mutacdo T3511 ou em casos estaremos (ARANHA, 2008).

3.6 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DOS ARTIGOS ENCONTRADOS
NO SITE NCBI/PUBMED
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Figura 1: Métodos de diagndsticos descritos nos artigos levantados em uma pesquisa

feita no site NCBI/PubMed , entre os meses Janeiro a Dezembro de 2013.
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2% 1%

EPCR

B Proteoma

ERNAI

HRNA-seq + PCR

EPCR + RNAI

B Proteoma + RNAI

EPCR + proteoma + RNA1

B Sem descrigdo de técnica

Figura 2: Técnicas moleculares descritas nos artigos levantados em pesquisa realizada
no site NCBI/PubMed em todo o ano de 2013.
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Figura 3: Porcentagem das metodologias in vivo e in vitro encontradas nos artigos
levantados em todo a ano de 2013, no site NCBI/PubMed.
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Figura 4: Fases da LMC, encontradas nos artigos levantados em todo o ano de 2013
pelo site PubMed.
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B Bcr+ Abl
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B b2a3+b3a2 +ela2

22% BCR-ABL + outros
BCR-ABL1 + outros

B ABL + outros

B ABL1 + outros

Bcl2 + outros
1%

outros

sem gene

Figura 5: Genes relevantes da LMC, sendo esses encontrados nos artigos levantados

em uma pesquisa realizada no site NCBI/PubMed em todo o ano de 2013.

4.DISCUSSAO

O diagnostico da LMC tem que ser preciso, pois s6 assim, 0 paciente podera receber o
tratamento adequado, segundo Alvarenga et al., 2010. Na figura 1 observamos a relacéo entre
os artigos que utilizaram métodos de diagnostico, daqueles que ndo utilizaram. Os artigos que
ndo apresentam nenhum método de diagndstico totalizam 65,7%. Dentre os, 34,3% com
métodos de diagndstico, ao qual foi dividido por proporcdo de métodos sendo; Western 6%,
hemograma 3%, citogenética 4,5%, espectrométria 3%, cultivo de células 3%, western e
ELISA 1,5%, western e citométria 1,5%, hemograma e citogenética 1,5%, hemograma e
proteina C reativa 1,5%, espectrométrica e cromatografia 1,5%, hemograma, bidpsia,
cariotipo e FISH 1,5% e western, citométria 1,5%. As pesquisas de Press, Kamel-Reis e Ang,
em 2013,consistiram em avaliar os niveis de inibidores de tirosina quinase, em pacientes ja
diagnosticados com LMC e tratados. Podemos explicar a baixa quantidade de artigos que
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apresentaram métodos de diagnostico, porque grande parte dos artigos levantados nao se trata
de diagnosticar a doenca, e sim de analisé-la.

As técnicas moleculares sdo de suma importancia, pois aléem de contribuirem para um
diagnostico preciso, auxiliam eficazmente no monitoramento do tratamento (GENG et al.,
2013). Neste trabalho foi observado que 71,6% utilizou o PCR, proteoma 4,5%, RNAI 6,0%,
totalizando 82,1%. Os artigos que foram encontrados mais de uma técnica totalizam 16,4% e
foram divididos em: PCR + RNA-seq 3,0%, PCR+ RNAI 1,5% e PCR + proteoma 1,5%. Um
artigo ndo descreveu qual téecnica molecular foi utilizada, dando um total de 1,5. Deste modo
concluimos que a técnica de PCR foi o método mais utilizado. Fato este explicado por ser
considerado o padréo ouro no monitoramento de pacientes com a doenca, segundo Rezende et
al., em 2013.

As técnicas In vivo e In vitro quando aplicadas juntas, auxiliam eficazmente na
investigacdo de doencas; Com a técnica In vitro, que ndo necessita de um organismo Vivo,
pode ser feita 0s testes experimentais iniciais. Assim, comprovando sua eficicia com testes In
vivo, que necessitam de organismos vivos, com menos chances de erros e frustracdes nos
teste. Essa associacdo de testes foi feito, com eficacia por SLOMA et al., em 2013. Na figura
3, mostra como os autores fizeram as andlises das pesquisas, se foi In vivo ou In vitro.
Pesquisas In vivo teve um total de 52,2%, In vitro 38,8%, In vivo e In vitro 7,5% e em um
artigo ndo foi descrito qual foi a pesquisa para analise dos dados, dando um total de 1,5%.

A LMC como foi descrito pelo autor Jairo, em 2010, e dividi-se em trés fases (fase
cronica (FC), fase acelerada (FA) e crise blastica (CB)). A figura 4 faz uma comparacéo dos
artigos que dividiram a LMC em fases. Foram excluidos 12 artigos que ndo se tratam de
LMC. Dentre os artigos que sdo sobre LMC, 70,9% observa-se que ndo estudaram a doenca
por fases e 18,2% se tratavam da FC, 1,8% da FA, 1,8% da CB, 1,8% das FC e CB ¢, 5,5%
FC, FA e CB. O estudo ou monitoramento das fases da doenca é importante, pois s6 assim é
possivel avaliar as mudancas de condic¢des dos pacientes, segundo Zhang et al., em 2013.

A LMC apresenta como caracteristica a translocacdo cromossomica, que ocorre entre
0 cromossomo 9, gene ABL e o cromossomo 22, gene BCR, segundo Machado e Pagnano,
em 2010. Na figura 5, representamos 0s genes de relevancia da LMC. O gene BCR-ABL
analisado sozinho, apareceu em 14,9%, o BCR-ABL1 10.4%, M-BCR 1,5%. Os artigos que
foram analisaram mais de um gene tém as seguintes propor¢des; BCR-ABL + ABL 4,5%,
BCR-ABL + ABL1 1,5%, Bcr + Abl 1,5%,BCR-ABL + myc + outros 1,5% b2a3+ b3a2 +
ela? 1,5%, BCR-ABL + outros 13, 4%, BCR-ABLL1 + outros 3%, ABL + outros 3%, ABL1

Medicina gendmica, biotecnologia e inovagfes em salde. ISBN 978-65-80238-01-9



39

+ outros 1,5% e Bcl2 + outros 1,5%.22,4% representam os artigos que s investigaram outros
genes. Foram classificados de outros genes, os genes menos relevantes para a LMC, ou os
genes que atuam em outras doencas. Ressalta-se que 17,9% dos artigos ndo foram sobre
pesquisa de genes. E 0 monitoramento dos genes é de suma importancia, pois ele possibilita o

manejo preciso dos pacientes com LMC, segundo Jenningset et al., 2013.

CONCLUSAO

Com os avancos has pesquisas génicas e 0 aprimoramento e inovagdes nos métodos de
diagndsticos moleculares, atualmente é possivel diagnosticar com precisdo a LMC, assim
sendo indicado o melhor tratamento de escolha com as terapias-alvo, além de ser possivel
monitorar as terapias, analisando-as se estdo sendo eficazes ou ndo. Sdo encontrados diversos
métodos moleculares para diagnosticar, e monitorar o tratamento da LMC, podendo ressaltar
0 RT-PCR, RNAI, proteoma e RNA-seq. Consoante os métodos ressaltados o RT-PCR é o
mais utilizado, por ser considerado simples e preciso. Assim existindo estudos atuais para que
0 mesmo seja considerado o padrdo ouro paraa LMC.

Em nosso trabalho foi possivel observar que, existem métodos de diagnosticos
moleculares no que diz a respeito de LMC, além dos métodos tradicionais. Onde as pesquisas
génicas juntamente com esses métodos, formam uma ferramenta eficaz contra a doenca,
beneficiando os pacientes.

Nossa revisdo torna-se de extremamente relevante, pois com os dados obtidos
mostramos que atualmente, existe um aumento no tempo de sobrevida e um melhor
prognostico da doenca, devido aos avancos e aprimoramento nos diagndsticos e
monitoramento dos pacientes.

Assim o estudo foi importante, pois mostra que ha um aumento de pesquisa na area da
genética, e 0 quanto esse aumento é promissor. Promissor, ndo s6 para a LMC, como para
outros tipos de cancer que estdo associados a mutacfes génicas.

No Brasil, embora j& existam varios métodos de diagnostico e monitoramento da
doenca, ainda h4 falhas primarias quando se trata de LMC, por ndo haver hospitais suficientes
gue sejam devidamente equipados. Assim diminuindo o tempo de sobrevida dos pacientes

e/ou chances de cura.
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INTRODUCAO

A farmacogendmica foi conhecida como a disciplina que estuda as bases genéticas
das alteracOes individuais em resposta aos medicamentos, as respostas da farmacogenémica
afeta diretamente o desenvolvimento de novos medicamentos e sdo utilizadas para orientar o
tratamento farmacoldgico e as prescrigdes clinicas?.

A primeira publicacdo cientifica de farmacogendmica, ocorreu logo ap6s o
farmacologista alemédo Friedrich Vogel criar a palavra, houve um aumento explosivo no
nimero de trabalhos, de pesquisa, area de revistas cientificas e estudos clinicos de
farmacogenomica bésica?.

Os estudos de farmacogenética / farmacogendmico que ajudam a identificar variantes
de genes ou produtos de genes que podem modificar a intensidade do efeito farmacolégico e
os efeitos secundarios e interacdes medicamento-medicamento?®.

De acordo com as investigagbes farmacologicas realizadas pela industria
farmacéutica e académicas inclui a obtengdo de farmacogendmica, orientando os resultados
terapéuticos melhores avaliados®. O ensinamento de tecnologias atualmente utilizadas
no campo da pesquisa para a pratica clinica cotidiana pode ser apenas uma questdo de

tempo. Os médicos devem estar preparados para assimilar novos conhecimentos e técnicas®.
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As “’omicas’’ foram desenvolvidas gragas ao projeto do genoma humano e estdo
sendo apoiados pela medicina translacional, que permitiram o conhecimento e 0 avango em
muitos dos mecanismos moleculares da fisiologia e patologia em humanos®. Com base nesse
conhecimento, hd muitas evidéncias de que a maioria das terapias medicamentosas pode ser
individualizada em estudos de variagdo do genoma humano, uma vez que apenas 30% a 60%
dos pacientes tém uma resposta comum a essas terapias’.

A farmacogendmica possibilita a individualizacdo das terapias, com base nessas
variacOes, tem implicacdes para as reacOes adversas dos medicamentos, o tempo de
internacdo e o nimero de oObitos relacionados aos diferentes medicamentos. Esses estudos
tornaram-se um dos principais avancos e promessas no entendimento, diagnostico e
tratamento de muitas doencas®.

O principal objetivo da farmacogendmica é definir o tratamento farmacologico
personalizado de acordo com o perfil genético de cada paciente®. A descoberta de novos
biomarcadores genéticos de suscetibilidade e resposta a medicamentos disponibiliza aos
profissionais de salde, ferramentas para tomar decisdes informadas sobre o melhor tratamento
em determinado paciente, dosagem adequada, evitar reacdes adversas e desenvolver novos

medicamentos de acordo com o perfil genético e metabolismo de cada paciente®®.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa integrativa sendo o método ao qual permite a avaliacdo e
busca critica e sintetizada do tema estudado o resultado dessa busca traz as principais
evidéncias que envolve as publicacBes e os resultados de uma pesquisa bibliografica. O
principal objetivo da revisdo integrativa € a conexao entre a pesquisa cientifica e a préatica
profissional no ambito de atuacéo.

Essa revisdo integrativa contém as principais analises das pesquisas mais relevantes
para um suporte na parte clinica, permitindo uma sintese do estudo do conhecimento de
terminados assuntos, essas revisdes integrativas nos permitem apontar algumas lacunas em
relacdo ao conhecimento para que elas possam ser preenchidas atraveés de novos estudos com
base em pesquisa integrativa.

Esse estudo foi realizado utilizando algumas ferramentas de pesquisa em duas bases de

dados: Scielo e Google Académico, foram utilizadas as referéncias selecionadas de acordo
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com o critério de inclusdo que era o seu grau de relevancia e o ano de publicacéo, no entanto
as publicacdes dos ultimos 19 anos teve um maior destaque.

Os artigos que compuseram essa revisdo sao artigos completos e revisdes de literatura
publicados entre 2000 a 2016 em periddicos tanto internacionais como em nacionais que nos
trazia as informacdes sobre o tema em questdo. O que motivava a exclusdo dos artigos era
publicacbes em anos fora do delimitado, com duplicidade que por algum motivo nédo
enquadrasse ao tema da reviséo.

A realizacdo deste estudo de-se através das ferramentas de busca em bases de dados,
com as principais palavras chaves em lingua portuguesa e inglés: farmacogenética,
farmacogendmica, genética e terapia. Foram selecionadas as referéncias de acordo com o ano
de publicacédo e seu grau de relevancia, dando énfase aquelas dos ultimos 119 anos, no entanto
artigos adicionais também foram referenciados por estarem citadas nessas publicacdes.

Foram localizadas a partir das combinacdes das palavras chaves encontradas 21
publicacdes. A selecdo dos artigos inicialmente foi realizada através de uma leitura completa
e atenta dos resumos das publicacbes com o intuito de fazer um peneiramento das amostras
por meio do critério de inclusdo ou exclusao.

Os artigos incluidos foram todos originais e completos, o periodo de publicacdo das
revisdes de literatura foram entre 2000 a 2016 em periddicos nacionais e internacionais que
demonstrava as informacgdes sobre a tematica do estudo. Foram excluidos artigos publicados
em anos anteriores, com duplicidade, e que ndo se encaixaram no objetivo da pesquisa.

Assim, a amostra final foi constituida por 21 artigos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse estudo foi elaborado mediante uma revisdo de literatura com o método de
pesquisa integrativa estudamos alguns artigos, nos quais estavamos buscando analisar quais
foram os principais métodos de estudo usados e seus resultados e conclusdes, durante esse
estudo encontramos 2 diferentes tipos de estudo, que acrescentava em conhecimento, esses
diferentes tipos de estudos agregou ao nosso estudo alguns dados importante!?.

Ao realizar esses estudos encontramos informagdes esséncias para desenvolvimento
de nossa revisdo em alguns dos estudos falam que a heterogeneidade genética da populagdo
Brasileira e sua relagdo com a farmacogendmica®®. A heterogeneidade e miscigenacgdo tém
implicagdes importantes no desenho e interpretagdo de ensaios clinicos farmacogenéticos, na

implementacdo dos principios de farmacogenética/farmacogendmica, na prescricdo de
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medicamentos e na relacdo a extrapolagdo de dados farmacogenéticos obtidos em outras
populacdest®. O paradigma populacional emerge da observacdo de que a frequéncia de
inimeros polimorfismos em “farmacogenes” varia amplamente entre as populagdes.

O papel do farmacéutico e a farmacogendmica existe uma ampla gama de
oportunidades para os farmacéuticos, no entanto existem num numero limitado destes
profissionais de salde na pratica desta &rea e geralmente estdo associados a cargos altamente
especializados!®. Os farmacéuticos, como especialistas na terapia de farmacos deverdo
possuir um cargo de maior importancia, a nivel de informacgdes farmacogendmicas prestadas
ao paciente. E essencial que estejam totalmente preparados para 0 uso de ferramentas de
diagndstico farmacogendmicas?®.

Existem trés funcdes distintas na farmacogenOmica, sendo elas: a nivel da
investigacdo, da educacdo e clinico. Algumas das barreiras colocadas para implementagédo
desta terapia tida como personalizada séo, o facto de haver uma educacdo insuficiente e a falta
de conhecimento®’.

Polimorfismos genéticos relacionados com a farmacogendmica a grande parte destes
polimorfismos ndo origina qualquer efeito, no entanto alguns afetam a expressao e funcao de
proteinas, tendo como consequéncia fendtipos com respostas distintas aos medicamentos e
que s&o propicios a doengas'®.

Os SNP’s correspondem aproximadamente a 90% das variagdes interindividuais,
algumas das quais podem estar relacionadas com as diferentes respostas dos medicamentos.
Podem ocorrer na forma de substituico, delecio ou insercdo de uma base azotada'®.

A farmacogendémica na reducdo das Reacdes adversas ao medicamento reacdo
adversa ao medicamento (RAM) é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
sendo “qualquer resposta prejudicial ou indesejavel e ndo intencional que ocorre com
medicamentos em doses normalmente utilizadas no Homem para profilaxia, diagndstico,
tratamento de doencas ou para modificagdes fisioldgicas?®.” Os efeitos que ocorrem apds a
utilizacdo acidental ou intencional de doses que excedem as habituais, ndo séo considerados
RAMZ,

CONCLUSAO
Os avancos no campo da farmacogendmica levaram a saude e as autoridades oficiais
a considerar seu impacto em um nivel social, ético e legal e a tomar agdes regulatorias.

Embora a farmacogenética seja uma disciplina associada a menos problemas éticos do que

Medicina gendmica, biotecnologia e inovagfes em salde. ISBN 978-65-8023