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Ferramentas de analise molecular
e 0s agentes das grandes endemias

Molecular analysis tools and the agents

of great endemic diseases

Abstract Recent developments in the field of
molecular biology pave the way for the study,
diagnostics and therapeutics of endemic dis-
eases that affect mainly developing countries.
Gene manipulation techniques allow the large
scale expression of pathogen genes with a po-
tential use in diagnostics or vaccine produc-
tion. In addition, these techniques might re-
sult in new attenuated vaccines. On the other
hand, the determination of the nucleotide se-
quence of the genome of pathogens might lead
to new targets for drug rational design with a
potential use in chemotherapy. However these
progresses will not be available to developing
countries unless a continuous program for re-
search funding and human resources forma-
tion in these new technologies is adopted.
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Resumo Os desenvolvimentos recentes no
campo da biologia molecular abrem novas
perspectivas para o estudo, diagnostico e tera-
péutica das grandes endemias que afetam so-
bretudo as nacdes em desenvolvimento. As téc-
nicas de manipulagéo de genes permitem a ex-
pressdo de antigenos de patégenos em larga es-
cala, com a potencial utilizacdo como reagen-
tes para diagndstico ou imunégenos. Adicio-
nalmente, essas técnicas poderdo levar a ob-
tencdo de novas vacinas vivas atenuadas. Por
outro lado, a determinacao da sequéncia dos
genomas de patdgenos podera levar a novos al-
vos para o desenho racional de drogas com po-
tencial quimioterapico. Entretanto, esses avan-
¢0s sO estardo a disposi¢do dos paises em de-
senvolvimento se houver um programa conti-
nuo de investimento e de formagdo e valoriza-
¢8o de recursos humanos competentes nessas
novas tecnologias.

Palavras-chave Biotecnologia, Analise Mo-
lecular, Doencas Endémicas
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Introducéo

As condicdes de satde da popula¢do mundial
podem ser paradoxais. Enquanto em alguns
paises a expectativa de vida da populagéo ul-
trapassa os 80 anos, em muitos outros ela mal
chega aos 40 anos (Singer & Daar, 2001). No
caso de grande parte dos paises em desenvolvi-
mento, as desigualdades sociais e as politicas de
governo em saude descontinuadas acabam ge-
rando uma situagéo cadtica, onde convivem in-
dividuos portadores de enfermidades tipicas
das populagtes dos paises desenvolvidos e in-
dividuos portadores de doengas j& erradicadas
ou inexistentes naqueles paises. Exemplifican-
do, em um grande centro urbano, como a cida-
de de Séo Paulo, temos individuos com insufi-
ciéncia cardiaca provocada pelo estresse e pela
alimentacéo rica em lipidios convivendo com
pacientes com insuficiéncia cardiaca provoca-
da pela doenca de Chagas.

Todavia, a salide publica pode dar um im-
portante salto qualitativo pelo uso de ferramen-
tas poderosas desenvolvidas na Gltima década
com o emprego de técnicas da biologia mole-
cular. As técnicas de clonagem e de expressdo
de genes permitiram grandes avangos para a
producdo de reagentes para diagndstico e vaci-
nas, enquanto as técnicas de amplificagdo de
DNA permitiram consideraveis progressos no
diagndstico de enfermidades congénitas e doen-
cas causadas por patogenos de diferentes natu-
rezas. Mais recentemente, com a maior difusdo
da técnica de microarranjos de alta densidade
ou “chip de DNA, novas perspectivas se abrem
para o diagnéstico molecular para estudos re-
lacionados a resisténcia de patdgenos a drogas
e para o campo da farmacogendmica.

Diagnostico

O diagndstico preciso e rapido é essencial para
vérias doengas, tanto para permitir uma even-
tual quimioprofilaxia, como para evitar sua
disseminagdo. A transmissdo e aquisi¢do de pa-
togenias por via transfusional é de extrema re-
levancia para a saude publica. Houve recente-
mente, na Asia, a notificacdo de mais de 500
mil casos de pacientes infectados com o virus
HIV por terem doado ou recebido sangue com
agulhas contaminadas (Cohen, 2001). Aqui
mesmo, no Brasil, tivemos um grande nimero
de hemofilicos que contraiu Aids por transfu-
sdo com sangue contaminado. A transfuséo é o

segundo mecanismo mais importante para a
aquisicdo da doenga de Chagas (Dias & Scho-
field, 1999), e, ha alguns anos, os casos de aqui-
sicdo de doenca de Chagas por via transfusio-
nal suplantavam em nosso pais 0S NOVOs casos
por infec¢do com o inseto vetor, vulgarmente
conhecido como barbeiro. Foi somente com a
obrigatoriedade do controle do sangue pelos
bancos de sangue estatais que esse quadro péde
ser parcialmente controlado (Moraes-Souza,
1999).

Em geral, o diagndstico de doencas teve um
grande avango nos Ultimos anos com a técnica
de PCR (polymerase chain reaction ou reagdo
em cadeia da polimerase) (Weiss, 1995). A rea-
¢do de PCR permite que uma dada seqiiéncia
de 4cido nucléico (geralmente, DNA ou entéo
um RNA que deve ser previamente copiado
numa molécula de DNA, pela técnica de RT-
PCR) seja amplificada milhares de vezes me-
diante o uso de reagentes adequados; pequenas
sequéncias de DNA (oligonucleotideos) com-
plementares ao DNA-alvo que se quer amplifi-
car que uma vez hibridadas com a seqiiéncia
alvo através da complementaridade do parea-
mento de bases do DNA sdo copiadas milhares
de vezes com a enzima DNA polimerase extrai-
da de bactérias termo-resistentes. Apds a exe-
cucgdo de varios ciclos de amplificacdo a eleva-
das temperaturas, o produto final obtido é a
molécula-alvo amplificada milhares de vezes,
permitindo sua deteccdo e caracteriza¢do. Hoje
em dia, hd um grande nimero de testes para
diagndstico comercialmente disponivel que uti-
liza a tecnologia da PCR.

A técnica de PCR, entretanto, pode n&o ser
adequada para o diagndstico de doengas, nas
quais o parasita apresenta a estratégia de per-
manecer oculto em algum 6rgéo ou tecido, dei-
xando a infeccdo em estado latente, tal como
ocorre na fase indeterminada da doenca de
Chagas. Além disso, para o diagnéstico de um
grande ndmero de amostras — bancos de san-
gue, por exemplo — ou para o trabalho com
amostras no campo, as técnicas de amplifica-
¢do de acidos nucléicos ndo sdo apropriadas
tanto pela dificuldade de automagdo como pe-
lo custo intrinseco dos testes. Assim, a opgédo é
a utilizagdo de testes sorolégicos, preferencial-
mente o teste de ELISA, tanto pela especifici-
dade e sensibilidade do mesmo como pela pos-
sibilidade de automacéo. A qualidade dos testes
de ELISA melhorou nos Gltimos tempos gragas
ao uso de antigenos recombinantes, aumentan-
do sua especificidade.



Vérios kits comerciais para diagndstico, que
utilizam a PCR, foram desenvolvidos, sendo
amplamente utilizados por laboratérios de
andlises clinicas (Pfaller, 2001). A despeito das
desvantagens mencionadas para o uso da PCR,
a precisdo no diagndstico positivo ndo deixa du-
vidas, permitindo a pronta intervengdo do cli-
nico. Adicionalmente, essa metodologia € bas-
tante adequada para a detecgdo de genes de re-
sisténcia a drogas em patdgenos, permitindo
que se ataque de maneira mais precisa 0s casos
de infeccdo persistente ou infecgdo hospitalar.
No caso de algumas moléstias causadas por vi-
rus, a utilizagdo da PCR é importante ndo ape-
nas para a detecgfo, mas para a mensuragao da
carga viral. De fato, a decisdo de se iniciar um
tratamento ou mesmo a dosagem do quimiote-
rapico depende da carga viral. O procedimento
é particularmente relevante no caso da Aids,
um dos grandes problemas de sadde publica
mundial.

Algumas moléstias sdo causadas por mi-
croorganismos que ndo podem ser cultivados
facilmente ou que levam longos periodos para
crescerem em cultura, como é o caso de micro-
bactérias que causam a hanseniase ou a tuber-
culose, ou ainda o Helicobacter pylori associado
a varios tipos de Ulcera. Nesses casos, as técni-
cas de amplificagdo sdo Uteis ndo apenas para 0
diagnostico mas também para a tipagem do
patdgeno ou até para evitar intervengdes cirdr-
gicas (no caso de Ulcera).

Vacinas

Estima-se que a proxima década trara grandes
desenvolvimentos na area de vacinas. A produ-
¢do de antigenos vacinais por técnicas de DNA
recombinante e a conjugacéo de multiplos an-
tigenos permitirdo a multivacinacdo em uma
Unica dose. Assim, é essencial que os paises em
desenvolvimento invistam recursos para a for-
magdo de recursos humanos capacitados nas
novas tecnologias para que possam desenvol-
ver 0s produtos de que necessitam para sanar
0s problemas de salide regionais. Duas aborda-
gens interessantes do ponto de vista tecnoldgi-
co poderdo ganhar a escala industrial. Uma de-
las é a vacinagdo via DNA (Gurunathan et al.,
2000). No caso de vacinas DNA, a imunizagao
é feita pela injecdo diretamente com o gene (a
sequéncia de DNA) que codifica um antigeno
vacinal. Este DNA, uma vez introduzido nas
células do individuo, é expresso funcionalmen-

te, resultando na apresentacdo do antigeno va-
cinal ao sistema imune do hospedeiro. A gran-
de vantagem dessa vacina é que antigenos que
devem sofrer modificagdes especiais pos-tra-
ducionais caracteristicas de células de eucario-
tos superiores serdo convenientemente proces-
sados. O problema que ainda se coloca quanto
a esse tipo de metodologia €é o risco de integra-
¢do deste DNA exdgeno no DNA do hospedei-
ro, que pode levar a manifestagfes de dificil
previsibilidade, incluindo a induc&o de cancer
ou ainda a indugdo de doengas auto-imunes
(Robertson & Griffiths, 2001). Todavia, desen-
volvimentos importantes estdo sendo feitos
nessa drea e 0s ensaios com vacinas animais
permitirdo que se estabelecam as condigdes de
seguranca para a futura imunizagdo de huma-
nos com vacinas DNA.

Uma segunda abordagem interessante trata
da obtencdo de vacinas vivas com pat6genos
atenuados. Os avangos recentes na genética
molecular de microorganismos (Waters & Jan-
se, 1999) permitem imaginar a obtengao de va-
cinas vivas, isto é, parasitas modificados gene-
ticamente de tal forma que genes de viruléncia
tenham sido eliminados do genoma, fazendo
com que 0s possiveis antigenos vacinais sejam
apresentados ao sistema imune do hospedeiro
sem que a doenga se manifeste. Como alterna-
tiva, ha atualmente um grande esforgo para a
obtencdo de insetos vetores de doencas trans-
génicos (Beerntsen et al., 2000), ou seja, cujos
genes foram manipulados de tal forma que o
parasita que utiliza o inseto como hospedeiro
intermediario ndo possa mais desenvolver-se
no mesmo, eliminando, portanto, o ciclo da do-
enca. Estudos recentes com mosquitos trans-
missores da maléria se mostram bastante pro-
missores. Entretanto, o problema que se coloca
nesta ultima abordagem é a do impacto am-
biental de se lancar uma espécie modificada na
natureza.

Quimioterapia

Uma grande revolucdo cientifica neste novo sé-
culo é, sem duvida, a determinagdo da sequién-
cia nucleotidica completa de varios organismos
pelos “projetos genoma”. A compreensédo da or-
ganizagdo e funcionamento dos diferentes ge-
nomas podera mostrar vias metabdlicas pecu-
liares que serviriam como alvos para o desenvol-
vimento de drogas especificas (Bentley, 2000).
E interessante notar que a analise dos dados ge-
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rados com 0s poucos genomas completados
mostra que grande parte dos genes sequiencia-
dos &, na realidade do momento, desconhecida.
E muito provével que haja genes que codificam
enzimas que poderiam ser alvos potenciais pa-
ra o desenvolvimento de novas drogas quimio-
terapicas. De fato, vérias iniciativas, compreen-
dendo projetos genoma de patégenos, estdo em
curso e a andlise funcional dos genes seqlien-
ciados deverd revelar novos horizontes para a
melhor compreensdo dos mecanismos de pato-
génese, dos mecanismos de evasdo do sistema
imune do hospedeiro e dos mapas metabdlicos
de pat6genos (Carucci, 2001).

Além dos avangos nos projetos genoma, va-
rios esforgos estdo sendo concentrados nos pro-
jetos proteoma que visam mapear e caracteri-
zar a totalidade das proteinas de um organis-
mo. O conjunto de dados gerado, associado
com 0s avangos obtidos na expressdo de genes
utilizando técnicas de DNA recombinante, per-
mite hoje a obtengdo de dados cristalograficos
de uma grande quantidade de proteinas (As-
hton et al., 2001). De posse desses dados estru-
turais, pode-se iniciar a verdadeira farmacoge-
némica, que consiste no desenho racional de
drogas. Estas drogas poderiam ser aplicadas,
por exemplo, para a quimioterapia de doencas,
para as quais ndo ha vacinas disponiveis; e de-
veriam ser efetivas contra o patdgeno e absolu-
tamente in6cuas para o hospedeiro.

Um dos problemas relacionados a necessi-
dade de desenvolvimento de novas drogas ba-
seadas em desenho racional é o da existéncia de
patogenos que ao longo dos anos desenvolve-
ram resisténcia multipla a drogas, agravando,
em muito, o quadro clinico e podendo levar o
paciente infectado a dbito. O caso da malaria é
tipico, onde cepas de P. falciparum resistentes a
cloroquina resultam em um grave problema de
saude publica. Grave também é o problema das
infec¢Bes hospitalares por cepas de bactérias
resistentes & meticilina.

Microarranjos de alta densidade:
chips de DNA

O avango recente da gendmica estrutural, le-
vando & determinagdo da sequiéncia dos genes
de vérios organismos, permitiu o acimulo de
uma enormidade de dados, havendo a necessi-
dade de se compreender a funcionalidade dos
genes estocados nos bancos de dados. Atual-
mente estdo sendo desenvolvidas estratégias

que permitem a anélise simultanea de milhares
de genes e a elucidagdo de sua possivel fungéo
pelo estudo de sua expressdo ao longo da dife-
renciacdo ou desenvolvimento de uma célula
ou um individuo. Tecnologias apropriadas e
novos instrumentos tornam possivel colocar
em uma simples lamina de microscépio milha-
res de genes e analisar a sua expressdo em dife-
rentes situacdes. Esses genes imobilizados sdo
analisados por hibridacdo com genes isolados
das células em estudo em diferentes situacoes e
marcados com fluor6foros de tal maneira que
a partir da observagédo da cor e da intensidade
do sinal ap6s a hibridacdo pode-se estimar a
expressdo de um gene particular qualitativa e
guantitativamente. Essas laminas com milhares
de seqliéncias génicas identificaveis e expostas
ordenadamente sdo denominadas de microar-
ranjos de alta densidade, chips de DNA ou ain-
da biochips (Schena et al., 1995; Watson et al.,
1998; Jain, 2001). O potencial dessa metodolo-
gia é fantéstico, pois em um simples experi-
mento é possivel analisar, por exemplo, os ge-
nes que sao expressos quando um parasita pas-
sa de uma forma ndo-infectiva para uma for-
ma infectiva, ou ainda os genes que sdo dife-
rencialmente expressos em células resistentes a
drogas, ou ainda que genes das células dos ma-
miferos tém sua expressao alterada quando a
célula é invadida por um patégeno. Assim, es-
pera-se que a compreensdo da biologia funda-
mental de patdégenos, bem como a dos meca-
nismos de patogenicidade, tenha um grande
avanco nos préximos anos, resultando no de-
senvolvimento de novos reagentes para a profi-
laxia de doencas infectocontagiosas (Cum-
mings & Relman 2000). O avango nessa area
tem sido tdo vigoroso que podemos prever que
em curto espago teréd disponivel no mercado
biochips que permitirdo detectar a propensao
de um individuo em adquirir certas patologias.

Consideragbes finais

Os avancos recentes da biologia molecular, da
mesma forma que permitem que se ataque de
maneira mais racional a compreensdo e o tra-
tamento de diversas patologias, podendo ser de
grande aplicabilidade no estudo das grandes
endemias, podem contribuir para aumentar
ainda mais as desigualdades entre as nagdes de-
senvolvidas e o resto do planeta. Uma nova re-
volucdo esta em seu inicio: a revolugdo da ge-
némica. Se houver uma politica continuada de



apoio ao desenvolvimento cientifico e a forma-
¢do de recursos humanos é muito provavel que
as nagdes menos desenvolvidas possam nédo s6
acompanhar, de maneira competitiva, os avan-
¢os das nacBes economicamente desenvolvidas,
mas resolver seus proprios problemas sem a
necessidade de pagar 6nus exorbitantes a in-
ddstria farmacéutica internacional. Ao longo
do ultimo século tivemos a revolugdo indus-
trial, a revolucdo atdmica e a revolugdo da in-
formatica. A revolugdo da biotecnologia ainda
estd em seus primordios e através dela podere-
mos dar um grande passo para resolvermos 0s
problemas de saude e alimentagdo da popula-
¢do brasileira. Se sadde e educagdo sdo deveres
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