—=I=>
UniCEUB

Centro Universitério de Brasilia

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA EDUCACAO E SAUDE
GRADUACAO EM BIOMEDICINA

VINICIUS MAGALHAES FERREIRA

A XENOBIOLOGIA:
DNA AO XNA

Trabalho de Conclusdo de Curso no
formato de artigo cientifico ao Uni-
CEUB como requisito parcial para
conclusdo do Curso de Bacharelado
em Biomedicina.

Orientador: Prof.2 Dr. @ Maria Creuza
do Espirito Santo Barros.

Brasilia

2016



A XENOBIOLOGIA: DNA AO XNA

Vinicius Magalhées Ferreira*
Maria Creuza do Espirito Santo Barros?

Resumo

E inquestionavel a importancia do desvendamento da estrutura do DNA e o conhecimento sobre
0 dogma central da biologia molecular. Inimeros melhoramentos surgiram desde entdo com
relacdo a manipulacéo e estudo do cddigo genético. No entanto, apesar do DNA estar presente
na grande maioria dos seres vivos ele ndo € perfeito. A instabilidade do DNA e RNA e a
capacidade de armazenamento informacional limitada despertaram uma hipotese: Sera que é
possivel aprimorar os atributos do DNA? O campo da xenobiologia responde a essa questdo
com uma inovacao tecnologica oriunda da engenharia quimica de polimeros genéticos sintéticos
os chamados “Xeno Nucleic Acids”. A proposta desse artigo € uma revisao narrativa que
pretende descrever as caracteristicas do DNA e conhecer o que leva a criacdo de formas
alternativas sintéticas desse biopolimero, assim elencando as principais aplicabilidades e
consequéncias dessa area relativamente antiga e desconhecida que pode revolucionar em um
futuro ndo tdo distante a maneira de se pensar em biologia molecular.

Palavras-chave: DNA, biologia sintética, xenobiologia, polimeros genéticos sintéticos,
modifica¢fes quimicas na base, modificacGes quimicas no esqueleto.

THE XENOBIOLOGY: DNA TO XNA

Abstract

It is unquestionable the importance of unveiling DNA structure and the knowledge about the
central dogma of molecular biology. Countless improvements emerged since then related to the
manipulation and study of the genetic code. However, despite the presence of DNA in most
living beings, DNA it is not perfect. The instability of DNA and RNA, and the limited
informational storage capacity awakened a hypothesis: Would it be possible to enhance the
attributes of DNA? Xenobiology’s field answers to this question with a technological innovation
native of chemical engineering of synthetic genetic polymers called Xeno Nucleic Acids. The
article proposal is a narrative review that intends to describe the DNA characteristics and
recognize what leads to the creation of alternative synthetic forms of this biopolymer thereby,
listing main applicabilities and consequences of this area that is relatively old and unknown,
which can revolutionize in a not so distant future the way of thinking in molecular biology.

Key-words: DNA , synthetic biology, xenobiology, synthetic genetic polymers , base chemical
modifications, backbone chemical modifications.
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1. Introducéao

Ha mais de 60 anos através do célebre e classico artigo de Watson e Crick houve o
desvendamento estrutural de uma das biomoléculas mais intrigantes e estudadas do mundo
moderno o DNA (“Deoxyribonucleic acid”) (CRICK; WATSON, 1953). O trabalho desses
dois pesquisadores colocou em xeque a teoria estrutural de tripla hélice proposta por nada
mais nada menos que um dos maiores quimicos do século XX, Linus Pauling e seu
assistente Robert Corey (OSU, 2016). A énfase do artigo versa sobre a explanacdo de como
€ 0 arcabouco desse biopolimero que habita o interior da maioria das células nucleadas
eucarioticas, células procaridticas e virus. As complementaridades entre as bases
nitrogenadas purinas e pirimidinas e o entrelagamento das duas fitas em formato de dupla
hélice resumem o artigo. O impacto desse marco epistemoldgico foi inusitado e abismal
para a ciéncia da época especialmente para o campo da biologia molecular e provocou a
criacdo de um novo paradigma que iria revolucionar o modo de se interpretar as células e os
virus. Essa visdo sobre a base fundamental da genética tem apoiado os avangos na
compreensdo e manipulacdo genética ao longo dos Gltimos tempos beneficiando assim a
criacdo e melhoramento de servicos e produtos em diversas areas como: saude, alimentos,
justica entre outros (TRAVERS; MUSKHELISHVILI, 2015).

Ainda hoje, pesquisadores do mundo todo tentam compreender os segredos
intrinsecos e extrinsecos sobre 0 DNA e 0 RNA (“Ribonucleic acid”) e os frutos implicados
sobre estes. Mas quais as propriedades desses biopolimeros que favorecem a sua
ubiquidade? Porque 0 DNA e RNA sdo responsaveis pelo HD (“Hard drive), dos seres? E
ndo outras estruturas quimicas similares de polimeros? A natureza demorou milhdes de anos
para modelar uma molécula da hereditariedade que armazena informagfes através de uma
sequéncia de bases que irdo codificar proteinas ou RNAs funcionais. Atualmente ainda é
evolucionariamente desconhecido o porqué do DNA, mas o que se sabe ¢ uma molécula
guimicamente estavel no nacleo das celulas e ainda possui capacidade de reparo, permitindo
que a informacdo seja transmitida de geracdo em geracdo sem que haja degradacéo
(ALBERTS, 2010). A resposta para essas perguntas podem ser respondidas por um campo
antigo, porém desconhecido a xenobiologia.

Os antigos gregos incluindo Aristoteles ja discutiam a ideia de “Generatio
Spontanea”, que é a formacdo de uma espécie de vida a partir de matéria inanimada ou

inorganica. Considerado inviavel por Pasteur, o famoso cientista descartou a hipotese de



abiogénese (SCHMIDT, 2010). Até que em 1952 na Universidade de Chicago, Stanley
Miller e Harold Urey defenderam a hipdtese de que compostos orgénicos essenciais para a
vida celular poderiam ser criadas a partir de condicGes especificas laboratoriais. Miller
conseguiu obter aminoacidos em seu experimento através de um aparato feito para circular
substancias (CH4, NHy, H, e H,0) sobre uma descarga elétrica (MILLER, 1953).

A etimologia da palavra “xeno” vem do grego que significa estranho ou estrangeiro
(POZZOBON, 2011). Portanto a xenobiologia trata de um estudo de organismos néo
encontrados na natureza e que ainda nao é conhecido pela ciéncia por isso abrangendo a
sintese e a manipulacdo de sistemas e dispositivos bioldgicos. A xenobiologia esta
intimamente ligada com a exobiologia, o estudo da origem da vida, o estudo da quimica dos
sistemas vivos e principalmente a biologia sintética. Considerada uma subcampo da biologia
sintética a xenobiologia € interdisciplinar, apresentando conexdo com a engenharia genética,
microbiologia, nanotecnologia, bioquimica e tecnologia da informacéo (SCHMIDT, 2010).

Existem varios objetivos que este campo tenta esclarecer, entretanto 0s mais
notaveis sdo: revelar o conhecimento fundamental sobre a origem da vida, construir as
chamadas protocélulas (células artificiais), e desenvolver formas de DNA e RNA sintéticos
através da engenharia quimica e genética dessas moléculas denominando assim XNA
(“Xeno nucleic acid”) (SCHMIDT, 2010).

A vida no planeta terra depende de quatro pares de bases nitrogenadas canonicas:
adenina, timina citosina e guanina (A, T, C e G). O dogma central da biologia molecular
estd limitado a isso (CRICK, 1970). A grande pergunta é, e se for possivel modificar
quimicamente o0 DNA? Assim podendo se obter novas formas (XNAs) de se estocar
informacdo génica, e expandindo o alfabeto da vida que até entdo é escrito com apenas
quatro letras. A gama de melhoramentos que isso pode provocar € gigantesca, assim
podendo se desenvolver proteinas com novos aminoacidos acarretando em beneficios para o
desenvolvimento de enzimas com maior capacidade catalitica, anticorpos e proteinas para
tratamento de doencas, aumento da producdo por parte das industrias que trabalham com
circuitos biologicos entre outras utilidades (PINHEIRO; HOLLIGER, 2012).

No entanto é importante salientar que toda nova tecnologia pode ser usada para fins
maléficos, como o bioterrorismo. Além disso, esse tema traz novas questdes bioéticas para a
pauta moderna (SCHMIDT; PEI, 2010).

Apesar da xenobiologia e as formas de XNAs serem temas aparentemente tedricos e
futuristas, hoje j& € uma realidade e existem avangos nessa area que j& sdo significativos

dessa maneira representando um choque nas fronteiras da ciéncia para que seja possivel



avancar e dar novas expectativas e solugdes a problemas atuais. No contexto atual existem
numerosas formas de XNA a maior parte delas ¢ baseada no “design” arquitetdnico do DNA
variando assim partes dele como a base nitrogenada, acUcar e o esqueleto. Com o
entendimento sobre modificagdo quimica dos acidos nucléicos e o uso de polimerases
evoluidas € possivel se descrever vérias formas alternativas de polimeros genéticos. Os mais
difundidos/promissores sdo: HNA (“Hexitol nucleic acid”), CeNA (“Cyclohexenyl nucleic
acid”), FNA (“Flexible nucleic acid”), PNA (“Peptide nucleic acid”), LNA (“Locked
nucleic acid”), TNA (“Threose nucleic acid”) e GNA (“Glycerol nucleic acid”) e outros que
possuem modificagdes nas bases nitrogenadas (PINHEIRO; HOLLIGER, 2012).

A partir do exposto, o trabalho objetivou a descricdo a respeito do campo da
xenobiologia focando nas principais formas sintéticas alternativas do DNA e na discusséo
das principais consequéncias dessa nova tecnologia.

2. Metodologia

O trabalho foi realizado por meio de uma revisdo bibliogréfica em formato narrativo,
assim apresentando uma tematica mais aberta, ndo se restringindo a uma questao definida e
ndo exigindo um protocolo rigido para sua confeccdo, portanto a busca das fontes foi
arbitréria e especifica (CORDEIRO et al., 2007).

Para isso foram selecionados 41 artigos cientificos nas bases de dados PubMed,
ScienceDirect, BIREME, MEDLINE, NCBI e Google académico para levantar artigos
publicados no periodo de 1953 a 2016 por meio da utilizacdo e combinacdo das seguintes
palavras-chave: DNA, XNA, biologia sintética, xenobiologia, DNA artificial, polimeros
genéticos sintéticos, modificacBes quimicas na base e modificacdes quimicas no esqueleto
Foram pesquisados 0s mesmos termos no idioma inglés além de materiais disponiveis em
enderecos eletrdnicos especificos e informagdes contidas no livro “A biologia molecular da
célula” (ALBERTS, 2010).



3. Desenvolvimento

3.1 O DNA

O planeta terra é habitado por células que na verdade sdo fabricas quimicas
extremamente diversificadas que recebem substéncias das redondezas e transformam em
matéria prima para o desenvolvimento de “copias” de si proprias. Um melhor entendimento
sobre as disparidades entre espécies veio depois da descoberta de Watson e Crick sendo
possivel saber que a vida é feita através de informagdes minuciosamente detalhadas e o que
garante a variabilidade de espécies de organismos Vvivos e virus é o material genético DNA e
RNA (CRICK; WATSON, 1953). Para se ter formas de vida com um nivel organizacional
altamente complexo é necessario um conjunto gigantesco de informagdes codificadas. E
uma caracteristica universal dos organismos vivos essas informacdes serem armazenadas no
interior da célula em um espago minimo, mas suficiente para arquivar os dados. Assim
como os computadores que armazenam milhares de bytes em seus “HDs” que séo
traduzidos em softwares, imagens, mdsicas, videos entre outros, as células também
armazenam informacdes hereditarias que sdo traduzidas em uma cor de pele ou cabelo, por
exemplo. Ano apds ano as capacidades de computadores vdo melhorando assim podendo
desenvolver novas tarefas assim se adaptando melhor aos usuérios. Continuando essa
comparacdo com as maquinas o material genético ndo fica estavel, inalterado, portanto
existem mudangas que acontecem constantemente na biologia hd mais de 3,5 bilhdes
(estimacdo) de anos afinal a Entropia (grandeza fisica analoga a desordem) tende ao infinito
assim fazendo que haja uma diversificacdo e evolucdo dos seres na Terra (ALBERTS,
2010).

A analogia da biologia com a computacdo pode ser feita por muitos para facilitar o
entendimento da biologia molecular, porém essa comparacdo ja estd saindo da esfera
surreal. Estudos ja indicam a possibilidade de se converter dados computacionais (livro de
53 mil palavras, 11 imagens e um aplicativo em “javascript”) em uma cadeia de DNA. Os
dados foram armazenados em pares de nucleotideos, que recebem as informagdes em forma
de cddigo binério. Para ler tudo de volta, basta usar uma tecnologia de sequenciamento de
DNA (CHURCH; GAO; KOSURI, 2012). Referenciais tedricos mostram que o DNA pode
codificar dois bits por nucleotideo ou 455 exabytes programa de ssSDNA (“single stranded
DNA”), sugerindo assim a sua adequacao, em principio, para 0 armazenamento em grande

escala.
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A vida é escrita apenas por um alfabeto de quatro letras A, T, C, G formando um
cddigo quimico linear o DNA (Figura 1). Molécula extremamente simples, mas na qual tem
uma incumbéncia complexa, direcionar o desenvolvimento de um organismo e a vida diaria
de uma célula, sendo assim passada hereditariamente através da divisdo celular (CRICK,
1970). O que ¢é intrigante é saber dessa capacidade tdo acurada e quase ilimitada de se
replicar. A permutacdo, inclusdo, delecdo dessas letras ao longo de uma sequéncia linear é o
que permite a diversificacdo e a adaptagdo dos circuitos biologicos as necessidades

ambientais.

Figura 1: Bases nitrogenadas do DNA.
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Fonte: Adaptado de Acidos (2016).

O DNA ¢é composto por polimerizacdo de uma tripartite (Figura 2), base nitrogenada,
grupamento fosfato, e um aclcar de cinco carbonos. A organizacdo da molécula €
esclarecida através de nucleotideos, nos quais apresentam uma molécula de desoxirribose
vinculada no carbono 3’ ¢ 5’ com o grupamento fosfato através de uma ligacdo fosfodiéster
formando a estrutura principal do DNA chamada de “esqueleto” que vai se alternando entre
os nucleotideos e formando uma longa fita. A desoxirribose também faz uma ligagéo
covalente (ligacdo glicosidica) unindo-a com a base nitrogenada. A estrutura tridimensional
do DNA ¢ feita pela unido de duas fitas antiparalelas (senso e anti-senso) que é mantida por
ligacdes de hidrogénio entre as bases das duas fitas assim adquirindo o famoso formato de
dupla hélice, formato de mais baixa energia devido as interacfes elétricas de repulsdo e
atracdo dos constituintes e o meio. Complementaridade entre as bases purinas (A e G) e

pirimidinas (C e T) é essencial para manter o esqueleto equidistante das ligagdes e manter as



duas fitas unidas. Pela sua caracteristica hidrofdbica os anéis das bases nitrogenadas tendem
a ficar orientados para o interior da estrutura e o esqueleto, mais hidrofilico, fica mais
exposto a0 meio aquoso formando uma espécie de arcabouco de protecdo as bases
nitrogenadas que carregam mensagens bioldgicas (ALBERTS, 2010).

Figura 2: O nucleotideo.
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Fonte: Adaptado de So6 Biologia (2016).

No entanto 0 DNA apresenta fendas (sulcos) devido as ligacdes glicosidicas que nédo
estdo exatamente opostas na dupla hélice formando assim um sulco maior e outro menor
modelo proposto através de estudos de cristalografia (WING, 1980). Essa abertura que 0s
sulcos promovem facilita a interacdo do DNA com o meio aquoso como, por exemplo,
deixando mais exposto para ligacdo com polimerases ou outras enzimas e substancias que
irdo replicar e reparar o DNA. Através dessa interacdo é possivel descodificar (transcricdo e
traducdo) uma sequéncia de nucleotideos em uma sequéncia de aminodcidos processo
conhecido como expressdo génica (ALBERTS, 2010).

O DNA ndo esta isolado no interior das células, ele se encontra complexado com
proteinas, ions, metais e grupamentos organicos. O grande fator que acarreta isso € o
grupamento fosfato que por ter carga negativa no interior da célula, acaba atraindo outras
moléculas sendo assim neutralizado, portanto dando uma carga eletrostatica a toda molécula

de DNA. O principal ligante do DNA séo as histonas que fornecem a compactacdo deste,



recentemente as histonas tem sido relacionadas com a expressdo génica visto que esse
contato € importante para a estabilizacdo do nucleossomo, sendo sugerido que a falta desse
contato pode enfraquecer a barreira transcrional (BINTU et al., 2012). Portanto com o
desenvolver dos estudos da histona sera possivel criar farmacos que irdo intervir nas
histonas favorecendo ou ndo a expressao génica e assim podendo curar doencgas de cunho
genético (SILVA, 2013).

Metais também se complexam com o DNA tendo como exemplo ions divalentes
como o Mg*? que faz ligagdes quimicas com o sitio N7 das purinas, N3 das pirimidinas e
com os radicais de oxigénio do grupamento fosfato tendo um papel significante para a
estabilizacdo da estrutura terciaria do DNA (PASTERNAK; KOCOT; HORECKA, 2010).
A funcdo dos metais quando complexados com o DNA ainda é fruto de muitas
investigacdes e a partir dessas investigacdes foi possivel, por exemplo se desenvolver um
farmaco contendo um metal de transicdo a Cisplatina que é um agente antineoplésico
alquilante sendo usado em varias terapias em numerosos casos de cancer (DASARI;
TCHOUNWOU, 2014).

Outro importante fator sdo as modificacfes epigenéticas que alteram a molécula de
DNA (principalmente a metilagdo da citosina) tendo como resultado a expresséo ou néo de
genes. N&o é de hoje que estudos sobre a epigenética tém ganhado relevancia isso porque
eles tém sido associados a diversos tipos de canceres e outras patologias (WEINHOLD,
2006).

E relatado ao redor do mundo que o DNA além de ndo estar isolado ele também
apresenta diferentes polimorfismos estruturais contrapondo a estrutura duplex de Watson e
Crick. Isso fica evidenciado em etapas especificas dos processos celulares in vivo como
replicagédo, transcricdo, reparo e recombinacdo. Dependo do meio e da sequéncia de
nucleotideos o0 DNA pode apresentar diversas formas duplex conhecido com A-DNA, B-
DNA, Z-DNA entre outros o avanco foi tdo grande que atualmente existem poucas letras no
alfabeto para se denominar novos formatos propostos de DNA, embora muitos dessas
formas exijam uma revisao para se analisar detalhadamente se é realmente uma forma nova
(GHOSH; BANSAL, 2003). O DNA dentro da célula se comporta de forma adaptativa ao
meio apresentando estruturas de acordo com a presenca da umidade, sequéncia de
oligonucleotideos, ions, proteinas ligantes e estresse superhelical (KAUSHIK et al., 2016).
No entanto, a geometria quimica mais bem definida e a que esta presente com maior
probabilidade dentro da célula é a forma B-DNA que também é o modelo mais proximo
daquele proposto por Watson e Crick (BASAL, 2003).
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Outras formas estruturais de DNA também foram propostas e comprovadas in vivo
como: “Harpin DNA”, “DNA Bubble”, “Curved DNA”, “Parallel-Stranded DNA”, “i-motif
DNA” sendo as mais corriqueiras “G-Quadruplex”, “Triplex”, “Cruciform” e “Slipped
DNA” tendo cada uma suas aplicabilidades intrinsecas. Essas conformacbes sao
termodinamicamente estaveis no interior da célula e provocam uma modulagdo do grau de
superenrolamento do DNA consequentemente facilitando o recrutamento do maquinario
enzimatico resultando nos processos celulares ja ditos.

O DNA como portador de informagdes altamente significativas tem que se manter
preservado, porém como qualquer outra molécula organica € susceptivel a degradacdo
quimica. ReacGes de oxidacdo e hidrélise acontecem com o DNA in vivo em altas taxas
representando assim a estabilidade limitada dessa molécula e sendo um fator preponderante
para a senescéncia celular, mutagénese, carcinogénese e assim fazendo com que a
comunidade cientifica busque formas alternativas de DNA. A hidrolise no DNA sobre
condicoes fisioldgicas geralmente ocorre na ligacdo glicosidica entre a base nitrogenada e a
desoxirribose sendo esse sitio mais susceptivel do que a ligacdo glicosidica que ocorre no
RNA em um todo, o efeito final € a liberacdo de bases.

A desaminacdo também € outra reagdo que apesar de rara tem como alvo a citosina e
a metilcitosina (metilagdo do DNA). Outras reacdes de desaminagéo sdo a transformacéo de
adenina em hipoxantina (extremamente lesiva para 0 DNA devido ao mecanismo de reparo
ser pouco eficiente) e guanina para xantina. Reacdes de oxidagdo sdo a maior fonte de dano
ao genoma e inevitaveis em células com metabolismo aerdbico. ROS (“Reactive Oxigen
Species”) como radicais hidroxil, perdxidos e superoxidos sdo conhecidos por seu carater
danoso e o efeito dessa moléculas no DNA é deletério. A geracdo de 8-hidroxiguanina € o
resultado do “stress” oxidativo. A 8-hidroxiguanina faz pareamneto preferencialmente com
a adenina ao inveés da citosina causando mutagdes depois da replicacdo. Formacdo de anéis
saturado de pirimidinas também devido a oxidacdo que modifica a ligagdo dupla em simples
entre o carbono 5 e 6 deixando o anel da molécula planar. O anel aplanado néo é
reconhecido, portanto ndo é codificante. Alquilacgio do DNA também é uma reacdo
constante como fica evidenciado nos estudos com S-adenosilmetionina (molécula presente
nas células) marcados (LINDAHL, 1993).

O RNA consegue apresentar uma vulnerabilidade (em geral) ainda maior quando
comparado ao DNA isso devido ao seu grupamento hidroxil na posi¢do carbono 2’ na
molécula de ribose que deixa propicio ao ataque enzimatico (composto principalmente de



11

ribonucleases o que dificulta a extracdo e a prospec¢do dessa molécula) e ibnico (cétions
divalentes) na ligacdo fosfodiéster (LINDAHL, 1993).

Como o DNA esta altamente integrado com o circuito bioldgico existe um arsenal de
enzimas que realizam o reparo do DNA atuando como guardids do genoma que
constantemente é modificado por fatores endégenos (falha nos mecanismos enzimaticos e
stress quimico) e exdgenos (fisico, quimico e bioldgico). A quantidade de enzimas de reparo
evidencia o alto investimento feito pelas células para proteger “livro da vida” (DNA)
(ALBERTS, 2010).

Com todas essas caracteristicas de instabilidade a pergunta se repete porque ou o que
favorece a ubiquidade do DNA frente a outras moléculas?

Uma das caracteristicas que pode ser elencada é o mecanismo de reparo que o DNA
apresenta. Mesmo sendo uma molécula instdvel e wvulneravel no ambiente cadtico
intracelular o reparo faz com que o DNA se mantenha parcialmente integro, ou seja,
mantendo as variagdes em um nivel minimo assim perpetuando a molécula entre geracdes.
O reparo € extremamente preciso, mas nao perfeito, portanto o0 DNA esté sujeito a mutagdes
que podem ser essenciais para a sobrevivéncia de um organismo ou extremamente deletérias
forcando o organismo a sua propria destruicdo. Sem o reparo a perda de informagfes do
DNA seria alta devido as lesGes diarias supracitadas que a molécula sofre, logo a sequéncia
iria se perder e consequentemente o codigo mudaria e 0 DNA ficaria sem func¢do alguma.
N&o cabe a esse texto explicar os pormenores da complexa via de reparo do DNA
(ALBERTS, 2010).

A segunda lei da termodindmica também ampara a prevaléncia do DNA visto que a
formacéo da dupla hélice é favorecida entalpicamente liberando energia para o meio assim,
portanto sendo uma reacdo exotérmica que € interpretada por um aumento de ligacGes
favoraveis (ligacdes de hidrogénio e interaces n—n “stacked”) fazendo com que a estrutura
dificilmente se desassocie, no entanto com a diminuicdo da Entalpia hd& um aumento na
Entropia que favorece a flexibilidade do esqueleto que favorece a interagdo com histonas e
enzimas. O processo de desnaturacdo das fitas ocorre o contrario no caso hd uma absorgéo
do calor e um decréscimo de Entropia. Essas caracteristicas fisicas estdo supersimplificadas,
pois como ja foi dito o DNA interage com outras moléculas da solucdo aquosa que esta
inserido, consequentemente interferindo diretamente na energia do processo (KOOL, 2001;
KOOL, 1997).

Outro fator da ubiqiidade € a formacdo do empilhamento de bases que é um fator

estabilizante para a molécula. Os grupamentos fosfatos carregados negativamente no



12

esqueleto das cadeias de DNA repelem-se mutuamente. No entanto, essa interagéo
desestabilizadora € superada pelas ligacGes de hidrogénio e o empilhamento de bases (“xn
stacking” — ligacGes ndo covalentes entre anéis aromaéticos que possuem ligacOes )
favoraveis. As ligagdes de hidrogénio por si s6 sdo fracas, mas quando existem varias - elas
ddo uma avidez grande entre as fitas visto que uma ligacdo de hidrogénio possui entre 0,7 a
1,6 kcal/mol j& em um oligonucleotideo contendo 6 ligacbes G-C (18 ligacBes de
hidrogénio) possui 8,3 kcal/mol. As interagdes “m stacking” também mostram grande
relevancia para manter o codigo protegido geometricamente na parte interna da molécula,
estudos revelam que o empilhamento entre os anéis biciclicos das purinas é mais forte do
que o empilhamento entre pirimidinas sendo assim um fator eletrostatico importante no
reconhecimento do DNA por enzimas. Por essas condi¢des que a estrutura de dupla hélice é
mais estavel do que cadeias simples como 0 RNA ou ssDNA e sua formacéo provoca um
ganho liquido na entropia (KOOL, 2001; KOOL, 1997).

A capacidade do DNA se adaptar a diferentes ambientes assumindo diferentes
polimorfismos como 0 A-DNA, B-DNA e etc. também contribui para a estabilidade geral
(BASAL, 2003). Formas geométricas alternativas como a “G-Quadruplex”, “i-motif”
facilitam o acesso e o reconhecimento da sequéncia esta habilidade também é importante
para a prevaléncia do biopolimero (TRAVERS; MUSKHELISHVILI, 2015).

InteragBes entre o DNA e cations como o Mg**e proteinas como as histonas também
afetam a particularidade do DNA de ser uma molécula dindmica resultando em sua difuséo
por todos 0s organismos vivos. A habilidade do DNA de interagir com histonas também é
imprescindivel, pois deixa o0 DNA que é uma molécula extremamente longa e fina
empacotado em um ndcleo mindsculo, mesmo assim, mantendo a acessibilidade para a
modulacdo enzimatica e conseguinte expressdo génica (TRAVERS; MUSKHELISHVILLI,
2015).

O DNA também ¢é uma molécula onde pode se estocar energia. Quando a molécula
sofre acdo enzimatica para suas atividades, transcri¢do, reparo, replicagdo a molécula fica
em um estado relaxado (de baixa energia), no entanto quando a acdo termina, outras
enzimas irdo utilizar o ATP (Adenosina trifosfato) para induzir uma alteracéo
conformacional na molécula caracterizado por um estado de torcdo chamado de
superenrolamento do DNA (TRAVERS; MUSKHELISHVILI, 2015).

Enfim esses atributos expostos nos ultimos paragrafos fazem com que o biopolimero
funcione como um excelente dispositivo de codificagdo extremamente eficiente e versatil

favorecendo sua ubiquidade.
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Analisando os pormenores do DNA e o RNA pesquisadores levantaram a seguinte
hipotese, modificacBes quimicas nesses biopolimeros podem gerar moléculas, outros
polimeros com similaridade fisico-quimica e com capacidade de estocar informacdo. A
partir desse ponto comecaram os trabalhos dentro do campo da xenobiologia com o intuito
de avaliar e desenvolver formas alternativas do DNA.

Pesquisadores se embasaram também na prépria evolucdo dado que existe uma teoria
chamada “mundo de RNA” que aborda 0 inicio da vida celular. Segundo essa teoria 0 RNA
tanto guardava as informacGes génicas como também catalisava reacdes, caracteristica que é
vista ainda hoje através da ribozimas e no material genético de virus. Essa investigacdo foi
fruto de uma curiosidade mutua de pesquisadores que se perguntavam como se pode criar
polinucleotideos a partir do mundo primitivo. Essa teoria explica que antes do RNA e da
vida celular existia uma atmosfera onde aconteciam reagdes quimicas com cinética
extremamente lenta e isso se perdurou por um longo tempo chamado de “evolugédo
quimica”. Devido a complexidade do RNA estudiosos sugerem que o RNA tenha evoluido
de moléculas quimicamente mais simples, mas preservando sua capacidade catalitica e de
estoque de cddigos, como por exemplo, 0 TNA, FNA e o PNA, ambos sdo considerados
atualmente como tipos de XNA. Com o decorrer do tempo o DNA sucedeu o0 RNA como
molécula dominante de armazenamento de dados. Mas essa hip6tese chamou a atengdo de
pesquisadores uma vez que moléculas mais simples evoluiram para 0 RNA e o RNA foi
dando lugar para o DNA isso numa escala evolutiva natural por que ndo forgar essa
evolucéo laboratoriamente? (ALBERTS, 2010).

3.2 Xenobiologia

A xenobiologia é uma area emergente e é vista atualmente como um esforco da
comunidade cientifica para superar as limitagdes impostas pela evolugdo dos organismos
vivos naturais. O proprio prefixo do termo ja explica a area de conhecimento em questéo,
xenobiologia trata de descrever, desenvolver formas ‘“estranhas” de vida ainda néo
conhecida pelos humanos, portando ndo sendo encontradas na natureza. Esse tema traz a
tona um velho questionamento polémico, até onde vai o limite do homem em sua tentativa
de se igualar a Deus? Porque é exatamente 0 que essa ciéncia trata, ela procura desenvolver
a concepcdo, producdo e evolucdo de formas alternativas de vida no laboratério, formas de
vida que simplesmente ainda ndo existem (SCHMIDT, 2010).
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Apesar de que para muitos especialistas em biologia molecular ndo terem ao menos
escutado esse termo (xenobiologia), esse campo j& é debatido h4 um tempo consideravel.
Talvez isso seja um problema da propria modernidade onde novos assuntos/tecnologias
surgem em uma velocidade t&o rapida que fica dificil acompanhar tudo o que ha de novo.

A xenobiologia € apenas um ramo da biologia sintética que é uma é&rea do
conhecimento muito maior sendo extremamente interdisciplinar. De acordo com Serrano
(2007) um grupo de especialistas europeus definiram a biologia sintética que é: “A
engenharia da biologia: a sintese de complexos, com base em sistemas bioldgicos (ou
inspirado), que as formas de exibicdo ndo existem na natureza. Uma definicdo muito
préxima da xenobiologia causando um embaraco na mente de estudiosos.

No entanto a xenobiologia ndo é apenas mais uma palavra da moda, ela esta ganhando
cada vez mais espaco. O foco dela € a prospeccdo e manipulacdo de todos os niveis
hierarquia de circuitos biologicos assim modificando desde moléculas individuais até
células, tecidos e organismos completos. Como ja foi dito objetivo do campo pretende
desvendar os mistérios da origem da vida logo descobrindo se a quimica da vida é especial,
funcionalmente privilegiada quando comparada a outras quimicas ou se ela apenas surgiu
em uma forma oportunista se aproveitando dos materiais disponiveis, isso porque a teoria
evolucionista explica como as espécies ficaram complexas, mas ndo aborda como esta
complexidade comecou (SCHMIDT, 2010). Além disso, criar as chamadas proto células
também chamadas de protobionte, células que teoricamente deram origem aos procariontes,
com um melhor entendimento nessa area sobre a formacdo de vesiculas e membranas
poderia se realizar experimentos para se obter células totalmente artificiais (CHEN;
WALDE, 2010). E finalmente a criacdo de organismos aprimorados com um sistema
biol6gico ortogonal como, por exemplo, organismos ou virus com formas de DNA e RNA
sintéticos através da engenharia quimica e genética dessas moléculas denominando assim
XNA (SCHMIDT, 2010). Como pode ser percebido essa area funciona criando do zero e
também re-criando moléculas a partir de moléculas/organismos existentes buscando sempre
a melhora desses circuitos dessa maneira otimizando-os para solucionar problemas atuais,
portanto o objetivo desse estudo atualmente € com propositos de formar novos sistemas

biotecnologicos de producao.
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3.3 0 XNA

O sonho de qualquer pesquisador, sem importar a area do conhecimento, é descobrir
algum produto que cause uma mudanga significativa na sociedade. Altualmente 0 mundo
esta impregnado pelos avancos cientificos que coperam para que a humanidade evolua
sendo assim impossivel viver sem as comodidades que essa area causa. Dito isso a notavel
revista Scientific American em 2012 fez uma lista das 10 inovagdes que sdo radicais o
suficiente para mudar nossas vidas e um dos itens dessa lista € 0 XNA (JABR et al., 2012).

A vida é inconcebivel sem um sistema de armazenamento genético, mas o0 DNA e o
RNA ndo sdo exclusivos dessa propriedade. Os XNAs sdo formas alternativas sintéticas do
natural DNA e RNA, assim sdo polimeros que sdo capazes também de armazenar dados
hereditarios.

O termo XNA foi primeiramente proposto por Herdewijn e Marliere (2009). Porém o
tema ndo é recente, a partir de 1960 que os questionamentos comecaram a serem feitos
colocando em xeque se 0 DNA e o RNA sdo as Unicas moléculas capazes de estocar
informagdo para os organismos. Os XNAs sdo desenvolvidos tendo como base o “design”
arquitetébnico das moléculas naturais DNA e RNA por meio de modificagdes quimicas da
estrutura tripartite dessas biomoléculas € possivel chegar numa molécula diferente. Como ja
foi mencionado neste trabalho a molécula de DNA apesar de ser ubiqua ela apresenta
instabilidade, o remodelamento quimico permite ao XNA um conjunto enorme de
possibilidades onde sera possivel unir caracteristicas Unicas resolvendo inimeros problemas
do mundo moderno. A principal idéia do XNA é expandir o alfabeto genético (A, T, C e G)
assim formando novas biomoléculas capazes de estocar mais informagdes originando
proteinas singulares e superiores as existentes (CALLAWAY, 2014).

A infinidade de aplicacGes é tremenda podendo assim explorar formas em que €
possivel controlar e até mesmo reprogramar a composicdo genética de organismos
biologicos. A possibilidade da incorporagdo de novos aminodcidos diferentes dos 20
canonicos é bem vista quando o XNA possui novas bases nitrogenadas conduzindo para a
formacdo de novas proteinas ndo naturais buscando a evolucdo de organismos
laboratorialmente e desenvolvendo enzimas capazes de aperfeigoar processos industriais,
laboratoriais ou mesmo a criagcdo de proteinas e anticorpos que irdo servir para tratar ou
diagnosticar doengas (SCHMIDT, 2010). Para deixar mais claro isso é sabido que os codons
podem codificar 20 tipos de aminoacidos a partir de 64 combinacdes de tripletos das bases

nitrogenadas, agora se houvesse a adicdo de novas “letras” a capacidade da célula de
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codificar novos aminodcidos ampliaria vastamente. O proprio XNA também vem sendo
estudado para agir com um farmaco isso pelo fato de que ele possui atividade catalitica
assim destruindo RNAs virais ou mesmo RNA mensageiros de oncogenes. E como esse
XNAs possuem caracteristicas quimicas diferentes elas poderiam durar mais no organismo
evitando serem degradados (TAYLOR et al., 2014).

O estudo do XNA ndo é apenas uma teoria presa na subjetividade, ou seja, ndo fica
apenas no papel. Especialistas ao redor do planeta estdo desenvolvendo e otimizando cada
vez mais novas alternativas sintéticas para os &cidos nucléicos convencionais.

Inclusive para quem ainda desconfia desta inovagdo um grupo de cientistas liderado
por Floyd Romesberg conseguiram inserir no material genético da bactéria Escherichia coli
um novo par de bases no qual ficou conhecido por X e Y (d5SICS e dNaM) assim sendo o
primeiro organismo semi-sintético possuindo um alfabeto genético expandido. O grupo
construiu um organismo com 6 nucleotideos de DNA abrindo a possibilidade para a
formacdo de 216 codons consequentemente viabilizando a construgdo de proteinas com 172
tipos diferentes de aminoéacidos o que é realmente impressionante. Resumidamente esse
experimento foi possivel, por que os pesquisadores inseriram na bactéria um gene de um
Diatomaceo (uma alga unicelular) no qual codificava uma proteina NTT (Transportadora de
Nucleotideos Trifosfato) que faz o transporte de nucleotideos candnicos e 0s recém
descobertos X e Y (cujo nome cientifico é d5SICS e dNaM respectivamente) para o interior
da célula. Pesquisadores também desenvolveram um plasmideo contendo um Unico par de
base “estranho” e inseriram na E. coli. A col6nia de bactérias foi alimentada com um meio
rico em nucleotideos X e Y e por meio da proteina NTT os nucleotideos foram importados
do meio de cultura para 0 DNA através da maquinaria enzimatica prépria da E. coli os pares
de bases ndo naturais foram também replicados quando a bactéria entrava em divisdo. O
método foi validado através de uma técnica adaptada de PCR (Reacdo da Cadeia
Polimerase) (ROMESBERG et al., 2014).

3.4 Principais modificacdes em formas alternativas de DNA artificial
Atualmente ha uma lista enorme de novos candidatos a “Xeno nucleic acids”,

portanto neste trabalho foram elencados os principais tipos de modificagdo do DNA,

considerados como promessas para 0 avango biotecnolégico.
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3.4.1 ModificagOes nas bases nitrogenadas

As modificacBes nas bases sdo imprescindiveis para a expansdo do repositério de
informagdes genéticas, mas é importante frisar que as modificacfes obedecam algumas
especificagcbes quimicas a fim de evitar conflitos estéricos na molécula de XNA assim se
mantendo fiel a estrutura dupla hélice original de Watson e Crick. Os oligonucleotideos
sintéticos com mudancgas nas bases que estdo sendo mais bem tolerados séo a partir de
modificacOes no sitio C5 em pirimidinas e N7 em purinas, visto que alteragdes nessas partes
provocam um melhor comportamento da molécula (PINHEIRO; HOLLIGER, 2012). Uma
proposta de alteracdo € a incorporacdo de um grupamento benzeno no sitio C5 e C6 de
pirimidinas formando assim uma benzopirimidina que ficou conhecida como yT e yC
(Figura 3) que € uma base nitrogenada com maior tamanho molecular assim geralmente
ficando alocada no sulco maior mitigando alteragdes fisico quimicas. Essas novas bases
conseguem interagir com as bases nitrogenada canénicas A e G (LEE; KOOL, 2005).

Figura 3: Bases nitrogenadas alternativas yY, yC e a interacdo com bases canonicas.
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Fonte: Adaptado de Lee e Kool (2005).

Posteriormente um estudo experimental do mesmo laboratério da criacdo do yDNA
propds uma nova intervencdo o XDNA. Nesse trabalho houve uma maior exploracdo da
homologagdo com grupamentos benzinicos desenvolvendo assim as quatro bases
modificadas: xA, XC, XT e xG (Figura 4) além de comprovar experimentalmente sua
estabilidade in vitro assumindo uma forma parecida com o B-DNA e também a
complementaridade com bases naturais, portanto formando um sistema com 8 bases (KOOL
et al., 2006).
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Figura 4: Bases nitrogenadas alternativas xT, XG, XC, XA e interagdes com bases canonicas.
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Os pares de base d5SICS e dNaM (Figura 5) envolvidos do trabalho da E.coli ja
descrito neste texto também mostram-se promissores na expansao do alfabeto por sua

estabilidade in vivo.

Figura 5: Bases nitrogenadas alternativas d5SICS,dNaM e interagdo entre elas.
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E importante salientar que ndo existem regras para o desenvolvimento de bases em
XNA o que realmente faz a diferenca e a criatividade do pesquisador. Com isso novas bases
estdo sendo criadas a partir de um esqueleto também modificado como e o caso de trabalhos
com PNA (“Peptide nucleic acid”) que tem sinalizado uma excelente perspectiva devido as
propriedades notaveis de hibridizagdo com moléculas de RNA e DNA (HUDSON;
WOJCIECHOWSKI, 2007; MATARAZZO, 2015).
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3.4.2 ModificagOes no esqueleto

Quando ha alguma modificacdo quimica na molécula de DNA, mesmo que infima,
essa nova molécula passa a nao ser mais reconhecida pela biologia celular existente, para
sobrepor esse problema se faz necessario criar um XNA portando uma arquitetura molecular
que consiga interagir com biomoléculas ja existentes como o0 RNA, DNA fazendo néo s o
pareamento mas também a hibridizacdo. Além de que € importante que a molécula de XNA
também consiga atrair eletrostaticamente enzimas e se comportar bem no sitio catalitico
delas permitindo que as enzimas exercam as tarefas de reparo, transcricdo e replicacéo.
Baseando-se nisso pesquisadores estdo elaborando cada vez mais XNAS que permitam esse
tipo de acdo e uma das estratégias € a mudanca no esqueleto (grupamento fosfato e agucar) e
suas ligacdes (PINHEIRO; HOLLIGER, 2012).

O PNA é uma dessas mudancas, nele existe uma sequéncia ordenada que se repete de
peptideos N-(2-aminoetil)glicina ligados por ligacdo peptidica assim como em proteinas
(Figura 6). Nessa alternativa ndo ha nem o grupamento fosfato nem grupamentos de agucar
e as bases nitrogenadas se ligam com o esqueleto atraves de uma ligacdo metileno carbonil.
Como ja foi dito o PNA apresenta uma excelente ligacdo com moléculas de DNA apesar da
diferenca quimica divergente isso se faz devido a molécula possuir uma carga neutra assim
evitando interacdes com o meio e repulsdo com a molécula de DNA. Essa molécula vem
sendo estudada para atuar como um quimioterapico, pois também e degradada com certa
dificuldade (HUDSON; WOJCIECHOWSKI, 2007; NIELSEN; EGHOLM, 1999). O
principio de usar o XNA como quimioterapico vem da capacidade de hibridizar com o

DNA, podendo assim silenciar oncogenes especificos.

Figura 6: Comparagdo estrutural entre a proteina e o PNA interagindo com uma fita de
DNA.

Fonte: Nielsen e Egholm (1999).
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O TNA (“Threose nucleic acid”) é caracterizado por possuir um grupamento agutcar
com quatro carbonos diferentemente do DNA e RNA que possui cinco. Ligagdes fosfodiéster
estdo orientadas no carbono 2’ e 3° (Figura 7). O TNA também consegue interagir com DNA
devido a mudanca sutil assim preservando atributos fisico quimicos e podendo formar
estruturas duplex estdveis e anti-paralelas. Os avancos com este XNA também sdo
promissores visto que pesquisadores j& desenvolveram uma DNA polimerase
(Therminator™) para esse 4cido nucléico (ZHANG, YU, CHAPUT, 2013; ICHIDA et al.,
2005).

Figura 7: Comparacdo entre as estruturas quimicas do DNA, RNA e TNA.

DNA RNA TNA

Fonte: Zhang, Yu e Chaput (2013).

Por possuir uma estrutura mais rigida o LNA (“Locked nucleic acid”) exibe uma
ponte entre o carbono 4’ e o oxigénio que se liga como o carbono 2’ do anel de ribofuranose
(Figura 8). A boa afinidade com &cidos nucléicos naturais, baixa toxicidade e a estabilidade
metabolica faz com que este também seja uma alternativa como arma na clinica oncologica
(GRUNWELLER; HARTMANN, 2007).

Figura 8: Comparacao entre as estruturas quimicas do DNA, RNA e LNA.
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Outra forma de se pensar é a substituicdo da ribofuranose por um anel contendo seis
atomos que pode ser encontrada no CeNA (“Cyclohexenyl nucleic acid”) e no HNA
(“Hexitol nucleic acid”) (Figura 9). Ambos conseguindo a interacdo com DNA e RNA,
porém apresentando baixa interacdo com enzimas descobertas até o momento (PINHEIRO;
HOLLIGER, 2012).

Figura 9: Estruturas quimicas do HNA e CeNA.
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Fonte: Adaptado de Brummelhuis (2014).

AlteracBes mais drasticas também foram propostas como os oligonucleotideos
sintéticos FNA (“Flexible nucleic acid”) e 0 GNA (“Glycerol nucleic acid”). O FNA tem em
sua constituicdo formil glicerol e 0 GNA é um &cido nucléico baseado em glicidol resultando
um esqueleto de propileno glicol fosfato diéster (Figura 10). A grande relevancia destes
polimeros vem da fAcil interacdo com a enzima Therminator ™ simplificando sua sintese, no
entanto, a baixa hibridizacdo com o DNA faz com que seja necessario algumas modificacdes
adicionais (PINHEIRO; HOLLIGER, 2012; APELLA, 2009).

Figura 10: Estruturas quimicas do FNA e GNA.
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A tecnologia advinda da biologia sintética ird trazer diversos beneficios para a
sociedade, no entanto, e preciso ter cuidado com a expansao dessa area, porque problemas
como a exclusao tecnoldgica, bioterrorismo, regulamentacao entre outros podem manchar o

nome dessa area.

4 Consideragdes finais

Em suma muitos avangos ja foram feitos na &rea da xenobiologia especificamente na
parte de genética sintética, ndo obstante, ainda existem muitos desafios para colocar essa
tecnologia na pratica. Um dos grandes desafios de existir um organismo com contetdo
genético ortogonal é que esse material genético desconhecido fica “invisivel” dentro da
célula (sem ou baixa interacdo com proteinas e metais), ou seja, ndo existe ainda como
integralizar o XNA com 0 organismo Vvivo por isso existe um esforco para a criacdo de
proteinas ligadoras de XNA, que sejam fieis ao substrato e que consigam manter a atividade
para realizar processos de sintese, replicacdo, transcricao e reparo in vivo.

Toda nova tecnologia pode ter vantagens e desvantagens assim exibindo vantagens e
desvantagens para a sociedade como um todo. O direcionamento dessa tecnologia para fins
maléficos podera causar novos tipos de delitos e o proprio terrorismo, quando acessivel em
maos de pessoas mal intencionadas. Impactos de natureza bioética podem surgir levantando
a questdo: serd que essa tecnologia sera acessivel para todos ou ird ser apenas mais uma
tecnologia disponivel no dominio de poucos. Outro aspecto importante sdo as
regulamentacbes impostas pelos governos que essa tecnologia podera sofrer, logo apenas
podendo realizar o estudo com XNA sobre certas especificacoes.

O futuro ainda se encontra obscuro assim como o passado. A xenobiologia pode abrir
portas para um novo paradigma sobre o0 entendimento da vida e natureza, pois muitos XNASs
trabalhados nos dias atuais podem ter sido um pré-requisito para a formagdo do “mundo de
RNA” e conseguintemente a ubiquidade do DNA.

Muitos podem até achar que a natureza ja tentou de tudo para aperfeigoar os sistemas
bioldgicos, mas os xenobiologistas discordam e vem ano apds ano mostrando que a
evolucdo pode ser continuada dentro de um laboratério.

A exploragdo desse mundo de XNA podera resolver problemas que hoje séo
considerados inviaveis com a tecnologia do momento. Respondendo a pergunta se nossa
comunidade cientifica esta ou ndo tentando sobrepor algum tipo de poder divino, ndo se

sabe ao certo, mas 0 que é sabido e a necessidade de continuar a adicionar informacgoes
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tecnoldgicas para que se consiga sobrepor os problemas atuais e para isso é necessario ndo
colocar limites nem obstaculos no progresso cientifico desta forma deixando as pessoas
irem espontaneamente aonde a mente e a capacidade intelectual/criativa dizerem para elas

irem.
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