BIOTECNOLOGIA

Ferramenta
molecular baseada
na técnica de RNA
deinterferéncia pode
auxiliar no combate
a pragas agricolas

Yuri Vasconcelos
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setor agricola conta com uma

nova ferramenta biotecno-

l6gica para combater pragas

agricolas, que causam grandes

perdas as lavouras no mundo todo. As
multinacionais norte-americanas Mon-
santo, recém-adquirida pela alema Bayer,
e DowDuPont obtiveram no ano passado
aprovacdo para uso comercial nos Esta-
dos Unidos de uma semente transgéni-
ca feita com a técnica de silenciamento
génico por RNA (acido ribonucleico) de
interferéncia, ou simplesmente RNAI.
Com efeito inseticida, ela foi criada pa-
ra controlar a larva-alfinete americana
(Diabrotica virgifera), fase larval de um
besouro que é a principal ameaca as
plantacdes de milho naquele pais. £ a
primeira vez que moléculas de RNAi sdo
usadas no combate a pragas do campo.
No Brasil, a empresa Tropical Melho-
ramento & Genética (TMG), com sede
no Parana e especializada em melhora-
mento genético de soja e algodio, espera
dispor ainda este ano de uma molécula de
RINAI para uso contra o percevejo-da-soja
(Euschistus heros), importante praga da
oleaginosa. O desenvolvimento da tecno-
logia esta sendo feito por pesquisadores
da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). A Empresa Brasileira de Pes-
quisa Agropecudria (Embrapa) também
ja criou um feijdo transgénico com a téc-
nica de RNAi, mas para controle de um
virus, conhecido como mosaico-dourado,
que ataca esse plantio. Embora ja apro-
vado desde 2011 pela Comissio Técnica

Nacional de Biosseguranca (CTNBio),
do Ministério da Ciéncia, Tecnologia,
Inovacdes e Comunicagbes (MCTIC),
o produto ainda néo foi comercializado.

Criadas em laboratdrio, as moléculas
de RNAi neutralizam a acfio de um gene-
-alvo em um organismo qualquer - dai a
expressio silenciamento génico. Seu me-
canismo de acdo é similar ao que ocorre
naturalmente em todos os seres vivos ao
lutar contra ataques virais. Quando isso
ocorre, as defesas do organismo tentam
neutralizar a acdo do invasor, silenciando
seus genes. De modo analogo, a tecnolo-
gia de RNAi faz com que a célula ataque
o produto de seu proprio gene, como se
estivesse destruindo o material genético
viral, num processo similar ao de uma res-
posta autoimune. No uso agricola, o RNAi
é programado para inativar genes especi-
ficos de pragas e patégenos associados a
processos essenciais a sua sobrevivéncia.

A descoberta de que o processo de in-
terferéncia por RNA poderia ser usado a
favor do organismo humano rendeu aos
pesquisadores Andrew Fire e Craig Mel-
lo, do Instituto Carnegie, de Washington,
o prémio Nobel de Medicina de 2006.
O achado foi promissor porque revelou
uma nova forma de assumir o coman-
do celular, abrindo um amplo leque de
aplicacGes. Desde entfo, a ferramenta é
aplicada na pesquisa basica para estudo
da funcéo génica e, na area da saude, é
vista como uma promessa para o trata-
mento de doencas genéticas (ver Pes-
quisa FAPESP n° 133).
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LARVA-ALFINETE
AMERICANA

A praga (Diabrotica virgifera)
ataca a lavoura do milho nos
Estados Unidos (abaixo) e causa
grandes perdas aos agricultores
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Para entender como essa nova tec-
nologia funciona é preciso lembrar de
processos da biologia celular, especifica-
mente 0 mecanismo de expressio gené-
tica. Genes sio segmentos da molécula
de DNA que controlam as func¢ées meta-
bolicas das células, principalmente por
meio da producéo de proteinas. “Nossa
informacéo genética esta toda arma-
zenada em nosso DNA. Para dar vida e
uso a essa informac#io, o DNA deve, ini-
cialmente, ser transcrito em RNA. Em

seguida, esse RNA
mensageiro é tra-
duzido para protei-
nas. Esse é o proces-
so basico de expres-
sdo génica”, explica
o bidlogo Alexandre
Garcia, gestor de
pesquisa da TMG.
Como o nome dei-
xa claro, a molécula
sintética de RNAi

interfere no processo de traducéo do
RNA mensageiro em proteina, fragmen-
tando-o. Ela intercepta e destroi as in-
formacoes celulares conduzidas pelo
RNA dentro da célula antes que sejam
processadas e originem proteinas. Dessa
forma, o processo de expressio génica
que dependia dos dados contidos naque-
le RNA nfo ira mais ocorrer.

MILHO PIONEIRO

O milho transgénico lancado pela Mon-
santo e DowDuPont foi batizado interna-
mente de DvSnf7 e seu nome comercial
é SmartStax. A sopa de letras é forma-
da pelas iniciais da lagarta Diabrotica
virgifera e o nome do gene-alvo, Snf7.
Quando o inseto se alimenta da planta,
a molécula de RNAI entra em seu orga-
nismo e silencia o gene Snf7, impedindo
a producdo de uma proteina que é vi-
tal para o funcionamento de tecidos da
larva-alfinete americana. O resultado é
a morte do inseto, conhecido como “o

-




besouro de US$ 1 bilhdo” por causa do
enorme prejuizo causado aos agricultores
norte-americanos. A quimica brasileira
Renata Bolognesi integrou a equipe da
Monsanto que criou o milho transgénico.

“A aplicacfio da tecnologia de RNAi na
agricultura é bastante promissora”, des-
taca o engenheiro-agronomo Henrique
Marques-Souza, professor do Instituto
de Biologia (IB) da Unicamp e lider de
um grupo de pesquisa nacional sobre
silenciamento génico. Ele se especia-
lizou no tema durante o doutorado na
Universidade de Colonia, na Alemanha,
concluido em 2007, e o pos-doutorado na
Universidade da Califérnia, em Berkeley,
Estados Unidos, realizado entre 2008 e
2010. De volta ao Brasil, passou a lecio-
nar na Unicamp, onde criou o Brazilian
Laboratory on Silencing Technologies
(Blast) e derivou seus estudos sobre si-
lenciamento génico para a agricultura.

Em 2012, Marques-Souza e o enge-
nheiro-agronomo Antonio Vargas de
Oliveira Figueira, do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura da Universidade
de Sio Paulo (Cena-USP), montaram
um banco de sequéncias da traca-do-
-tomateiro (Tuta absoluta) e realizaram
ensaios de silenciamento génico para
diversos genes do inseto. “Esse trabalho
deu visibilidade ao nosso grupo. Hoje,
podemos desenvolver a tecnologia de
RNAI para virtualmente qualquer praga
de qualquer cultura”, afirma o pesquisa-
dor da Unicamp. No ano passado, a técni-
ca foi licenciada para a TMG pela Inova,
a agéncia de inovaco da Unicamp.

O primeiro produto a ser desenvol-
vido com a ferramenta pela empresa
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PERCEVEJO-
-DA-SOJA

Com cerca de 11 milimetros de

comprimento, o Euschistus
heros é considerado uma das
principais ameacas as plantacoes
da oleaginosa no pais

O maior desafio
para a criacao

de um inseticida

com RNAi para

aplicacao topica

é a reduzida
estabilidade
da molécula no
ambiente

sera destinado a controlar
o percevejo-da-soja, uma
das maiores ameacas a soji-
cultora nacional. “Espera-
mos ter definido até o fim
do ano as melhores molé-
culas de RNA. Todo o tra-
balho ser4 feito em carater
experimental e por meio
de estudos controlados”,
conta Garcia, da TMG,
destacando que o cami-
nho para essas moléculas
se tornarem um produto
comercial é longo e depen-
de tanto da tecnologia usada para pro-
mover sua aplicacfio como do cendrio
de aprovacdes legais.

Segundo Marques-Souza, ha duas for-
mas de fazer com que as moléculas de
RNAIi entrem em contato com as pragas:
pela criacdo de plantas transgénicas, co-
mo a Monsanto e a DowDuPont procede-
ram com o milho DvSnf7, ou pelo desen-
volvimento de produtos inseticidas. Essa
é aescolha da TMG, que planeja criar um
produto para aplicacdo topica, como, por
exemplo, um pulverizador. “Além de di-
minuir o tempo gasto para a producéo de
uma planta transgénica, o RNAIi tdpico
pode ser considerado um produto natu-
ral, pois se trata de uma molécula biol6-
gica que ndo causa alteracdes genéticas
na cultura de interesse ou no organismo
desejado”, explica Marques-Souza.

A criacdo de um inseticida com RNA,
no entanto, néo € trivial, e alguns obs-
taculos precisam ser superados. “Essas
moléculas se degradam rapidamente no
ambiente, o que dificulta a criacdo de
um produto para aplicacdo na lavoura.
Por isso, ja existem investigacdes que
buscam empregar recursos da nano-
tecnologia para proteger a molécula de
RNAI [ver Pesquisa FAPESP n° 266] e
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ILUSTRAGAO ALEXANDRE AFFONSO

Como funciona a técnica

As moléculas de RNAi inativam genes vitais para a sobrevivéncia de insetos que atacam plantacdes

@ sintetizadas em
laboratério, as moléculas
de RNAi podem ser usadas
para producdo de plantas
transgénicas ou na
formulacdo de inseticidas
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elevar sua estabilidade”, destaca o bid-
logo Fernando Luis C6nsoli, do Depar-
tamento de Entomologia e Acarologia da
Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (Esalq) da USP, em Piracicaba,
interior paulista.

O nanoencapsulamento de moléculas
de RNAI é o tema do projeto de douto-
rado do bidlogo Cyro von Zuben, aluno
do IB-Unicamp orientado por Marques-
-Souza. Até o fim do ano deverio ser rea-
lizados ensaios com nanoparticulas de
argila, em conjunto com o Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), do go-
verno paulista, e com o Laboratdrio Na-
cional de Nanotecnologia (LNNano), do
Centro Nacional de Pesquisa em Ener-
gia e Materiais (CNPEM), para diversas
espécies-alvos em estudo no laboratdrio
Blast. Na Australia, um grupo de pesqui-
sa publicou ha pouco tempo um artigo
descrevendo o uso de nanoparticulas
que garantem a integridade e a entrega
de RNAI por 30 dias.

Consoli também alerta que o proces-
so de selecdo de moléculas de RNAi de-
ve considerar o risco de elas afetarem
a propria planta ou organismos néo al-
vo da tecnologia, inclusive o homem.
De acordo com Marques-Souza, essa
¢ uma preocupacdo real, mas que pode

© saointroduzidas
no inseto que se deseja
controlar no momento
em que ele se alimenta
da planta ou apés a
aplicacdo tépica

ser superada. “Quando se seleciona um
gene-alvo para atingir o organismo de
uma praga, devemos ter o cuidado de
nio escolher uma sequéncia génica que
seja complementar a um gene da planta
ou de qualquer outro organismo que se
alimente dela. Se este cuidado for toma-
do, o silenciamento génico sé ocorrera
no organismo-alvo”, diz. “A garantia de
que o RNAI néo tera nenhum efeito em
humanos s6 vira com muito estudo.”
Alexandre Garcia reforca: “A tecno-
logia é baseada em sequéncias de RNA.
Todos os seres vivos possuem sequéncias
em comum, mas as espécies tém inume-
ras sequéncias unicas que as diferenciam
de outras espécies”. Hoje, com a quanti-
dade de informacdes e bases de dados de
genomas a disposicéo, é possivel achar
sequéncias que sio exclusivas da espécie-
-alvo e desenhar moléculas que irdo atuar
apenas nessas sequéncias. “Dessa forma,
todo o processo se torna especifico e ex-
clusivo para o organismo-alvo”, sustenta.

NORMA DA CTNBIO

Um passo importante para a regulamen-
tacdo do uso do RNA tdpico no Brasil foi
dado no inicio do ano quando a CTNBio
publicou uma normativa definindo a tec-
nologia como um método que néo envolve

© Ao entrarem seu
organismo, elas atuam em
seu processo celular,
impedindo que o produto do
gene-alvo (RNA mensageiro)
seja copiado como proteina

© Como esse gene
estd associado a um
processo vital da
praga, ao ser
silenciado ele ocasiona
a morte do inseto

transgenia e classificando-a de Técnica
Inovadora de Melhoramento de Precisio
(Timp). Com isso, ela néo estara neces-
sariamente sujeita aos mesmos critérios
de aprovacéo exigidos para organismos
geneticamente modificados.

“O processo para gerar uma planta
transgénica e passar por todos os meca-
nismos regulatorios globais para aprovar
seu cultivo comercial é extremamente
caro e demorado, podendo ultrapassar
0s US$ 100 milhées e 15 anos”, diz Gar-
cia. “O uso da tecnologia de RNAi como
produto de aplicacdo topica, para o caso
do percevejo-da-soja, é mais promissor.
Essa tecnologia devera estar a disposi-
cdo dos agricultores brasileiros em al-
guns anos.”

Projeto

RNAI para controle de Tuta absoluta em tomateiro (n°®
11/12869-6); Modalidade Auxilio a Pesquisa —Regular;
Pesquisador responsavel Antdnio Vargas de Oliveira
Figueira (USP); Investimento R$ 153.800,39.
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