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Os desenvolvimentos do ultimo século na fisica e na
Biologia trouxeram conhecimento sobre composi¢coes
atomicas de milhares de moléculas, revelando ao
mundo, o talvez, imensuravel grau de complexidade

dos sistemas.
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MICRORGANISMOS
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DIVERSIDADE MICROBIANA

* Onde eles podem ser encontrados???
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DIVERSIDADE MICROBIANA




DIVERSIDADE MICROBIANA

Grande diversidade reflete a importancia para a biosfera:

e Degrada¢ao de materiais organicos;

e Degradac¢ao de substancias xenobioticas;
e Participacao de ciclos biogeoquimicos;

e Producao de diversos compostos;



CARACTERISTICAS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO

* As células desenvolveram redes genéticas complexas para detectar sinais ambientais, incluindo produtos
quimicos, temperatura, pH e luz, e processar esses sinais para realizar tarefas e fung¢oes celulares. Mesmo as
células de um organismo multicelular precisam responder a sinais de desenvolvimento, como moléculas
sinalizadoras, para determinar quando se dividir, migrar ou morrer.

Atuar na solugao de problemas globais:

e Saude e bem-estar

* Medicina

* Industria de tecnologia biomédica
e Agricultura de precisao

* Biorremediagao

... Entre outros

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975019300746



MOLECULAS DE INTERESSE

e Essas caracteristicas sao conferidas por mecanismos celulares. Sao informagoes genéticas.
 Como utilizar esses mecanismos na biotecnologia?

Primeiro, é necessario conhecer quais genes estao envolvidos na funcao desejada, sua
estrutura, onde atua ....

Envolve uma série de passos que incluem:

* Extracao de DNA e RNA para sequenciamento.

 Anotac¢ao do genoma.

* Analise de bioinformatica para identificar possiveis alvos.

* Analise da expressao génica dos genes selecionados.

* Estudos funcionais e caracterizagao molecular, por exemplo.
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BANCOS DE DADOS DE ANOTACAO FUNCIONAL

Bancos de dados

Familias de proteinas
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E DEPOIS?

Informacao > Acao
Dados Engenharia genética
bioldgicos

\

Obter a informagao genética associada com caracteristicas
uteis de um organismo e adiciona-la em OUTRO



EXEMPLO

Bacillus thuringiensis- O cristal proteico também chamado de delta-endotoxinas, possui propriedades inseticidas
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BIOENGENHARIA MOLECULAR

Busca a compreensao fundamental das interacGes entre varias
moléculas e usa essas informagoes para projetar novas moléculas
ou melhorar as existentes.

Envolve principios de engenharia, biologia, quimica e fisica em suas
aplicagoes.

 Afinidade

) * Cinética
E possivel alterar * Estabilidade

* Especificidade
* Func¢ao




EXEMPLO

UM SO PLANETA

Cientistas criam enzima que

PETase de Ideonella sakaiensis descoberta em 2016 - c L
decompoe plastico em horas

Hidrolase de PET — Variante selvagem é altamente instave| em vez de séculos
e perde atividade mesmo a 37 °C apés 24 h 1% de ol 10 ol e 5 e rotin arcadapr s, & FAST PETa

FastPETase desenvolvida por aprendizado de maquinas com
apenas 5 mutag¢des — aumento da Termoestabilidade e da
atividade de degradacao de PET
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https://doi.org/10.1038/s41586-022-04599-z




BIOLOGIA SINTETICA

Combinando avancos da engenharia genética e metabdlica,
bioengenharia molecular, métodos de bioinformatica,
biologia de sistemas e biofisica, & possivel projetar ou
redesenhar organismos para executarem fungoes

inteiramente novas - Principio de Biologia Sintética

(Nao se trata de uma técnica especifica).

https://doi.org/10.3389/fbioe.2019.00175

High-value and
commodity
chemicals

Novel bio-based
materials

Transformative
medicine and
healthcare




BIOLOGIA SINTETICA

Design e construgcéo (-) de circuitos biologicos
modulares para o desempenho de funcbées celulares ndo
naturais (-) num dado organismo, visando

produtos, servigos, solugbes para o cotidiano.

* Multidisciplinar

* Principio de bioengenharia - _

e Tornar os organismos mais faceis de projetar




OBIJETIVOS

1. Aprender sobre a vida através de sua construgao;

2. Fazer com que a engenharia genética, seja padronizada nas suas criagoes

e recombinagdao para produzir novos e mais sofisticados sistemas;

3. Expandir os limites de seres vivos e maquinas até que ambos se unam,

para producao de organismos realmente programaveis.




MARCOS HISTORICOS DA BIOLOGIA SINTETICA

1912 — Primeira utilizacao do termo: Stéphane Leduc

La biologie synthétique, étude de biophysique

Timeline | A brief history of synthetic biology

First synthetic circuits
—toggle switch and

Cellular regulation by
molecular networks
postulated by Jacob
and Monod*

(1980s—-1990s)
Rise of ‘omics’ era |
of high-throughput
biology

repressilator'®*®

Earliest combinatorial synthesis
of genetic networks?

SB1.0: the first international

conference for synthetic biology
held at MIT

I

feedback circuit?

Autoregulatory negative-

(2002-2003)

Synthetic circuits used to study
transcriptional noise during this
period”*

First iGEM competition held at MIT

|

RNA devices for modular regulation
of gene expression®

1980s 1990s 2000 2001 2002 2003 2004

(1970s-1980s)
Development of
molecular cloning
techniques

Widespread use of automated

DNA sequencing
I

Complete genome sequence
of S. cerevisiae'’

Complete genome sequence
of E. coli**®

First cell—cell
communication
circuit based on
quorum sensing?

Artemisinin
precursor pathway

engineered in
E. coli**

Light-sensing circuit engineered in
E. coli— bacterial photography*

Programmable ligand-controlled
transcript regulation by RNA%

Circuits capable of multicellular
pattern formation are generated®

Key to coloured boxes: technical or cultural milestones (black); circuit engineering (red); synthetic biology in metabolic engineering (green); therapeutic applications
(blue); whole genome engineering (purple). E. coli, Escherichia coli; iGEM, International Genetically Engineered Machine; MAGE, multiplex automated genome
engineering; MIT, Massachusetts Institute of Technology; SB1.0, Synthetic Biology 1.0; S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae.




MARCOS HISTORICOS DA BIOLOGIA SINTETICA

switch®

Programmable microbial kill

RNA devices for performing

logical operations®®

Creation of a bacterial cell with
a synthetic genome®

Multiple input logic
cascade described®?

Bacteria engineered
to invade cancer
cells*

Construction of a robust
and stable relaxation
oscillator®®

Synchronized genetic clock for
population-coupled oscillatory

Dynamic control of
metabolic flux for
biodiesel production®’

Engineered
bacteriophage for
biofilm dispersal®

Biofuel
production
using amino
acid metabolism
in E. coli®

DOI: https://doi.org/10.1038/nrmicro3239

Gibson DNA assembly
described*

Complete set of Boolean logic
gates reported for E. coli®

MAGE described®

Engineering of an event-
counting circuit®

Engineering of synthetic yeast
chromosome arms®’

Commercial production of
artemisinin by Amyris
using engineered yeast
strain®®

Engineering of an edge-
detector circuit®




“Estou fascinado com a ideia de que a genética
é digital. Um gene é uma longa sequéncia de
letras codificadas, como informacoes do
computador. A biologia moderna esta se
tornando muito mais um ramo da tecnologia
da informac¢ao.”

nid

(Richard Dawkins, 2013)



COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

1) Problema

* O que vocé quer resolver?
* Desenvolvimento de um novo produto? (Exemplo: Vacinas, biopesticidas...)

 Melhorar algum processo? (exemplo: resisténcia de leveduras a pH durante processo de fermentacao,

Biosensor para detecc¢ao de algum patdégeno...)



COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

2) Escolha do Chassi

Organismo hospedeiro no qual os componentes bioldgicos projetados serao inseridos e expressos.

Escolhido com base em suas caracteristicas:
* Facilidade de manipulagao

* Capacidade de crescimento

* Caixa de ferramentas bem definidas

* Tolerancia a modificagcOes genéticas

* Controle da expressao génica ...




Escherichia coli

12 Lugar — O chassi mais utilizado

PROS

* Organismo Modelo

* Rapido crescimento

* Genoma sequenciado

* Muitas informagoes disponiveis

* Diversas ferramentas e partes
padronizadas

* Facil manipulacao

* Facil transformacgao (ex: Choque
térmico)

* Armazenamento por longos periodos

(-802C por até 10 anos)

CONTRAS

Nao secreta produtos

Nao realiza modificacdes co e pds-
traducionais

Problemas com expressao de genes

eucarioticos



COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

3) Reconhecer nos sistemas bioldgicos partes (genes, proteinas, metabdlitos) que controlam funcdes

especificas nas células e usa-los para gerar circuitos légicos que realizam uma fung¢ao bioldgica desejada.

Elementos envolvidos no controle da expressao génica e genes reporteres.
Exemplos:

* Riboswitches

* Reguladores transcricionais
* miRNA

e Peptideos de auto-clivagem
* Peptideo sinal

* Promotores
 Terminadores

* Enzimas



o Promotores

Characteristics Example References

Constitutive Pcpc560  (Huang et al., 2010; Zhou et al., 2014; Englund et al., 2016; Ruffing et al., 2016; Ferreira et al., 2018; Li et al., 2018; Liu and Pakrasi, 2018)
Inducible

co, PcpcB (Sengupta et al., 2019)

Cobalt PcoaT (Peca et al., 2008; Guerrero et al., 2012; Englund et al., 2016)
Copper PpetE (Briggs et al., 1990; Guerrero et al., 2012; Englund et al., 2016)
Green-light PcpcG2 (Abe et al., 2014a)

Heavy metals Psmt (Guerrero et al., 2012)

Light PpsbA2 (Englund et al., 2016; Liet al., 2018)

Nickel PnrsB (Pecaet al., 2008; Englund et al., 2016)

Nitrite PnirA (Qi etal., 2005)

Rhamnose PrhaBAD  (Kelly et al., 2018)

Uv-B PpsbA3 (Maté et al., 1998)

Zinc PziaA (Peca et al., 2008; Englund et al., 2016)

Repressible

co, Prbc (Sengupta et al., 2019)

High light intensity PcpcB (Sengupta et al., 2019)

Lacl (IPTG Inducible)  Ptrc (Huang et al., 2010; Guerrero et al., 2012; Oliver et al., 2013; Markley et al., 2015; Ferreira et al., 2018; Li et al., 2018)



o Riboswitches

Elementos regulatérios de mRNA que controlam se a secao de codificagao da proteina é lida ou nao. Eles sao
compostos por 2 dominios funcionais (aptamero e plataforma de expressao).

Encontrados em regioes nao codificadoras (5’UTR) .

A presen¢a ou auséncia de um gatilho (de pequenos ions metalicos, aminoacidos, proteinas e outras moléculas de
RNA), ou alteragdes de temperatura e pH, causam uma mudang¢a na conformac¢ao do riboswitch, permitindo ou

nao que a regidao codificadora da proteina seja lida por um ribossomo e traduzida.

RBS hidden

RNA riboswitch RNA riboswitch

On Off

Aptamero



o MiRNAs
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o Peptideos de auto-clivagem

Ex. Peptideos 2A

Fused Protein

* Promovem salto ribossomico durante a tradugao que —
resulta na producao de peptideos independentes a partir Gene A Gene B
de um mRNA.

* Proteina do gene A retém em seu C-terminal todos os Protein A
aminoacidos 2A, exceto o residuo (prolina) 2A peptide

* A prolina permanece ligada ao N-terminal da proteina do i e
SR rotein
gene B. %
—

https://doi.org/10.1038/sigtrans.2015.4



o Peptideos sinalizadores

e Sao sequéncias de 15 a 30 aminoacidos envolvidas
na translocacao de proteinas através de diferentes
membranas.

* Direcionamento para: reticulo endoplasmatico,
mitocondrias, cloroplastos a membrana

citoplasmatica, por exemplo.

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-058757-5.50031-7
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o Proteinas fluorescentes

Muito utilizadas como proteinas

Vé

reporteres.

mPlum
mGrape2
mRaspbermy
mGrape1
mCherry

' mStrawberny

mTangerine

& {dTomato

morange

= ERE]

mHoneydaw




COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

4) Caracterizar e padronizar essas partes, para que elas possam ser reutilizadas.

Sao sequéncias de DNA de estrutura e fungcao definidas que compartilham uma interface em

comum, flanqueadas por uma por¢ao a jusante e a montante universal — Modularidade

EcoRI-HF  Spel Xbal Pstl EcoRI-HF Pstl | Xbal | Spel

Xbal IF'stI EcoRI-HF| Spel ¥bal Spel 1
ﬁ! L ACTAGT
UPEItmam @ \Damindionf T G A T C A >
region raglu:-n i f =
l Cut EcoRI-HF Cut Xbal l Cut EcoRI-HF A%
& Spel &Pstl & Pstl

region |
CTAGT
EcoRI-HF Spel Xbal Pstl EcoRI-HF Pstl A
\L}(bal { | Spel | ' » A
| ’ ! i /,/"‘.. _,'\

TGATC
N | v

Mixed site

/ﬁb\ CTAGT ~
£ e ) A Q@




* Padronizar as partes com extremidades contendo sitios de Enzimas de restri¢ao do tipo IIS (ex. Bsal) — clivam

fora do local de reconhecimento

 Montagem de multiplos fragmentos de DNA em uma ordem linear definida.

&

5... GGTCTC (N),"...3
3... CCAGAG(N),,...5

S SN SN S S —

Bsal Bsal

5 INGAGACC 3' 5 GGTCTCI‘I. 3
3 NCTCTGG 5' 3 CCAGAG 5

o 5 GGTCTCNENER >
Destination 3 CCAGAGH g

Bsal digested

Assembled
vector

5 NGAGACC 3’
¥ CTCTGG &

T4 DNA
ligase & Bsal




Simbolos padrao em biologia sintética

rna stability element assembly scar

ﬁ promoter —  primer binding site
[ > ds | restriction site
() ribosome entry site ][ blunt restriction site
—l_ terminator L—  5’sticky restriction site
operator |—| 3'sticky restriction site

[]| insulator —= 5’overhang

>:< ribonuclease site —— 3’overhang

<

>|( protease site signature

user defined

I

? protein stability element

(O origin of replication
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Synthetic Biology

* BIOFAB plasmid set - Endy A Promoters  5'UTRs ’m..“ CDSs Terminators
e CIDAR MoClo Extenspn, Volume | - Murray o ) @@ @ @ @ --- --- - - m
» CIDAR MoClo Parts Kit - Densmore Reades

» CyanoGate Kit - McCormick m (4 @- 78] (B4 E (] --- --- '- i)
« EcoFlex MoClo Toolkit for E. coli synthetic biology - Freemont i) @[E 07 @ Ls) -.-- --— 7] (78] [T
» GoldenBraid 2.0 Kit - Orzaez pp—— - - Y A T A

* GoldenPiCS Kit - Gasser, Mattanovich, & Sauer level 0 modules E’:"l\ ‘@‘ . - Z _-

* Marionette Sensor Collection - Voigt

e MoChlo: Modular Cloning Chloroplast Toolbox - Lenaghan
* MoClo Toolkit - Marillonnet

* MoClo Pichia Toolkit - Sieber

¢ MoClo Plant Parts Kit - Patron

» MoClo Plant Parts Il and Infrastructure Kit - Stuttmann
* MoClo Yeast Toolkit (YTK) - Dueber

o Start-Stop Assembly Toolkit - Heap

» Sybody Generation Toolbox - Seeger

* The Mammalian Toolkit - EI-Samad

» Ubigate Collection - Trujillo

¢ Yeast GoldenBraid Cloning System and Toolkit - Bernat C
» Yeast GPCR-sensor Toolkit - Ellis

» Yeast Secrete and Detect - Marillonnet

TACT 7G)
P u Cos
Cytosolic protein

Return to Top Image from Weber et al., PLoS One. 2011 Feb 18,6(2):€16765.



COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

5) Escolher as partes para compor dispositivos, circuitos e sistemas — Programar o comportamento celular

(Multioellular mf)

\_ -Organized Multicellular Sﬁm

smms e Sﬂ'z '/:\\_/’
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S \c'rcuns XOR gate Amoooon)smj .msm» Module "> c:“h:a
o 2 9Z0 ene =
74 | Devices i ot
2 m GO“‘MWJ : .................... .: mmm Self
— a® -- 0@ > e (&) o
Parts e o R  Co-hsL. Sgnatin
N S A
DNA ATGCGATTGCCCGTCCATTTTTAACGGATGCC TSl s Datection
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PORTAS LOGICAS — ALGEBRA DE BOOLE

Dispositivos que operam e trabalham com um

ou mais sinais ldgicos de entrada para produzir

apenas uma saida.

Logica Booleana: niveis logicos0 e 1

Nivel 16gico 0 Nivel l16gico 1

Falso Verdadeiro
Desligado Ligado
Baixo Alto
Sim Nao
Auséncia Presenca

NOT
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sSensors actuators

Analogo a um sensor eletromecanico, uma rede de sinalizagao celular normalmente
consiste em trés maddulos interconectados:

* Os sensores de entrada

e O processamento interno

e Circuitos reguladores e atuadores de saida para permitir a deteccao de sinal e

adaptac¢oes oportunas na fisiologia celular.

https://doi.org/10.1016/j.bios.2012.08.011



https://doi.org/10.1016/j.bios.2012.08.011
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 Permite predizer e simular o comportamento de um Kaif
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COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

6) Realizar a montagem das partes bioldgicas na pratica — Processo de conectar uma parte a outra, formando partes

maiores e com fung¢des mais complexas (Métodos Biobricks e MOCLO).

LEGOS BIOBRICKS

ERE R Pranpr.
o . : . .

Want to change the engine? Want to change the promoter?

biobricks concept 2 l restriction enzymes

ﬁ

new promoter

new engine +
ligase
R :
new car new gene

Figure2: The concept of interchangeable parts in biobricks

http://www.biochem.hku.hk/synbio/?page id=148
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COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

7) Testar a construc¢ao

Design » Build » Test

-
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COMO CONSTRUIR MAQUINAS BIOLOGICAS?

7) Testar a construc¢ao

Deu certo???

Design » Build » Test
st sase
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PILARES DA BIOLOGIA SINTETICA

. - Capacidade de olhar para um sistema complexo de uma
maneira mais simples, isolando as variaveis para facilitar a compreensao.




APLICACOES NA AGRICULTURA

Mool Aok

Biosensor baseado em plantas para detectar a
presenca de pesticidas organofosforados
proibidos

https://doi.org/10.1038/s41589-023-01447-7

Plantas contendo circuitos moleculares, que lhes permitirem
se ajustar adequadamente ao seu ambiente (Poluentes
ambientais, nutrientes, estresses abidticos e outros fatores

ambientais).




(z THE C, RICE PROJECT

Driven by the Future Needs of Developing World Agriculture

>

= &
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O rendimento do arroz, uma graminea do 'tipo C3 ', é limitado pela inerente ineficiéncia da
fotossintese C3.

As espécies C4 , como o milho e o sorgo, sao mais eficientes na assimilagao de carbono do que as
espécies C3 e, além disso, apresentam maior eficiéncia no uso da agua, melhor eficiéncia no uso
do nitrogénio e tolerancia a temperaturas mais altas.

Hipotese - A eficiéncia fotossintética no arroz pode ser melhorada através da engenharia da
maquinaria fotossintética para incluir componentes funcionais da via do tipo C4.



TECNOLOGIA CELL-FREE

* Abordagens tecnoldgicas que envolvem a manipulac¢ao

de componentes celulares sem a presenca de células

intactas.
(A) Extract preparation
— i’ — Y
Pre-lysis E Post-]ysis
(harvest) ; (option)
Lysis l ' R
1
]
Gl R, |
a0 2. )1
Rifs Lo ;

———————————————————————————

(B) Cell-free protein synthesis r\l {\
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(C) Optimization . :
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https://doi.org/10.1016/B978-0-12-824469-2.00016-6

Sintese rapida de proteinas de interesse.
Contornar o problema potencial de toxicidade
nas células.

Contornar as questdes regulamentares das

células geneticamente modificadas.

Desafios

1 - Estabilidade a longo prazo das
reagoes.
2- Reproducao fiel de processos celulares

complexos fora do ambiente celular.



XENOBOTS

Organismos vivos programaveis sao promissores
dentro da medicina regenerativa e da biologia

Eduardo Moraes Rego Reis fala sobre a realidade dos robés biolégicos, destacando que a aproximacgéo da * Configuragdes capazes de se mover: células da
biologia molecular com a Inteligéncia Artificial € promissora para hipbteses que podem ser aplicadas na

GG
a[p|n[e

“As simulagdes mostraram as melhores configuracoes para NAo Sao sapos.

- ele agiam como uma estrutura para manter
pratica

o xenobot inteiro, enquanto as contra¢oes das

células do coracao empurravam a maquina para

a frente.

e Sobreviveram 1 semana sem adicao de
nutrientes.

 Genomicamente sao 100% DNA de Sapos, mas

células do coragdao e da pele de sapos pensando em
algumas fung¢des, como locomogao e transporte, com

diferentes niveis de sucesso”



GENOMA MINIMO

* Mpycoplasma genitalium (580.070 pb) - 477 genes:

— ~120 genes nao sao necessarios para o crescimento em lab

— ~350 genes sdo necessarios para o crescimento em lab
M .genitalium JCVI-1.0

Thursday, Jan. 24, 2008
TIME SCIentISt Creates Life — Almost

............. O By Alice Parl

Complete chemical synthesis,
assembly, and cloning of a

Mycoplasma genitalium . .
genome. http://www.sciencemag.org/content/319/5

Gibson et al. Sclence 319(5867): 867/1215.abstract




PRIMEIRO ORGANISMO SINTETICO

Creation of a Bacterial Cell Controlled by a Chemically Synthesized
Genome

Daniel G. Gibson et al.

Science 329, 52 (2010);

AVAAAS DOI: 10.1126/science.1190719

RESEARCHARITIC|F

Creation of a Bacterial Cell Controlled
by a Chemically Synthesized Genome

Daniel G. Gibson,! John I. Glass,* Carole Lartigue,* Vladimir N. Noskov,* Ray-Yuan Chuang,*
Mikkel A. Algire,® Gwynedd A. Benders,? Michael G. Montague, Li Ma, Monzia M. Moodie,*
Chuck Merryman,* Sanjay Vashee,' Radha Krishnakumar,' Nacyra Assad-Garcia,”

Cynthia Andrews-Pfannkoch,* Evgeniya A. Denisova,” Lei Young,* Zhi-Qing Qi,*

Thomas H. Segall-Shapiro,* Christopher H. Calvey,* Prashanth P. Parmar,* Clyde A. Hutchison 111,
Hamilton 0. Smith,? ). Craig Venter'?*

Custo = 20 milhoes de ddlares

Next big Future - http://nextbigfuture.com/




COMO ACONTECEU?

Anunciada a criacao da primeira linhagem de células viaveis
de um ser vivo controlada por um genoma totalmente
sintetizado em laboratorio

Pesquisadores transformaram uma vida em outra, no caso
uma bactéria Mycoplasma capricolum em outra, a
Mycoplasma mycoides

Grupo de Venter transferiu o genoma de uma bactéeria em
outra que assumiu o0 comportamento da primeira




Dois dias apds o transplante, as células deixaram de conter o DNA
original da M. capricolum (seja porgue ele foi destruido ou diluido
no processo de replicacdao) e apresentavam um Uunico tipo de
material genético, o cromossomo sintético da M. mycoides

Em toda essa operacao, apenas 14 genes sem muita importancia
da M. mycoides se perderam ou foram anulados




O transplante de DNA passo a passo

Como os cientistas fizeram a célula de uma bactéria ser controlada pelo genoma sintético de outra

o Os pesquisadores do JCVI sequenciaram o
genoma da bactéria Mzcograsma mgcofdes,
um Unico cromossomo com cerca de
1,1 milhdo de pares de bases, e
armazenaram os dados num computador.

v e Em sequida, pediram a um laboratério que

todo o DNA do organismo fosse sintetizado
em 1.078 fragmentos de acordo com
especificacbes bastante precisas.
Denominado tecnicamente cassette, cada
fragmento tinha 1.080 pares de bases

e mais uma determinada sequéncia de

80 pares de bases em cada extremidade,

\ Gtil para a remontagem de todo o genoma.

junho de 2010 - PESQUISA FAPESP



Quebrado em pedacgos,

o genoma sintético foi
inserido na Saccharum:ces
cerevisige. Dentro da
levedura, os fragmentos
de DNA foram unidos
progressivamente na
ordem correta com o
auxilio do sistema genético
do fungo. Primeiro, os
cientistas juntaram todos
os cassettes em trechos de
DM A com 10 mil pares de
bases. Depois, cada trecho
foi ligado até originar

1 segmentos com 100 mil
pares de bases. Por fim, os
segmentos foram unidos e
0 cromossomo, remontado
na célula de levedura.

junho de 2010 - PESQUISA FAPESP

¥

©

O cromossomo foi entao
retirado da levedura e
transplantado para células
de uma bactéria
semelhante, a Mycoplasma
capricolum. As células
receptoras aceitaram o
DM A implantado, passaram
a produzir as proteinas da

M. mycoides e a se reEI icar

normalmente. Nascia o
primeiro organismo regido
por um genoma sintético,
a bactéria M. mycoides
JCVI-synl.0.

R HIEL DS NEVES



ORGANISMOS SINTETICOS..COMO FAZER..

Vida em 7 etapas
Entenda como a equipe do americano Craig Venter criou uma célula com DNA sintético

1. Nao comece do zero

Ninguém sabe redigir um genoma inteiro a partir do zero. Por isso, os cientistas partiram de uma bactéria que ja existe
na natureza: a M. mycoides. Ela foi escolhida porque tem um genoma considerado pequeno, com “apenas” 1 milhao de
letras (o genoma humano € 3 200 vezes maior).

2. Leia o DNA original

Os cientistas escaneiam o DNA dessa bactéria. Para fazer isso, aplicam enzimas que quebram o DNA em pequenos
pedacos - que entdo sao submetidos a um campo magnético, lidos com raio X e digitalizados. E a mesma técnica que
Craig Venter usou para decifrar o genoma humano.

3. Altere no computador

Com a sequéncia genética digitalizada, os cientistas podem edita-la no computador - como se fosse um arquivo de
Word. Eles rescreveram trechos do DNA, incluindo 4 mil novas letras genéticas - que incluem informacdes como o nome
da empresa de Venter e trechos de livros.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml



4. Transforme em molécula

Hora de transformar o codigo digital em genoma. Para isso, os cientistas manipulam as 4 substancias quimicas que
compdem o DNA na natureza - adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C). Cada uma delas corresponde a uma
letra do genoma artificial - que € montado em blocos de 1 000 letras.

5. Insira num fungo

Os blocos sao injetados em fungos, que comecaram a junta-los em pedacos maiores. Os fungos fazem essas emendas
aleatoriamente, sem critério. Por isso, os cientistas precisam tentar o procedimento muitas vezes - até que, por pura
tentativa e erro, os fungos remontem os pedacos de DNA na ordem correta.

6. Repita o processo

Conforme os fungos vao acertando a montagem do DNA, o genoma vai ficando maior. Primeiro, eles juntaram blocos de
1 000 letras genéticas em grupos de 10 mil. Depois, 100 mil. Por fim, 1 milhdo de letras - elas formam um cromossomo
sintético que contém o DNA criado pelos cientistas no computador.

7. Implante numa célula

O cromossomo € injetado num ser vivo - no caso, uma bactéria chamada M. capricolum. Sob o controle do genoma
artificial, essa bacteria se transforma numa nova espécie, cujas caracteristicas sao definidas pelo DNA artificial. Esta
criada uma forma de vida sintética.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml






MAS PARA QUE TUDO ISSO?

Producao de combustiveis

Os organismos sinteticos poderiam ser manipulados para produzir hidrogénio - um combustivel altamente eficiente, e
cuja queima nao polui o0 ambiente. Na natureza, ja existem genes capazes de fazer isso: estao presentes em
determinadas bacterias marinhas, gque sao capazes de "comer" metano e excretar hidrogénio como resultado.

Cura de doencas

A ideia e conceber bacterias que ajudem a combater certos tipos de doencas, como cancer e infeccoes resistentes a
antibioticos. Bastaria criar um microorganismo programado para se alimentar de determinada proteina (que so exista
nas celulas que vocé deseja destruir, como as cancerosas) e injeta-lo no organismo.

Lombate ao aguecimento global

O processo de fotossintese € a transformacao de agua, CO2Z e luz em oxigénio e agucar. Com a engenharia genetica,
talvez seja possivel criar microbios que fagam a fotossintese com mais eficiéncia do que as plantas - e removam mais
C02 da atmosfera, reduzindo o efeito estufa e brecando o aquecimento global.

Fim do lixo

Os lixoes e os oceanos do mundo estao cheios de plastico - que levara centenas de milhares de anos para se degradar e
desaparecer. Mas na natureza ja existe uma bacteria, a Flavobacterium, capaz de comer um plastico: nailon. A biologia
sintetica poderia aperfeicoar essa capacidade, criando um micro-organismo que pudesse digerir todos os tipos de
plastico.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml



HA RISCOS?

Acidente biologico

Se as bacterias comedoras de COZ escapassem do controle, por exemplo, e consumissem todo esse gas da atmosfera
terrestre, a temperatura no planeta cairia para -18 C. Os cientistas dizem que os organismos artificiais serao
propositalmente frageis, incapazes de sobreviver fora de determinadas condicoes. Mas sempre existe a possibilidade de
que eles sofram mutacoes - e se transformem em pragas incontrolaveis.

Guerra e terrorismo

Lembra dos ataques terroristas com a bacteria antraz, que assustaram os EUA em 20017 Com a biologia sintetica, sera
possivel aumentar a poténcia de armas como essa (desenvolvendo um antraz mais facilmente transmissivel, por
exemplo). Ou entao criar virus artificiais altamente letais e resistentes, contra os quais nao exista nenhum tipo de
tratamento conhecido.

http://super.abril.com.br/ciencia/vida-artificial-587749.shtml



BIOSSEGURANCA

Necessario rigor na contencgao fisica, bioldgica e geografica.
Avaliacdo, independente do risco ambiental, para cada
produto.

Kill switch — mecanismo de autodestruicao desencadeado
por condi¢oes especificas programadas (Ex. Radiagao solar,

alteracao de temperatura, presenga de algum composto).




Sistema toxina-antitoxina e um termometro de RNA NoChill-06

A Kill switch B Kill switch
T=237°C T<37°C
MazE MazF c ! ™~ MazF
0 RBS1 RBS2 conpro R .
37 °C 1 l l l‘ toxin
9 ®
ﬁ o.-' : Ay
L ] ]
antitoxin toxin toxin

Interruptor de interrup¢ao MazF/MazE acionado a frio. A) sob temperatura corporal (37 °C) e B) fora do corpo
(30 °C)

https://parts.igem.org/Part:BBa_K3606028



THE REGULATION OF SYNTHETIC BIOLOGY
A GUIDE TO UNITED STATES AND EUROPEAN UNION REGULATIONS, RULES AND GUIDELINES
SynBERC and iGEM Version 9.1 January 10, 2012

Shlomiya Bar-Yam, Jennifer Byers-Corbin, Rocco Casagrande, Florentine Eichler, Allen Lin, Martin Oesterreicher,
Pernilla Regardh, R. Donald Turlington, and Kenneth A. Dyel

INTRIODIICTION sruiuetnsseassansonsnsnes sus sassns snssns ans s ass sas sassas sas sas sms nssms om 4o 40m 408 408 400 888 00R SRS 00K 84S H08 KOLE 08 08 S48 R0S SuEmOS RES 01
UNITED STATES FEDERAL REGU LATIOM S ctti et veenrs nesns nssns sasass sasans s vmssas vns annsns asmmas san as sns s vms snssns sen s o2
MNIH Guidelines o0z
EPA Regulations 05
USDA APHIS Regulations o7
FDA Regulations 09
Commerce Department Regulations 09
Select Agent Rules 11
HHS Synthesis Screening Guidance for Providers of Synthetic Double Stranded DNA 12
EUROPEAN UNION DIRECTIVES AND REGULATIOMS ..ot et mes e ns ss srsrms v sns s s sns s sas sm ms s sns s masnnas 14
Directive 90/219/EEC on Contained Use of GMMs 14
Directive 2001/18/EC on Deliberate Release into the Environment of GMMs 17
Regulation 1829/2003 on Genetically Modified Food and Feed 17
Regulation 1830/2003 Concerning Traceability and Labeling of GMOs 19
Regulation 428/2009 on Export Controls of Dual-Use Goods 20
European Agreement Concerning International Carriage of Dangerous Goods by Road 22
EU Legal Framework Concerning the Prevention of Bio-Terrorist Acts 22
Directive2004/35/EC on Environmental Liability 23
INTERNATIOMNAL TREATIES AND AGREEM EN TS i tiessnins e sssas sassissss veseas ns s sms sss sasasssss sns sas sns sas snn ssssms asns 25
Convention on Biological Diversity 25
Cartagena Protocol and Nagoya-Kuala Lumpar Supplementary Protocol on Liability 25
UN Bioweapons Convention 26
The Australia Group Guidelines 26
CONCLUSIONS — CURRENT COVERAGE AND FUTURE PROSPECT . uui i ussarsasns assmssas vesasmns svn sasasn san snssans 28

http://synberc.org/sites/default/files/Concise%20Guide%20t0%20Synbio%20Regulation%200YE%20Jan%202012_0.pdf



* Criada em 2003 pelo MIT.

* Encontro anual de equipes de universidades de todo o
mundo, que apresentam seus projetos de Biologia
sintética.

* O objetivo das equipes - criagao de dispositivos biologicos
inovadores que permitam a solu¢gao de problemas
humanos relevantes.

* A competicdo era exclusivamente para alunos de

graduacdao, mas hoje conta com divisGes especiais para

alunos do ensino médio, empreendedores e

programadores de software.
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Local people solving local problems all
over the world

Through iGEM, people are creating synthetic biology ecosystems around the world. There are hundreds of
success stories originating at iGEM.

IGEM TEAMS SINCE 2004

1817 1259 1059 192 30

ASIA NORTH AMERICA EUROPE LATIN AMERICA AFRICA




* Cada equipe recebe em sua universidade um kit com partes de
DNA padronizadas.

* Os alunos terao alguns meses para construir um material
genético inédito e capaz de solucionar o problema que eles
inicialmente propuseram.

* As equipes precisam criar uma pagina na internet do tipo Wiki

para registrar o passo-a-passo do projeto, utilizando uma

linguagem acessivel para todos os publicos.

* Ao final do ano os alunos deverao participar do encontro regional do iGEM, chamado Jamboree, que ira selecionar
os finalistas para a grande competicao no MIT.
* Ao final da competicao, dependendo do quanto a equipe conseguir realizar, podera receber medalha de ouro, prata

e bronze.



Registry of Standard Biological Parts

Catalog

+ Browse collections
* Browse well documented parts * frequently used parts

+ Browse chassis

* Browse user-supplied catalog pages - these pages have not undergone curation by the Registry but have been made by t

Browse parts by type

Catalog List

-

-

i) i) (i)

Promoters (2): A promoter is a DNA sequence that tends to recruit transcriptional machinery and lead to

transcription of the downstream DNA sequence.

Ribosome Binding Site/about (2): A ribosome binding site (RBS) is an RNA sequence found in mRNA

to which ribosomes can bind and initiate translation.

Protein domains (2): Protein domains are portions of proteins cloned in frame with other proteins
domains to make up a protein coding sequence. Some protein domains might change the protein's location,

alter its degradation rate, target the protein for cleavage, or enable it to be readily purified.

Protein coding sequences (2): Protein coding sequences encode the amino acid sequence of a particular

protein. Note that some protein coding sequences only encode a protein domain or half a protein. Others
encode a full-length protein from start codon to stop codon. Coding sequences for gene expression
reporters such as LacZ and GFP are also included here.

Translational units (2): Translational units are composed of a ribosome binding site and a protein coding

sequence. They begin at the site of translational initiation, the RBS, and end at the site of translational
termination, the stop codon.

Terminators (2): A terminator is an RNA sequence that usually occurs at the end of a gene or operon

mRNA and causes transcription to stop.

Browse parts and devices by function

This section replaces the previous Featured parts pages.

GBEQEUR

s

Otaice

Biosafety: Parts and devices improving biological containment.

Biosynthesis: Parts involved in the production or degradation of chemicals and metabolites are listed here.

Cell cell signaling and quorum sensing: Parts involved in intercellular signaling and quorum sensing between bacteria.

Cell death: Parts involved in killing cells.

Coliroid: Parts involved in taking a bacterial photograph.

Conjugation: Parts involved in DNA conjugation between bacteria.

Motility and chemotaxis: Parts involved in motility or chemotaxis of cells.

Odor production and sensing: Parts the produce or sense odorants.

DNA recombination: Parts involved in DNA recombination.

Viral vectors: Parts involved in the production and modification of Viral vectors.



TIMES IGEM BRASILEIROS

e Utilizagao de bactérias probidticas geneticamente modificadas para a
produc¢ao controlada de insulina, diretamente no intestino do portador
de diabetes tip 1.

Caco-2 Assay

Penetratin

PT7 RBS

GFP His-tag B term

Unesp, 2018

SDS-PAGE

Psrf RBS yncM Penetratin SCI-57

His-tag rrnB term




Foi desenvolvida uma planta transgénica com uma enzima
capaz de metabolizar os neonicotindides do seu podlen

*Um promotor de pdlen especifico, para evitar tecidos fora do
alvo.

‘Um peptideo LP4/2A , para permitir a expressdo de dois
genes sob o mesmo promotor.

‘Uma enzima CYP6G1l , para metabolizar o pesticida
£ Imidaclopride.

*Um gene reporter GUS , para testes de expressao qualitativos
e quantitativos.

LATS2

CL

Jeann

ICB — USP, 2021

Figure 1. Schematic representation of the Let.it.bee.’s genetic circuit.



‘ Metabolism of
Metabolism of Cofactors, ¥itamins, and
Complex Carbohwirates Other Substances

& WW S 7 e . . ~n L]
» Mapa Metabdlico - Sumariza a interdependéncia e
: " Nucleotide e - coordenacgao das reagdes anabdlicas e catabolicas
Metabolism of SR Metabolism é‘::
Complex Lipids § i 4

Metabolisma of Mais de 1000 reacdes podem ocorrer
Other Amino Acals

ao mesmo tempo em E. coli




SITES INTERESSANTES E VIDEOS...

THE SYNTHETIC BIOLOGY PROJECT (http://www.synbioproject.org/about/)
SYNBIOSAFE (http://www.synbiosafe.eu/)

JCVI (http://www.jcvi.org/cms/research/groups/synthetic-biology-bioenergy/)
https://www.youtube.com/watch?v=UWXVgwHYtEM
https://www.youtube.com/watch?v=-gnTr7itDHc
https://www.youtube.com/watch?v=1YIME6_VsXk




ESTUDO DIRIGIDO

1. Viés de codons

2. O que sao Chassis

3. Partes, dispositivos e sistemas em biologia sintética
4. Pilares da Biologia Sintética

5. Importancia de estudar o Genoma minimo

Leitura recomendada

Silva & Paulillo, Biologia Sintética: possibilidades e desafios, Revista Biologia,,
14(1):33-39, 2015.

Moe-Behrens et al. Preparing synthetic biology for the world. Frontiers in
Microbiology, 4: 5, 2013.

Pivetta, M. A sintese da criacao. Pesquisa FAPESP, 172, 2010.

GENETICA

Uma ferramenta
para editar o




