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Resumo. A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma das ferramentas utilizadas para análise 
dos micro-organismos em ambientes e se destaca por sua alta praticidade e baixo custo. Entretanto, 
a otimização das condições de reação torna-se fundamental na busca do perfil polimórfico. Nesse 
trabalho, bactérias provenientes de lodo ativado e solo impactados com efluente industrial foram 
analisadas por RAPD buscando relações de similaridade genética. Os níveis de similaridade entre os 
isolados de lodo e de solo variaram entre 91,9% a 56%. Através da otimização das condições de reação 
da RAPD, um iniciador genético foi selecionado e permitiu gerar um perfil polimórfico de bandas 
característicos para o conjunto de micro-organismos isolados, que poderá ser utilizado como controle 
de presença/ausência destes isolados.
Palavras-chave. Comunidade bacteriana de lodo e solo; hidrocarbonetos policíclicos aromáticos; RAPD

Abstract. The RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) is an ease and inexpensive tool to analyze 
microorganism in the environment. However, the protocol optimization is a crucial step to provide a 
suitable polymorphic profile.  In the present work, bacteria obtained from activated sludge system and 
soil impacted with industrial effluent were studied by RAPD technique to provide genetic similarities 
relationships.  A similarity level of 91.9% to 56%, between isolated sludge and soil were observed.  A 
genetic starter was selected after protocol optimization and a characteristic polymorphic bands profile 
generated to isolated microorganisms. The presence or absence of the isolated microorganisms in 
samples can be controlled by using the obtained polymorphic profile. 
Keywords. Sludge and soil bacterial community; polycyclic aromatic hydrocarbons; RAPD

Contato:  fernandaromanholi@yahoo.com.br

Introdução
Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) 

são compostos químicos constituídos unicamente de áto-
mos de carbono e hidrogênio, arranjados na forma de dois 
ou mais anéis aromáticos. O metabolismo dos HPAs gera 
epóxidos com propriedades carcinogênicas e mutagênicas, 
tendo sido relatados inúmeros casos de câncer em pulmão, 
intestino, fígado, pâncreas e pele, devido à presença destes 
compostos (Azevedo et al., 2013).

Dentre as fontes antropogênicas destes compostos po-
de-se destacar os processos industriais, aquecimento domés-
tico, emissões automóveis, incineração, extração, transporte, 
refino e transformação do petróleo e seus derivados (Ravin-
dra et al., 2008). Muitos destes compostos são descartados no 
ambiente através dos efluentes e sua degradação pode ocor-
rer abioticamente no ambiente através de processos químicos 
e físicos. No entanto, estes processos são lentos, incompletos 

e podem gerar intermediários mais tóxicos que as moléculas 
originais (Motelay-Massei et al., 2003). Uma estratégia para 
possível eliminação/redução na concentração dos HPAs de 
ambientes contaminados é através da biorremediação em 
que micro-organismos são capazes de metabolizar estes 
compostos (Pereira e Freitas, 2012).

Um ambiente propício para o isolamento de micro-
-organismos com esta capacidade são os lodos ativados (es-
truturas em forma de flocos contendo fragmentos orgânicos, 
inorgânica, células mortas e, principalmente, uma grande 
variedade de bactérias) e solo contaminado por petróleo/
efluentes industriais. 

A introdução de técnicas de genética molecular, no 
início da década de 80, permitiu que os estudos de identi-
ficação, caracterização e mapeamento genético passassem a 
ser realizados com maior segurança, rapidez e eficiência. A 
descoberta de novas gerações de marcadores moleculares, 
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Pharmacia Biotech) e 2 μL (25 ρmol) de cada iniciador se-
paradamente, e água MilliQ® até o volume final de 25 μL. As 
amplificações foram realizadas em termociclador (Perkin 
Elmer Gene Amp® PCR System 2400-Perkin Elmer, USA). 
Os ciclos constaram de uma desnaturação inicial de 94°C/5 
min, seguida por 45 ciclos de desnaturação (94°C/1 min), 
anelamento (35°C/1 min) e extensão (72°C/2 min), com 
uma extensão final de 72°C/10 min. O resultado da reação 
foi avaliado por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%, 
corado com Gel Red (10X diluído DMSO) em tampão TBE 
(45 mM Tris borato, 1 mM EDTA pH 8,0). Os géis foram 
visualizados sob luz ultravioleta e documentados utilizando-
-se sistema de fotodocumentação MiniBisPro (BioAmerica 
Inc.). Os produtos de amplificação foram comparados com 
padrões de peso molecular fago lambda digerido com Hind 
III (Promega).

Análise da variabilidade genética. As análises de simi-
laridade e de agrupamento entre os micro-organismos foram 
realizadas utilizando o programa Gel Compar v. 5.0 (Applied 
Maths, Belgium) empregando-se o coeficiente de Jaccard e o 
método da média aritmética não ponderada (UPGMA), es-
tabelecendo as relações genéticas entre os diferentes isolados.

Resultados e discussão
Com base na otimização da reação de RAPD, foram 

avaliadas diferentes concentrações de DNA, sendo que a 
concentração de 30 ng foi a que apresentou a melhor defini-
ção e intensidade das bandas de DNA no gel de agarose. Foi 
estabelecido como condição ótima para a reação de RAPD, 
a concentração de 3,0 mM/reação de MgCl2 e 2U/reação de 
Taq polimerase, conforme mostra a Figura 1.

A utilização de pequena quantidade de Mg+2 ou mes-
mo sua ausência durante as reações de amplificação pode 
resultar na inatividade da DNA polimerase. Enquanto que 
o excesso de Mg+2 pode provocar a redução da fidelidade 
enzimática e aumentar a formação de produtos não especí-
ficos (Kinsuat e Kumar, 2007). Analisando a Figura 1, linhas 
1-3, 10-12 e 19-21, observa-se quatro bandas na presença da 
menor concentração de Mg+2 (1,5 mM). No entanto, quan-
do a reação ocorreu nas demais concentrações (2,0 ou 3,0 
mM de Mg+2), constata-se cinco bandas, conforme pode ser 
observado nas linhas 4-6, 7-9, 13-15, 16-18, 22-24 e 25-27, 
alcançando-se assim com estes valores um maior número de 

baseados na sequência do DNA, tem possibilitado maior 
detecção de polimorfismo, em comparação com marcadores 
morfológicos ou baseados na análise de proteínas. A RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) é uma técnica mo-
lecular rápida, barata e informativa, que dispensa o conheci-
mento prévio da sequência de DNA alvo. A técnica é baseada 
na amplificação de fragmentos não específicos de DNA, uti-
lizando um único oligonucleotídeo de 10-15 bases de sequ-
ência arbitrária como iniciador através da PCR (reação em 
cadeia da polimerase) (Lacerda et al., 2002). A amplificação 
ocorre quando este iniciador reconhece o sitio de homolo-
gia em ambas as fitas de DNA molde e cada banda referente 
ao produto de amplificação é o resultado da interação entre 
o iniciador e o DNA molde. O polimorfismo é reconhecido 
pela presença de um fragmento amplificado em um dos ge-
nótipos em relação à ausência deste mesmo fragmento no 
outro genótipo, os quais são devido a diversos fatores como 
deleção, duplicação ou mutação no sítio de anelamento do 
iniciador (Lupchinski et al., 2006).

Assim, o presente trabalho visou padronizar a técni-
ca de RAPD, estabelecendo uma metodologia de análise de 
variabilidade genética para bactérias isoladas de solo e lodo 
impactados com efluente industrial.

Materiais e métodos
Coleta de amostras de solo e lodo ativado. Nove 

pontos de coleta de solo foram selecionados em uma área 
industrial situada em Rosário, Argentina, contaminada com 
efluente industrial e uma amostra de lodo ativado foi obtida 
na refinaria de petróleo Gabriel Passos, Betim-MG, Brasil. As 
amostras foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis e 
transferidas para o laboratório, mantidos a -20°C.

Extração do DNA. As amostras de solo de cada pon-
to de coleta foram homogenizadas e peneiradas em malha 
de 2 mm. Porções de um grama de solo de cada ponto de 
coleta foram misturadas a 100 mL de solução salina estéril 
(0,85%) por meio de shaker (120 rpm - 30 min). A partir de 
uma alíquota (100 µL) do sobrenadante foram realizadas di-
luições seriadas (10-3 a 10-7). De cada diluição, alíquotas de 
100 µL foram inoculadas em triplicatas em placas de petri 
com meio de cultura LB (triptona 1%, NaCl 1%, extrato de 
levedura 0,5% e 2% agar). As placas foram incubadas a 37°C 
por 5 dias. Quinze colônias com aspectos morfológicos dis-
tintos, tais como: tamanho, cor, textura, forma e borda da co-
lônia, foram isoladas das amostras de solo, e nomeadas: 1A, 
1B, 1C, 2C, 3C, 4A, 4B, 4N, 5T, 5N, 6N, 6V, 7T, 9B e 9C. Três 
colônias foram isoladas do lodo ativado, conforme descrito 
em Pinhati et al. (2014), e nomeadas: A, F, N. Todos os micro-
-organismos isolados foram cultivados em 10 mL de meio LB 
a 37°C, 250 rpm por 18h. A extração de DNA procedeu-se 
conforme protocolo proposto por Leão (2004).

Otimização da técnica de RAPD. Para verificar a con-
dição ótima de reação, foram realizados ensaios com diferen-
tes concentrações de MgCl2 (1,5; 2,0 e 3,0 mM), Taq DNA 
polimerase (1, 2 e 3U/reação) e DNA (10, 20 e 30 ng). Para a 
RAPD foram selecionados dez iniciadores e suas característi-
cas estão listadas na Tabela 1.

O protocolo de reação de RAPD foi constituído por 5 
μL do tampão 10X (Fermentas), 2 μL de cada dNTP (5 mM; 

Tabela 1. Iniciadores aleatórios selecionados para amplificação 
de DNA de isolados de solo e lodo através da reação em cadeia 
da polimerase (RAPD)

Iniciadores Sequência 5’- 3’ Conteúdo GC (%)

OPA-02 TGCCGAGCTG 70

OPA-05 AGGGGTCTTG 60

OPA-10 GTGATCGCAG 60

OPA-13 CAGCACCCAC 70

OPA-20 TTCCGAACCC 60

OPD-02 GTTGCGATCC 60

OPD-05 GGACCCAACC 70

OPD-10 GGTCTACACC 70

OPD-13 GGGGTGACGA 70

OPD-20 CATCCGTGCT 60
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sendo a menor concentração (3,0 mM) considerada para a 
reação. O mesmo autor também obteve os melhores resulta-
dos utilizando 2U/reação de Taq polimerase. Quanto à con-
centração de DNA, o autor avaliou um espectro de 5 a 100 ng 
de DNA, sendo o melhor resultado obtido dentro da faixa de 
20 a 30 ng. A concentração de 30 ng/reação foi adotada como 
ideal, segundo Martins.

No presente trabalho, foram testados 10 iniciadores, 
dos quais apenas um (OPA-02) forneceu produtos nítidos 
para a amplificação. O iniciador foi utilizado em todas as 
bactérias isoladas, gerando 11 marcas polimórficas e 6 mo-
nomórficas, resultando em uma média de 4,4 bandas poli-
mórficas por iniciador. O número de marcas polimórficas 
por iniciador variou de dois a nove, totalizando 65% de poli-
morfismo (Figura 2).

A análise combinada dos 17 marcadores permitiu a 
construção de uma matriz de similaridade segundo o coe-
ficiente de Jaccard. O método de UPGMA gerou um den-
drograma, onde foram observados diferentes níveis de simi-
laridade (91,9% a 56%). De acordo com o dendrograma foi 
possível verificar a formação de três clusters (A, B e C), cujas 
semelhanças globais foram de 56% (Figura 3).

O cluster A, composto pelos isolados 2C, 5T, 3C, 1B, 
A, F, N, 9B, 1C, 4B, 1A e 7T, apresenta 69,5% de similaridade 
entre estes, sendo possível subdividi-lo em três subclusters (I, 
II e III). Os subclusters possuem índices de similaridades de 
80,8% (2C, 5T, 3C e 1B), 82,4% (A, F e N) e 84,6% (9B, 1C, 4B 
e 1A), respectivamente. O isolado 7T associa-se aos demais 
isolados desse cluster com 69,5% de similaridade. O cluster 
B apresenta 81,3% de similaridade entre os isolados 5N, 6N e 
4A, enquanto o cluster C apresenta o maior índice de similari-
dade entre grupos, com 82,9%, entre os isolados 6V, 4N e 9C. 

bandas. Porém, estes perfis de bandas amplificados com 2,0 
ou 3,0mM de Mg+2 permaneceram-se inalterados entre si. 
Quanto à otimização do efeito da concentração de Taq poli-
merase na reação, o melhor resultado foi obtido com a utili-
zação de 2U/reação, que pode ser observado nas linhas 13-15 
e 16-18, onde as cinco bandas detectadas são bem nítidas e o 
perfil eletroforético revela uma menor intensidade de bandas 
inespecíficas. 

As condições ótimas de reação alcançadas neste pro-
tocolo de otimização da técnica de RAPD são corroboradas 
por resultados obtidos por Martins (2005), que avaliaram a 
variabilidade genética de 83 isolados de Fusarium spp. obti-
dos de diferentes hospedeiros (soja, cacau, tomate, entre ou-
tros), bem como isolados do solo em Piracicaba, SP. Dentre 
as concentrações de Mg+2 testadas por Martins (3,0; 4,0 e 5,0 
mM), este observou que os perfis genéticos também não se 
alteraram em função das diferentes concentrações testadas e 

Figura 1 
 
 

M   1   2   3    4   5   6    7   8   9  10 11 12  13 14 15    16  17 18 19  20 21 22  23 24 25 26 27 

Figura 1. Amplificação de DNA de isolado de solo (4A) com o 
primer OPA-02, para verificar a condição ótima de reação, em 
função da concentração de íons Mg+2 e Taq. M: Marcador de 
peso molecular fago lambda digerido com Hind III (Promega); 
Linhas 1-3: 1,5mM Mg+2 e 1U Taq; Linhas 4-6: 2,0mM Mg+2 e 1U 
Taq; Linhas 7-9: 3,0mM Mg+2 e 1U Taq; Linhas 10-12: 1,5mM 
Mg+2 e 2U Taq; Linhas 13-15: 2,0mM Mg+2 e 2U Taq; Linhas 16-
18: 3,0mM Mg+2 e 2U Taq; Linhas 19-21: 1,5mM Mg+2 e 3U Taq; 
Linhas 22-24: 2,0mM Mg+2 e 3U Taq; Linhas 25-27: 3,0mM Mg+2 
e 3U Taq 

Figura 2. Perfil de RAPD dos isolados de solo com o iniciador 
OPA-02. M) Marcador de peso molecular fago lambda digerido 
com Hind III (Promega); 1) A; 2) F; 3) N; 4) 1A; 5) 1B; 6) 4A; 7) 
4B; 8) 9B; 9) 9C; 10) 6V; 11) 1C; 12) 2C; 13) 3C; 14) 4B; 15) 5T; 
16) 6V; 17) 5B; 18) 7B

Figura 3. Dendrograma obtido através da matriz de similaridade 
genética entre os isolados provenientes de solo e lodo impacta-
dos com efluente industrial a partir de dados obtidos pela técnica 
de RAPD utilizando o método UPGMA. O dendrograma apre-
senta três clusters (A, B e C), sendo o cluster A subdividido em 
três subclusters (I, II e III)

Figura 2 
 
 

Figura 3 
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superar a limitação do conhecimento prévio da sequência de 
DNA para a análise de PCR, no entanto, para que o perfil de 
bandas obtido possa ser utilizado para fins de comparação, é 
fundamental que se realize ajustes nas condições ótimas de 
reação. A otimização da reação de RAPD visa diminuir os 
custos e principalmente, melhorar a qualidade das informa-
ções geradas, possibilitando assim o desenvolvimento de um 
perfil genético-molecular que melhor represente os exempla-
res analizados. 

Os avanços dos estudos moleculares trouxeram um 
aumento significativo nos conhecimentos de genética e evo-
lução com o desenvolvimento de marcadores genéticos para 
uma variedade de propósitos.  A RAPD é uma técnica que 
pode servir de ferramenta para aplicações que incluem: a 
obtenção de identificadores genômicos de indivíduos, va-
riedades e populações; a análise da estrutura e diversida-
de genética em populações naturais; o estabelecimento de 
relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies; a 
construção de mapas genéticos de alta cobertura genômica, 
estabelecimento de relações filogenéticas e diferenciação de 
espécies próximas, analisar a genética de espécies ameaçadas, 
podendo ser utilizada como ferramenta no delineamento de 
estratégias de conservação in situ ou ex situ de plantas, por 
exemplo (Lacerda et al., 2002).

A técnica se destaca ainda por sua simplicidade, o bai-
xo custo, demanda de quantidades mínimas de DNA para a 
realização das análises, possibilidade de estudo de espécies 
sobre as quais não se tem nenhum tipo de informação gené-
tica e a capacidade de conhecer a diversidade e a estrutura 
genética de populações. As principais desvantagens estão re-
lacionadas principalmente a necessidade de otimização das 
condições ótimas de reação e também relacionado a possí-
veis variáveis entre laboratórios, como por exemplo, a tempe-
ratura do laboratório. 

Conclusões 
A técnica de RAPD demonstrou ser uma ferramenta 

satisfatória para análise de variabilidade e similaridade en-
tre os isolados de solo e lodo contaminados com efluentes 
industriais, revelando um perfil genético bem diversificado. 
Um perfil polimórfico, obtido a partir de um único inicia-
dor, revelou à similaridade entre os isolados, destacando que 
entre os ambientes, há espécies com grande diversidade ge-
nética, enquanto observou-se alto grau de similaridade entre 
espécies do mesmo ambiente. As condições ótimas obtidas 
com a padronização da reação de RAPD foram de 3,0 mM 
de MgCl2, 30 ng de DNA/reação, e 2U/reação de Taq polime-
rase. Esta condição de otimização de reação foi fundamental 
para a redução de gastos e a obtenção do perfil polimórfico 
que melhor representasse os micro-organismos em análise. 
A técnica permitiu gerar um perfil de marcadores genéticos 
que podem ser utilizados para monitorar a presença destes 
micro-organismos nos ambientes contaminados.
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Os isolados de lodo ativado revelaram uma alta afini-
dade genética (82,4%) e foram agrupados em um único sub-
cluster (II). Os isolados A e N apresentaram o maior índice 
de similaridade obtido entre todos os micro-organismos 
estudados (91,9%). Este alto índice de similaridade pode ser 
atribuído ao fato destas bactérias terem sido isoladas no mes-
mo ambiente e estarem submetidas a condições ambientais 
similares, no entanto, indicam claramente também que es-
tes micro-organismos isolados são geneticamente distintos e 
podem representar diferentes estirpes da mesma espécie ou 
mesmo pertencerem a diferentes espécies, apesar de terem 
alto grau de similaridade. Segundo Fungaro e Vieira (1996), 
se várias espécies pertencentes a um mesmo gênero forem 
analisadas e uma das bandas do gênero estiver presente em 
todas elas, pode-se concluir que esta banda é um marcador 
especifico do gênero.

O maior e o menor índice de similaridade obtido en-
tre os micro-organismos do lodo (A, F e N) em relação aos 
micro-organismos do solo foi de 78,6% (2C, 5T, 3C e 1B - 
cluster A) e 56% (cluster B e C), respectivamente. Conside-
rando que tais isolados foram obtidos de ambientes distintos 
(solo e lodo ativado), onde estão expostos a diferentes tipos e 
concentrações de poluentes, a alta variabilidade genética ob-
servada entre os isolados é condizente com a diversidade de 
espécies, que se espera encontrar nestes ambientes. De acor-
do com Riser-Roberts (1992), em ecossistemas não poluídos, 
estes micro-organismos com capacidade de degradação dos 
HPAs constituem menos de 1% da comunidade microbiana 
e em ecossistemas contaminados podem chegar a constituir 
quase 100% da comunidade.

Embora muitas bactérias sejam capazes de metaboli-
zar diferentes poluentes orgânicos, uma única bactéria pode 
não possuir a capacidade enzimática para degradar todos, 
ou mesmo a maioria dos compostos orgânicos em um am-
biente poluído. Comunidades microbianas mistas apresen-
tam maior potencial de degradação, porque a informação 
genética de mais de um organismo pode ser necessária para 
degradar o complexo de misturas de compostos orgânicos 
presentes em áreas contaminadas (Jacques et al., 2005).

Em virtude da diversidade de espécies que se espera 
encontrar nestes ambientes e a potencial capacidade destes 
isolados em degradar os compostos poluentes, os marcado-
res observados para estes isolados podem ser utilizados como 
ferramenta para monitorar a presença destes nos ambientes 
em estudo. Considerando-se as condições ótimas de reação, 
o “perfil RAPD” dos isolados obtido pode ser definido como 
modelo para a confirmação da presença destes isolados no 
ambiente. A ausência de algum marcador no perfil de RAPD 
poderá ser indicador de alterações nas condições padrão do 
efluente, que possivelmente pode resultar na redução da taxa 
de crescimento e/ou eliminação de alguma espécie. A técnica 
de RAPD pode se tornar uma ferramenta muito importante 
no conhecimento da diversidade e da estrutura genética de 
populações de fragmentos de DNA, auxiliando no monito-
ramento e permitindo que tais micro-organismos potencial-
mente degradadores de compostos recalcitrantes possam ser 
utilizados como sementes em áreas impactadas (Ferreira e 
Grattapaglia, 1996).

O uso de um iniciador aleatório foi fundamental para 

Silva e col.:  Variabilidade genética de bactérias isoladas de solo e lodo ativado
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Resumo. O DNA é uma molécula reativa e estima-se que mais de 20 mil lesões no DNA sejam induzidas 
de maneira endógena por dia por célula, além de outras induzidas por agentes exógenos como a luz 
ultravioleta, resultando em bloqueio físico das maquinarias de replicação e transcrição do DNA Em 
resposta a lesões no DNA, células ativam respostas que promovem regulação do ciclo celular e reparo 
do DNA, evitando catásfrofes durante a replicação ou na mitose. Caso a quantidade de danos ultrapasse 
a capacidade de reparo, as células podem induzir morte celular como último recurso.  A importância das 
respostas ao dano no DNA é exemplificada por síndromes humanas, com fenótipo de envelhecimento 
precoce ou aumento de risco de câncer, e seu estudo poderá contribuir para o entendimento da 
tumorigênese e desenvolvimento de melhores terapias.
Palavras-chave. Luz ultravioleta; Reatividade do DNA; Reparo do DNA; Xeroderma pigmentosum; 
Tumorigênese; Mutagênese. 

Abstract. DNA is a reactive molecule and it is estimated that more than 20 thousand lesions are induced 
endogenously per cell per day, besides other induced by exogenous agents such as ultraviolet light 
exposure, resulting in physical blockage of DNA replication and transcription machineries. In response 
to DNA damage, cells activate responses that promote cell cycle regulation and DNA repair, avoiding 
replication or mitosis catastrophe. If DNA damage exceeds DNA repair capacity, cells induce cell death 
as last resort. The importance of responses to DNA damage is exemplified by human syndromes 
with premature aging phenotype and increased risk of cancer, and their study could contribute to 
understanding of tumorigenesis and development of improved therapies.
Keywords. Ultraviolet light, DNA reactivity, DNA repair; Xeroderma pigmentosum; Tumorigenesis; 
Mutagenesis. 
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 “Nós não consideramos o possível papel de... reparo [de DNA] 
embora... eu mais tarde vim a perceber que o DNA é tão precioso 
que provavelmente diversos mecanismos de reparo devam exis-
tir” – (Crick 1974)

A reatividade do DNA e necessidade de reparo
Inicialmente, o DNA era percebido como uma macro-

molécula altamente estável, porém somente algum tempo 
depois que a estrutura da dupla-hélice foi desvendada por 
Watson e Crick é que foi compreendida a sua instabilidade 
natural, devido à sua estrutura química e reatividade com 
numerosa quantidade de agentes químicos e físicos. Curio-
samente, muito antes da constatação de que DNA era o 
material hereditário das células, em 1944, já era conhecido 
que agentes ambientais como raios-X induziam mutações 
(Muller, 1927) e que células tinham habilidade inata de se 
recuperarem de irradiação com luz ultravioleta (UV), mes-
mo sem saber exatamente que tipo de dano era induzido em 
células (Hollander e Claus, 1936). O primeiro mecanismo de 

recuperação celular – a fotorreativação – foi descrito em 1949 
(Kelner, 1949), mas foi na década de 60 que foi desvenda-
da a natureza da lesão no DNA provocada por luz UV e o 
mecanismo independente de luz – o reparo por excisão de 
nucleotídeos. Ao longo do tempo, outros tipos de danos no 
DNA, além dos induzidos por radiações, foram descritos re-
afirmando a alta reatividade da molécula de DNA e a neces-
sidade de correção das lesões. A figura 1 resume trabalhos de 
destaque que contribuíram para o entendimento da respos-
ta celular ao dano no DNA através de uma linha do tempo, 
adaptada da revisão de Ljungman, 2010.

Danos no DNA são alterações químicas da dupla-hé-
lice que desafiam constantemente a estabilidade genômica, 
já que podem comprometer o metabolismo do DNA (re-
plicação e transcrição) e resultarem em mutações pontuais, 
durante a fase S, ou em aberrações cromossômicas quando 
existem quebras no DNA. Assim, desempenham importante 
papel nos processos biológicos de tumorigênese e envelhe-
cimento (Friedberg, 2003; Menck e Munford, 2014). Hoje 
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do DNA, dentre os quais: luz UV, radiação ionizante, conser-
vantes de alimentos, poluição atmosférica, fumaça de cigarro 
e quimioterápicos (Fig. 2). 

Luz UV e consequências dos fotoprodutos 
A luz ultravioleta, por ser parte integrante da radiação 

solar, é o agente físico capaz de lesionar o DNA a que estamos 
mais expostos.  A luz UV representa 45% do espectro solar, 
situa-se abaixo do comprimento de onda da luz visível e é 
subdividida didaticamente em três faixas de acordo com o 
comprimento de onda: UVA, com comprimento entre 320 
e 400 nm; UVB, entre 280 e 320 nm e UVC, entre 100 e 280 
nm. A camada de ozônio e a atmosfera terrestre absorvem 
toda luz UVC e grande parte de luz UVB (Rowland, 2006) 

conhecemos diversas causas das modificações no DNA. Mi-
lhares de purinas são perdidas todos os dias, devido à depu-
rinação espontânea do DNA, e as bases nitrogenadas são sus-
cetíveis à deaminação (Lindahl, 1993). Agentes endógenos, 
como o metabolismo da mitocôndria e NADPH oxidases, 
geram espécies reativas de oxigênio como subproduto (Jaru-
ga e Dizdaroglu, 1996) e afetam o DNA além de outras mo-
léculas na célula, como lipídios de membrana. Esse processo 
de peroxidação lipídica da membrana é capaz de gerar ou-
tros compostos – aldeídos – também capazes de reagir com 
o DNA. Estima-se que mais de 20 mil lesões no DNA sejam 
induzidas de maneira endógena por dia em cada célula (Frie-
dberg, 2006). Além disso, diferentes agentes exógenos, físicos 
e químicos, podem interagir e causar alterações na estrutura 

Figura 1. Linha do tempo com principais trabalhos e descobertas em relação à resposta ao dano no DNA. O número em parênteses 
corresponde ao ano de publicação do trabalho e foi adaptada da revisão de Ljungman, 2000. 1 - (Muller 1927); 2 - (Hollaender e Claus, 
1936); 3 - (Kelner 1949); 4 - (Watson e Crick, 1953); 5 - (Kanazir e Errera, 1954); 6 - (RupertT et al., 1958); 7 - (Beukers e Berends, 
1960); 8 - (Masters e Pardee, 1962); 9 - (Boyce e Howard-Flanders, 1964; Setlow e Carrier, 1964); 10 - (Holliday 1964); 11 - (Rupp e 
Howard-Flanders, 1968); 12 - (J E Cleaver 1968); 13 - (Lindahl 1974); 14 -  (Witkin 1974); 15 - (Wagner e Meselson, 1976); 16 - (Lane e 
Crawford, 1979; Linzer e Levine, 1979); 17 - (Wilson et al., 1982); 18 - (Mellon et al., 1987); 19 - (Kastan et al. 1991); 20 - (Kastan et al. 
1992); 21 - (Walworth et al., 1993); 22 - (Fishel et al. 1993); 23 - (van der Kemp et al. 1996); 24 - (Rogakou et al. 1998); 25 - (Matsuoka et 
al., 1998); 26 - (Masutani et al. 1999); 27 - (Tibbetts et al. 1999); 28 - (de Boer et al. 2002); 29 - (Kannouche et al., , 2004); 30 - (Bartkova 
et al. 2005; Gorgoulis et al. 2005); 31 - (Matsuoka et al. 2007; Stokes et al. 2007); 32 - ( Sugasawa et al. 2009) .

Figura 2. A reatividade da molécula do DNA. Representação da dupla hélice do DNA com principais tipos de lesão (à esquerda) e seus 
respectivos agentes causadores (à direita).
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por mecanismos de reparo do DNA (Costa et al., 2003). O 
fotoproduto 6-4PP é praticamente todo removido em 6 h, 
enquanto que 50% de CPD ainda persiste 24 h após a irra-
diação com luz UV (Kobayashi et al., 2001). Assim, as duas 
lesões podem contribuir para induzir a morte celular, porém 
em células proficientes em reparo de DNA, o reparo rápido 
de 6-4PP faz com que CPDs contribuam mais com as com-
plicações celulares (Lima-Bessa et al., 2008).  

A replicação do DNA lesionado pode resultar em mu-
tação pontual por substituição de bases.  A luz UV induz 
um padrão de mutações, conhecido como assinatura muta-
cional da luz UV, com a conversão de uma citosina (C) em 
uma timina (T) em sítios dipirimídicos (Brash et al., 1991). 
Existem diferentes explicações para esse fenômeno, revisados 
por Ikehata e Ono, 2011. Polimerases com alta fidelidade são 
bloqueadas pelas lesões, mas as células dispõem de polime-
rases especializadas que conseguem transpor essas lesões, 
porém com tendência maior de incorporar erros.  Essas po-
limerases tendem a adicionar adenina, independente da base 
na fita molde e assim, após duas rodadas de replicação, uma 
citosina pode ser convertida em uma timina (Fig. 3C). Foi 
observado também que CPD são induzidos em maior quan-
tidade em 5-metilcitosina de sítios dipirimídicos. A citosina 
em um CPD é instável e facilmente sofre deaminação, se 
transformando em uracila (U). Porém, se uma 5-metilcito-
sina desaminar, esta será transformada em timina e mesmo 
uma replicação sem erros resultará em mutação pontual por 
substituição de base (Fig. 3C). Dessa forma, se as lesões não 
forem removidas antes do início da replicação, mutações 
pontuais poderão ser formadas e contribuir para o processo 
de carcinogênese, aumentando o risco de câncer de pele após 
exposição à luz UV.

e, assim, o que atinge a superfície terrestre é luz UVA e uma 
fração de luz UVB. Por apresentar maior comprimento de 
onda, a luz UVA é menos energética e possui maior penet-
rância na pele quando comparado com luz UVB (Fig. 3A).  
Porém, mesmo atingindo somente a epiderme, a luz UVB é a 
maior responsável pelo efeito biológico nocivo de luz UV so-
bre as células por ser mais absorvida pelas moléculas de DNA 
(absorção máxima em 260 nm – na faixa de UVC), causando 
90% dos danos provocados pela luz solar (Woollons et al., 
1997). Uma vez absorvida, a luz UV induz reações nas bases 
do DNA, gerando lesões conhecidas como fotoprodutos de 
DNA. Estes promovem grandes distorções na estrutura do 
DNA, o que compromete mecanismos vitais para a célula por 
promover um bloqueio físico das maquinarias de replicação 
e transcrição do DNA (Tornaletti, 2009). 

Os fotoprodutos formados mais comuns são os díme-
ros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e os fotoprodutos 6-4 
pirimidina-pirimidona (6-4PPs). Os CPDs resultam de liga-
ção covalente entre pirimidinas adjacentes da mesma cadeia 
de DNA pela formação de um anel de ciclobutano nas posi-
ções C-5 e C-6, enquanto os 6-4PPs são resultado da ligação 
covalente não cíclica entre duas pirimidinas adjacentes na 
mesma fita de DNA, entre as posições C-6 e C-4, sem for-
mação de anel (Rastogi et al., 2010) (Fig. 3B). A proporção de 
fotoprodutos de DNA formados, tanto por luz UVC e UVB, 
é de 75% de CPD e 25% de 6-4PPs (Kobayashi et al., 2001; 
Schuch et al., 2009). Porém, enquanto CPD é formado de 
maneira aleatória na cromatina, 6-4PP apresentam diferen-
te distribuição com formação preferencial em regiões entre 
nucleossomos (Mitchell et al., 1990). Os 6-4PP apresentam 
maior distorção na dupla-hélice e, apesar de serem menos 
abundantes, são removidos mais rapidamente do que CPDs 

Andrade-Lima:  Respostas a danos no DNA

Figura 3. Luz UV: indução de danos no DNA e sua transformação em mutações pontuais. A) A Luz UVC é absorvida pela camada de 
ozônio de atmosfera terrestre. Da radiação solar que atinge a superfície, a porção de luz UVB possui menor penetrância em relação à luz 
UVA, devido ao menor comprimento de onda e maior energia. B) Os dois principais fotoprodutos induzidos pela absorção de luz UV 
pela molécula de DNA são os dímeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e os fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4PPs). Estru-
turas moleculares foram adaptadas da revisão de Rastogi, et al 2010. C) A replicação de dímeros pode resultar em mutações pontuais. A 
mutação de citosina para timina é a mais comum após irradiação com luz UV e é chamada de assinatura de UV. Dois modelos explicam 
como isso poderia acontecer: A inserção sempre de adenina oposta a um dímero por polimerases síntese translesão ou a replicação de 
uracila, resultado da desaminação da citosina em um dímero de pirimidina.
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comparado às polimerases clássicas da família B (McCulloch 
e Kunkel, 2008), entretanto, dependendo da polimerase TLS 
recrutada, a lesão pode ser replicada praticamente sem erro 
como Pol η tendo CPD de timinas (T^T) como molde (Jo-
hnson et al., 2000).  A outra lesão gerada por luz UV, o díme-
ro 6-4PP, possui uma distorção muito maior e não pode ser 
replicada por Pol η e estudos indicam que Pol ζ e REV1 são 
necessárias para transpor essa lesão, porém com maior taxa 
de mutagênese (Nakajima et al., 2004). 

Já a troca da fita molde utiliza proteínas de recombi-
nação homóloga para temporariamente usar a cromátide-
-irmã não lesionada como molde de modo que seja possível 
transpor a lesão e continuar a replicação (Chang e Cimprich, 
2009).

Removendo dímeros – Reparo por Excisão de 
Nucleotídeos 

A remoção dos fotoprodutos, nos humanos, é realizada 
somente pela via de reparo do DNA denominada de repa-
ro por excisão de nucleotídeos (nucleotide excision repair - 
NER). Esta via é flexível e versátil, pois reconhece diferentes 
lesões que promovem distorções na dupla hélice do DNA 
(Nouspikel, 2009). Podemos dividir o NER em duas subvias 
pela diferença no reconhecimento da lesão. O primeiro é o 
reparo acoplado à transcrição, o qual se restringe a danos em 
fitas ativamente transcritas, com reconhecimento iniciado 
pelo bloqueio da RNA polimerase II e envolve as proteínas 
CSA, CSB, além da recém-descoberta UVSSA. O segundo 
é o reparo do genoma global, responsável pela remoção das 
lesões em regiões não transcritas do genoma, sendo o reco-
nhecimento feito pelo complexo XPC-hHR23B e por DDB1-
-DDB2-CUL4A. 

O caminho subsequente ao reconhecimento é igual 
para as duas vias e começa com a abertura da dupla hélice 
pelas helicases XPB e XPD, que fazem parte do complexo 
de transcrição TFIIH. Em seguida, as proteínas XPA e RPA 
se juntam e estabilizam o complexo e, no próximo passo, a 
endonucleases XPF cliva na extremidade 5’ e a lacuna é pre-
enchida pela polimerase replicativa, que utiliza como molde 
a fita complementar. Por fim, a endonuclease XPG cliva na 
extremidade 3’, excisando o fragmento de 30 nucleotídeos e 
uma DNA ligase completa o reparo da lesão (Fig. 4) (Hana-
walt e Spivak, 2008; Kamileri et al., 2012).

O reparo por excisão de nucleotídeos depende de 
mudanças na configuração da cromatina de tal forma que 
o reconhecimento e a excisão dos danos no DNA ocorrem 
de maneira eficiente. O complexo DDB1-DDB2-CUL4A 
representa um dos elos descobertos entre o reparo global e 
modificações pós-traducionais de histonas. A via de NER é 
mais eficiente em DNA nu em comparação com DNA em 
cromatina (Sugasawa et al., 1993) e é mais lenta em regiões 
de heterocromatina (Araki et al., 2000), mostrando que, além 
de regiões transcritas, outras porções do genoma podem ter 
diferença na remoção de danos no DNA, o que demonstra a 
importância do remodelamento da cromatina para o funcio-
namento do reparo de DNA. 

Muitas proteínas de NER foram descobertas pela asso-
ciação com algumas síndromes humanas raras com herança 
autossômica recessiva, dentre as quais se encontra o xero-

Dímeros de pirimidina durante a transcrição
A transcrição da informação do DNA é responsável 

pela síntese de RNA e subsequentemente de proteína que 
coordenam o metabolismo, sendo essencial para o funcio-
namento e sobrevivência celular. Diferente da replicação do 
DNA, nenhuma RNA polimerase especializada em transpor 
o bloqueio gerado pelos fotoprodutos foi descoberta e, dessa 
forma, outras estratégias são usadas para continuar a trans-
crição durante todo o ciclo celular.

Foi visto na década de 80, em células de hamster, que 
o reparo de CPD é muito mais eficiente na fita transcrita do 
gene da diidrofolato redutase (DHFR) quando comparado a 
sequências de DNA ou genes não transcritos, levando à des-
coberta do reparo acoplado à transcrição (TCR – transcrip-
tion coupled repair) (Bohr et al. 1985). Dessa forma, durante 
as fases em que não ocorre a duplicação do genoma - G0/G1 
e G2/M - o reparo de DNA é focado na porção do genoma 
em que possam existir bloqueios de polimerase: nos genes 
ativos.  Assim, a função do TCR é provavelmente remover 
obstruções para a RNA polimerase de maneira mais rápida, 
já que sinalização de morte por apoptose é induzida em cé-
lulas deficientes, onde o bloqueio da transcrição é persistente 
(Ljungman e Zhang, 1996).

Dímeros durante a replicação – Síntese Transle-
são e mecanismos alternativos

Apesar de que mutações no DNA possam ser van-
tajosas ou neutras para a sobrevivência, a maior parte será 
deletéria e poderá comprometer controle da divisão celular, 
resultando em tumorigênese. Durante a fase S, todo o geno-
ma está vulnerável a bloqueios e complicações decorrentes de 
lesões no DNA. Bloqueio da replicação pode levar ao colap-
so da forquilha, quebras no DNA e instabilidade genômica 
através de aberrações cromossômicas, como translocações e 
aneuploidias. Dessa forma, a estabilização e recuperação de 
forquilhas de replicação bloqueadas – mesmo sem a remo-
ção das lesões no DNA - são essenciais para a integridade 
genômica e, assim, as vias de tolerância ao dano no DNA po-
dem ser divididas em síntese translesão (TLS – translesion 
synthesis) e troca de fita molde (Template Switch) (Chang e 
Cimprich, 2009).  

As polimerases replicativas com alta fidelidade, como 
Pol α, Pol δ e Pol ε, pertencem à família B de DNA, mas são 
encontradas em células de mamíferos 8 polimerases com 
sítios catalíticos mais abertos e capazes de realizar a síntese 
translesão. Quatro delas pertencem à da família Y de DNA 
polimerases: Pol η (POLH), Pol ι (POLI), Pol κ (POLK) 
e REV1; uma à família B de DNA polimerases: Pol ζ, cuja 
subunidade catalítica é REV3L e duas à família A, com Pol 
θ (POLQ) e Pol ν (POLN) (Ghosal and Chen 2013), além 
da recém-descoberta DNA primase e polimerase TLS de-
signada de PrimPol (Bianchi et al., 2013). As polimerases 
TLS possuem especificidade diferente para distintos danos 
no DNA. Por exemplo, Pol η insere preferencialmente duas 
adeninas opostas a um CPD de timinas (T^T), enquanto que 
Pol κ consegue transpor sem erros lesões em guanina indu-
zidas por benzopireno. Polimerases TLS são consideradas 
propensas a erro de incorporação devido à maior frequên-
cia de erros em replicação do DNA não lesionado quando 
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derma pigmentosum (XP). Pacientes com XP apresentam 
elevada fotossensibilidade, um aumento de quase 1000 ve-
zes na frequência de tumores de pele em regiões expostas à 
luz solar e nos olhos, além disso, cerca de 30% dos pacientes 
desenvolvem anormalidades neurológicas. São descritos oito 
grupos de complementação para a síndrome XP: sete deles 
com mutações em genes cujos produtos proteicos estão dire-
tamente envolvidos na cascata de NER (XP-A a XP-G) e um 
grupo variante (XP-V) com deficiência na polimerase de sín-
tese translesão pol η (Cleaver et al., 1999a). A sensibilidade de 
células de pacientes XP correlaciona com a participação de 
diferentes proteínas na via de NER: célula de paciente XP-A 
(deficiente na proteína XPA) é a mais sensível à luz UVB, pois 
apresenta deficiência tanto da via global quanto da acoplada 
à transcrição, enquanto que células de paciente XP-C apre-
sentam sensibilidade menor, já que a deficiência é só na via 
de reparo global. Célula de paciente XP-V não apresenta defi-
ciência em NER, porém a deficiência na síntese translesão de 
pol η acarreta em uma ligeira sensibilidade (Fig. 5).

Diante de tantas ameaças: Sinalização e contro-
le do Ciclo Celular

Células em proliferação são em geral mais susceptíveis 
aos efeitos tóxicos de danos no DNA do que células quies-
centes. Isso se deve às complicações dramáticas que podem 
acontecer com a replicação do DNA lesionado e durante a 
segregação cromossômica com quebras no DNA (Ljungman, 
2010). As células ativam vias de resposta ao dano no DNA 
que promovem parada no ciclo celular, o qual resulta em 
mais tempo para que as enzimas de reparo de DNA limpem 
o genoma antes da síntese do DNA ou da segregação cromos-
sômica (Harrison e Haber, 2006).

Em resposta a danos causados por luz UV, a quinase 
ATR (ataxia telangectasia and Rad3 related) é ativada e ca-
talisa a fosforilação de centenas de proteínas-alvo. Uma es-
trutura no DNA é comum a diversos processos induzidos 
por danos no DNA e o responsável por estimular a atividade 
de ATR: DNA simples-fita (ssDNA – single stranded DNA)  
recoberto pelo heterotrímero RPA (replication protein A) 
(Cimprich e Cortez, 2008; Zou e Elledge, 2003). Células em 
fase G1 do ciclo celular geram ssDNA de 30 nucleotídeos 
como intermediário do processamento de NER e esta lacuna 
é estendida pela exonuclease Exo1 gerando ativação de ATR 
(Giannattasio et al., 2010; Hanasoge e Ljungaman, 2007). 
Uma vez que o complexo com ATR estiver ativo na lesão do 
DNA, uma ampla variedade de substratos serão fosforilados, 
incluindo a Chk1 (checkpoint kinase 1 - Chk1). Uma vez ati-
vada, esta proteína efetora induz uma rápida degradação de 
Cdc25A (Mailand, 2000), a qual inibe o complexo da Ciclina 
E/CDK2 (CDK2 - cyclin-dependent kinase 2) e é responsável 
pela transição entre G1/S. Além disso, o fator de transcrição 
p53 é fosforilado por ATR na serina 15, o que resulta em es-
tabilização de p53 e aumento da transcrição de seus genes-
-alvo. Um alvo chave de p53 é a proteína p21, que atua como 
inibidor de Ciclina E/CDK2 e assim também promove pa-
rada do ciclo celular em G1 (Kastan e Bartek, 2004). Assim, 
Chk1-Cdc25A implementa uma resposta rápida e atrasa a 
transição G1/S em algumas horas, enquanto a prorrogação 
da parada em fase G1 é sustentada pelo mecanismo depen-

Figura 4. Modelo de reparo por excisão de nucleotídeos. O reco-
nhecimento da lesão pode acontecer de duas formas: Bloqueio 
da RNA polimerase ou reconhecimento global através dos com-
plexos de XPC e DDB1 e DDB2. Essas etapas envolvem remo-
delamento da cromatina, com modificação da histona, o que 
facilita o acesso à lesão. Em seguida TFIIH é recrutado, acontece 
a abertura da dupla-hélice e excisão da extremidade 5’por XPF-
-ERCC1. A síntese de novo do DNA preenche a lacuna e a extre-
midade 3’ é excisada por XPG. Por fim, uma DNA ligase sela o 
DNA recém-sintetizado finalizando o reparo do DNA.

Figura 5. Sobrevivência de células mutantes em proteínas da via 
de reparo por excisão de nucleotídeos ou em síntese translesão, 
após irradiação com luz UVB. Dados próprios obtidos através de 
sobrevivência clonogênica em que barras de erro correspondem 
ao desvio padrão de três experimentos independentes. Células 
MRC5 são células selvagens e apresentam a menor sensibilidade 
à luz UVB. Células XP-V são deficientes em pol η (portanto, em 
síntese translesão), mas proficientes em reparo por excisão de 
nucleotídeos e são apenas um pouco mais sensíveis à luz UVB 
em relação a células selvagens. Já células XP-C, possuem defici-
ência somente no reconhecimento global de reparo por excisão 
de nucleotídeos pela mutação na proteína XPC e são mais sen-
síveis do que XP-V. porém a maior sensibilidade é observada na 
célula XP-A, devido à deficiência nas duas subvias de reparo por 
excisão de nucleotídeos.
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to. De fato o maior grupo fosforilado por ATR é um grupo de 
proteínas envolvidas em metabolismo de RNA - transcrição, 
processamento, estabilidade do RNAm - além de tradução 
de mRNAs. 

O nocaute de ATR em modelos animais resulta em 
letalidade embrionária (Brown e Baltimore, 2000). Porém, 
através de modelos com nocaute condicional - eliminando 
ATR somente no animal adulto – ou com mutação em hete-
rozigose foi possível constatar que a vida é muito estressante 
sem ATR, mesmo sem lesões exógenas. Com o modelo he-
terozigótico foi observado aumento de estresse replicacional 
durante a embriogênese – fase quando a proliferação é muito 
difundida - com aumento da fosforilação da histona H2AX 
e aumento de morte de células resultando em deformações 
(Murga et al., 2009). Com o nocaute condicional foi obser-
vado envelhecimento precoce no indivíduo adulto – pelos 
cinzas, osteoporose, cifose e fibrose – devido à perda de ho-
meostase tecidual relacionada à incapacidade de renovação 
celular provocada pela redução de células tronco e progeni-
toras (Ruzankina et al., 2007). Assim, a função de ATR não 
é somente relacionada a resposta a danos no DNA causados 
por luz UV, mas também para responder a qualquer com-
plicação durante a replicação. Regiões do genoma – mesmo 
sem danos externos - podem ser obstáculos à progressão da 
forquilha, como regiões altamente repetitivas que podem 
formar grampos e bloquear a replicação (Wells, 1996) ou co-
lisões entre transcrição e replicação, principalmente em ge-
nes longos (Helmrich et al., 2011). De fato, ATR é responsável 
por evitar quebras através da regulação de sítios frágeis (Cas-
per et al., 2002), em que são encontradas repetições CGG e 
AT, além de estruturas não-canônicas de DNA diferentes de 
DNA-B (Aguilera e Gómez-González, 2008).

dente de p53 (Fig. 6B). Em fase S, os fotoprodutos bloqueiam 
a maquinaria de replicação e isso gera desacoplamento entre 
a DNA polimerase e a helicase (Byun et al., 2005), o qual re-
sulta no sinal para a ativação de ATR - ssDNA recoberto por 
RPA - e fosforilação de Chk1, que em fase S resultará em ini-
bição de novas origens de replicação (Heffernan et al., 2002). 
Esse efeito é mais visível em células deficientes na ativação do 
ponto de parada de G1 (como por exemplo, deficientes em 
p53) e na síntese translesão de pol η, já que mais ssDNA será 
formado por mais bloqueios de forquilha de replicação, re-
sultando em acúmulo de células em fase S (Fig. 6D). Células 
com deficiência na ativação do ponto de parada de G1, mas 
com síntese translesão normal, progredirão à fase G2 onde 
tanto lacunas opostas aos fotoprodutos (Callegari et al., 2010) 
quanto intermediários de NER ativarão ATR e resultarão em 
parada do ciclo celular em G2 (Fig. 6C). 

ATR: o bombeiro controlando o fogo no DNA
O fosforiloma de ATR revelou 570 alvos de fosforilação 

após irradiação com luz UV, sendo 498 nunca antes descritos 
(Stokes et al., 2007). Entre esses alvos, muitos alvos envolvi-
dos com a replicação do DNA (MCMs, RPA, RFC, TopBP1 
e DNA polimerases como pol η), reforçando um papel im-
portante no controle de origem de replicação, estabilidade da 
forquilha e recuperação da replicação. Além desses, muitos 
alvos estão relacionados a reparo do DNA como XPA (en-
volvida em NER), FANCD2 (envolvida em reparo de cross-
-link), BRCA1, 53BP1, WRN e BLM (envolvidas em recom-
binação homóloga) (Fig. 7). Porém, é mais impressionante o 
grande número de alvos em outras vias como sistema ubi-
quitina e proteassomo, processamento de RNA e reguladores 
transcricionais, matriz nuclear, remodelamento de cromati-
na, ritmo circadiano, diferenciação celular e desenvolvimen-

Figura 6. Resposta ao dano no DNA após exposição à luz UV: Integrando ciclo celular com tolerância e reparo do DNA. A) Fibroblasto 
normal de pele não irradiado tem progressão normal pelo ciclo celular. Ao centro, visualização do perfil do ciclo celular mostrando dois 
picos, correspondendo a G0/G1 com 2N de DNA (em maior número por ser a fase da intérfase com maior tempo de duração) e G2/M 
com 4 N de DNA. B) Fibroblasto irradiado com luz UV tem ativação da quinase ATR e de p53, resultando em acúmulo de células em G1 
(ponto de parada em G1). C) Fibroblasto transformado (Ex. SV-40) não possui p53 ativo e, dessa forma, células irradiadas progridem 
com danos no DNA pelo ciclo celular através de síntese translesão, realizada principalmente por Pol η. Como neste caso as lesões no 
DNA persistem, a ativação de ATR provocará acúmulo de células em G2, antes que células entrem em mitose ainda com danos (ponto 
de parada em G2/M). D) Fibroblasto imortalizado (Ex. SV-40) que não possui p53 ativo e é deficiente em Pol η (células XP-V) possui 
bloqueio da replicação após irradiação com luz UV pela deficiência na síntese translesão. Dessa forma, ATR é ativado em fase S, provoca 
acúmulo de células nesta fase do ciclo (checkpoint intra-S) e resulta em maior morte celular, visualizado ao centro pelo aumento de 
células com conteúdo sub-G1 de DNA.
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em grande quantidade em células diferenciadas como cabelo, 
unha e células imunes  (Cleaver et al., 2009). Assim, a pleio-
tropia de funções das proteínas, com funções além de reparo 
do DNA, pode auxiliar a explicar as variações de fenótipo.

Existem ainda síndromes com deficiência em outras 
vias de reparo do DNA ou na sinalização em resposta a dano. 
Defeitos na via de reparo de emparelhamento errôneo resul-
tam na síndrome de Lynch, caracterizado principalmente 
pelo aumento de câncer colorretal. Mutações em BRCA1 e 
BRCA2 resultam em câncer hereditário de mama e ovário. 
Deficiências em genes envolvidos em recombinação homó-
loga também resultam nas síndromes de Werner, Bloom e 
Rothmund Thomson, com fenótipo de envelhecimento pre-
coce e aumento de linfomas e sarcomas. Mutação em ATM é 
causa da ataxia telangiectasia, doença neurológica que possui 
maior incidência de leucemias. Mutação em heterozigose de 
ATR resulta na síndrome de Seckel que, assim como nos mo-
delos em camundongo, apresenta problemas de desenvolvi-
mento como microcefalia e envelhecimento precoce, tendo 
também relatos de aumento de leucemia. Outra doença que 
aumenta a incidência de leucemia é anemia Fanconi, com 
mutações em diversos genes da via de reparo de cross-links. 
Mutações em p53 dão origem à síndrome de Li-Fraumeni, 
também caracterizada por maior risco de câncer em diversos 
órgãos (tabela 1).  

Instabilidade genômica e câncer: Como poten-
cializar terapia antitumoral? 

A tumorigênese é um processo de múltiplos passos, em 
que a progressão depende em uma acumulação sequencial 
de mutações em uma mesma célula, que em geral acontece 
após eventos de replicação. Essas mutações resultam em per-
da da homeostase tecidual já que as células transformadas 
adquirem vantagens seletivas pelo aumento da taxa de pro-
liferação, diminuição da indução de morte celular, além da 
criação de um microambiente propenso ao crescimento (Ha-
nahan e Weinberg, 2011). A forma mais comum de modular 

Síndromes relacionadas a defeitos em vias de 
reparo do DNA

A importância das respostas ao dano no DNA na fisio-
logia humana é exemplificada por diversas síndromes huma-
nas causadas por mutações nessas vias. Os fenótipos variam 
de anormalidades neurológicas, envelhecimento precoce a 
predisposição a câncer. As principais síndromes, incluindo 
respectiva predisposição a câncer, estão resumidas na revisão 
de (Ghosal e Chen, 2013) e adaptadas na tabela 1.1.

Existem diferentes síndromes com deficiências em 
proteínas da via de reparo por excisão de nucleotídeos: Xe-
roderma Pigmentosum (XP), Síndrome de Cockayne (CS), 
Tricotiodistrofia (TTD) e Síndrome sensível a UV (UVSS) 
(Cleaver et al., 2009; Menck e Munford, 2014; Nakazawa et 
al., 2012). Pacientes XP apresentam elevada fotossensibili-
dade e a idade mediana de aparecimento de câncer de pele 
é antes dos 10 anos de idade. Mutações em XPC e DDB2 
(XPE), ou seja, somente na subvia de reparo global de NER, 
não apresentam problemas neurológicos, enquanto que defi-
ciências somente na subvia acoplada à transcrição (pacientes 
CS) não aumentam o risco de câncer mas apresentam sin-
tomas neurológicos e de desenvolvimento graves. Cérebros 
de pacientes CS apresentam grande quantidade de lesões por 
oxidação e evidências mostram que CSB é importante para o 
funcionamento da mitocôndria e, assim, parte do fenótipo da 
síndrome de Cockayne poderia estar relacionada à mitocôn-
dria (Berquist et al., 2012) ou a outras funções de CSA e CSB 
relacionados à transcrição e remodelamento de cromatina. 
A síndrome UVSS também induz fotossensibilidade, porém, 
diferente de pacientes CS, não induz problemas neurológicos. 
A proteína mutada UVSSA atua em resposta a luz UV, mas 
não a danos por estresse oxidativo (Spivak e Hanawalt, 2006), 
diferente de CSB, o que pode ajudar a explicar os diferentes 
fenótipos (Tabela 1). Deficiências na transcrição também pa-
rece ser a principal causa da síndrome TTD – caracterizada 
por cabelo quebradiço e deficiente em enxofre - em que a fal-
ta do fator de transcrição TFIIH prejudica a síntese de RNA 

Figura 7. Danos no DNA resultam em uma ampla resposta celular, a qual diminui a instabilidade genômica e tumorigênese. Figura 
adaptada de Harper e Elledge, 2007. O reconhecimento da lesão ativa uma cascata de sinalização que resulta em respostas rápidas, como 
modificação pós-traducional de proteínas existentes, remodelamento da cromatina e alteração da arquitetura nuclear; além de respostas 
celulares mais demoradas, como modulação da expressão gênica com alteração da estabilidade do RNA mensageiro, processamento e 
síntese de genes alvos, incluindo processos como ciclo celular, reparo do DNA, mecanismos de tolerância e até ritmo circadiano. Caso 
a recuperação não seja possível, a resposta pode ainda induzir senescência ou a morte celular por apoptose diminuindo a chance da 
instabilidade genômica provocada pelos danos no DNA originar em uma célula tumoral.
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biológicos das radiações, principalmente a luz ultravioleta, 
a qual estamos expostos diariamente devido ao Sol. A natu-
reza da lesão foi descrita e sua consequência compreendida: 
bloqueio físico de replicação e de transcrição provocado pelo 
do dano no DNA. As células dispõem de vias de remoção 
de danos – cuja eficiência é maior na região de genes ativos 
- mas também de mecanismos de tolerância para evitar blo-
queios de replicação. Deficiências nessas vias aumentam a 
taxa de mutações induzidas por luz UV e consequentemen-
te de tumores de pele, evidenciadas pelas síndromes como 
xeroderma pigmentosum.  Porém, nas últimas duas décadas 
têm se descoberto que a resposta celular a danos no DNA é 
muito mais ampla que apenas reparo do DNA e envolve uma 
sinalização complexa, com parada do ciclo celular, remodela-
mento da cromatina e modulação da expressão gênica, como 
a mediada pela quinase ATR após exposição à luz UV. A ma-
nutenção da replicação sem complicações é essencial para 
evitar mutações e tumorigênese, mas aparentemente tam-
bém está relacionada a fenótipos de envelhecimento, como 
os observados em animais com deficiências em ATR. Células 
com estresse replicacional exacerbado podem morrer por 
apoptose e essa tem sido uma abordagem frequente no tra-
tamento anti-tumoral, através de quimioterápico e radiação 

o ciclo celular e combater a progressão tumoral é explorar o 
efeito de drogas que lesionem o DNA. Paradas no ciclo ce-
lular e morte ocorrem após exposição a agentes causadores 
de danos no DNA, principalmente durante a replicação do 
DNA na fase S. Tentativas de replicar DNA lesionado levam 
ao aumento de morte celular e tornam tratamentos que le-
sionem o DNA mais citotóxicos em células em proliferação 
quando comparadas com células quiescentes ou diferencia-
das (Helleday et al., 2008). Entretanto, a toxicidade pode ser 
reduzida pela superativação de vias de reparo do DNA, o que 
torna a resposta ao dano no DNA um alvo de intervenção 
terapêutico promissor. Além de poder reverter a resistência 
de terapias atuais, pode resultar em mortalidade seletiva das 
células tumorais (Curtin, 2012). Assim, um entendimento da 
resposta ao dano no DNA não só contribuirá com o conhe-
cimento de desenvolvimento de câncer, mas também para o 
tratamento da doença.

Conclusões e questões futuras
A importância da estabilidade e manutenção do DNA 

é exemplicada nos diversos mecanismos celulares que foram 
selecionados durante a evolução. Cientificamente, a área de 
Reparo do DNA inicou com pesquisas envolvendo efeitos 

Tabela 1. Resumo das principais síndromes causadas por mutações em vias de resposta ao dano no DNA e sua predisposição à tumori-
gênese. Adaptado de Ghosal e Chen (2013).

Síndrome Mutações Via afetada

Câncer de pele NER ou TLS

TCR-NER 
XPD; XPB; TTDA 

Síndrome sensível a UV UVSSA

Anemia Fanconi

p53

ATR

Ataxia Telangiectasia ATM

BRCA1 BRCA2

BLM

WRN Sarcoma

RECQL4

Predisposição a 
câncer

Xeroderma 
Pigmentosum

XPA; XPB; XPC; 
XPD; XPE; XPF; 
XPG ou POLH 

Síndrome de Cockayne
CSA ; CSB ; XPB; 

XPD; XPG

Tricotiodistrofia

FANCA; FANCB; 
FANCC; BRCA2; 
FANCD2; FANCE; 
FANCF; FANCG; 
FANCI; BACH1;  

FANCL; SLX4

Leucemia 
mielóide aguda

Reparo de ICL; 
recombinação 

homóloga

Síndrome de Li-
Fraumeni

Câncer de mama; 
cérebro; 

leucemia e 
sarcoma

Sinalização em 
resposta a dano 

no DNA

Síndrome de Seckel
Leucemia 

mielóide aguda

Sinalização em 
resposta a dano 

no DNA

Leucemia; 
linfoma; câncer 

de mama

Sinalização em 
resposta a dano 

no DNA 

Câncer de mama 
familiar

Câncer de mama 
e ovário

Recombinação 
homóloga

Síndrome de Bloom
Linfoma e 
leucemia

Síndrome de Werner

Síndrome de Rothmund 
Thomson

Câncer de pele e 
osteosarcoma

Síndrome de Lynch
MSH2; MLH1; 
MSH6; PMS2; 

Câncer colorretal; 
estômago; 
intestino; 

endométrio; 
glioblastoma

Reparo de 
emparelhamento 

errôneo
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in DNA Repair and Transcription. Science 296: 1276–79.
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que induzem danos no DNA. Na última década, cada vez 
mais pesquisa tem sido realizada para encontrar inibidores 
de resposta a danos no DNA, como por exemplo inibidores 
de ATR, para potencializar a morte provocada por quimio-
terápicos, com resultados promissores (Reaper et al., 2011 , 
Josse et al., 2014).

Porém, várias questões ainda permanecem em relação 
a respostas a danos no DNA. Por exemplo, regiões transcritas 
pelo genoma são reparadas mais rapidamente do que regiões 
não-transcritas, porém  não sabemos se existe uma variação 
da eficiência em escala genômica: genes mais expressos (e 
provavelmente mais bloqueados por danos no DNA) seriam 
reparados mais rapidamente? Já que quanto maior o gene, 
maior a chance de acumular lesões no DNA (imagine o tem-
po para remover lesões do gene da distrofina com 2,5 Mb), 
o tamanho do gene interfere na resposta ao dano no DNA? 
Poderia a necessidade de reparo de um gene, influenciar na 
evolução de íntrons e tamanho gênico? Por que observamos 
síntese translesão na replicação, mas não em transcrição? 
Qual modelo de mutação após exposição à UV contribui 
mais para a assinatura mutacional de luz UV? O que con-
tribui mais para a tumorigênese após exposição à luz UV, 
mutações pontuais durante a fase S ou rearranjos decorren-
tes de quebras na forquilha de replicação bloqueada? Como 
exatamente um bloqueio da replicação resulta em quebras no 
DNA? ATR é importante, mesmo sem a ocorrência de da-
nos exógenos no DNA provocados por luz UV. Quais tipos 
de danos endógenos ou estruturas não-canônicas no  DNA 
realmente poderiam afetar a replicação? Reverter ou contro-
lar essas “lesões endógenas” seria suficiente para retardar o 
envelhecimento? Isso envolveria danos no DNA por estresse 
oxidativo e ATR estaria também relacionado a essa resposta? 
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Resumo. Híbridos são descendentes do cruzamento entre indivíduos de duas espécies cujas barreiras 
reprodutivas não estão completamente estabelecidas. Hibridação é particularmente comum em certos 
gêneros da família Orchidaceae.
Na Serra dos Órgãos no estado do Rio de Janeiro ocorrem em simpatria duas espécies irmãs do gênero 
Epidendrum: E. secundum Jacq e E. xanthinum Lindl, além de indivíduos com caracteres intermediários, 
supostos híbridos. Neste trabalho avaliamos a hipótese de hibridação e a intensidade do isolamento 
reprodutivo entre estas espécies. Utilizando experimentos de polinização recíproca foi possível detectar 
hibridação entre as espécies. O baixo sucesso reprodutivo dos híbridos formados é uma importante 
barreira reprodutiva que promove isolamento reprodutivo forte o suficiente para manter a coesão 
destas espécies.
Palavras-chave. Barreiras reprodutivas; Epidendrum; Híbridos; Sucesso reprodutivo

Abstract. Hybrids are individuals formed when reproductive barriers between closely related species 
aren’t totally established, and individuals from different species cross. Hybridization is remarkably 
common in some genus within the Orchidaceae family.
On Serra dos Órgãos, Rio de Janeiro, two sister species from the genus Epidendrum: E. secundum Jacq 
e E. xanthinum Lindl occur sympatrically. Individuals with intermediate traces, supposedly hybrids, also 
occur. In this work, we evaluate the hypothesis of hybridization between these two species and the 
intensity of their reproductive isolation. It was possible to detect hybridization using experiments of 
reciprocal pollination. The low reproductive success observed on hybrid individuals plays a major role 
as a barrier that promotes reproductive isolation strong enough to maintain these two species apart.
Keywords. Epidendrum; Hybrid; Reproductive barriers; Reproductive success

*Contato:  tiago.melo.gouveia@gmail.com

Introdução

Zonas de hibridação
O estudo de zonas de hibridação tem ajudado Biólogos 

a compreender a origem e intensidade das barreiras repro-
dutivas entre espécies. Zonas de hibridação são regiões ge-
ográficas onde duas ou mais espécies ocorrem em simpatria 
(ocorrendo na mesma região), e os indivíduos de suas po-
pulações entram em contato. Diversos estudos realizados em 
zonas de hibridação natural entre plantas tem sido realizados 
tanto na América quanto na Europa, tais estudos envolvem 
geralmente uma abordagem multidisciplinar. Os objetivos e 
métodos utilizados são bastante variados e vão desde o uso 
de marcadores moleculares em DNA nuclear e/ou plastidial, 
neste caso com o objetivo de evidenciar a produção de híbri-
dos através de identificação da estrutura genética das popu-
lações em contato (Pinheiro et al., 2010; Moraes et al.,2013; 

Vega et al., 2013), até experimentos com ênfase em aspectos 
ecológicos como, por exemplo, identificação de agentes po-
linizadores (Pansarin e Amaral, 2008), em alguns casos tem 
sido realizados experimentos envolvendo a biologia repro-
dutiva, neste caso polinizações manuais são conduzidas em 
plantas que se encontram em cultivo em coleções biológicas 
para se inferir a compatibilidade reprodutiva das espécies em 
contato (Scopece et al., 2007; Scopece et al., 2008; Pinheiro et 
al., 2010; Pinheiro et al., 2013). 

Em plantas é comum que espécies filogeneticamente 
relacionadas ocorrendo numa mesma localidade experimen-
tem fluxo de pólen recíproco, o que pode levar a formação de 
descendentes de natureza híbrida. Híbridos são indivíduos 
que, em geral, apresentam características morfológicas inter-
mediárias entre as características de suas espécies parentais, 
com genomas compostos pela mistura genética das duas es-
pécies em questão (Cozzolino e Widmer, 2005)
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deixa de compartilhar genes com este. O Fato de não haver 
mais compartilhamento genômico entre dois grupos deter-
mina que, agora cada um tenha seu próprio trajeto evolutivo 
independente do outro, permite que com o passar das gera-
ções as diferenças genéticas, ecológicas etc se aprofundem. 
Este processo está intimamente relacionado com a diversi-
dade biológica encontrada na natureza (Wu, 2001; Schluter, 
2009).

A especiação é um processo bastante complexo e pro-
vavelmente não depende de um único evento pontual, que 
determine sozinho o isolamento reprodutivo entre dois gru-
pos que eram, até então, compatíveis para a reprodução. Di-
versas barreiras reprodutivas podem se instalar sequencial-
mente, apresentando uma grande variação em intensidade. 
Em alguns casos o isolamento pode ser o resultado da soma 
das diversas barreiras atuando sequencialmente no processo 
reprodutivo, sem que nenhuma delas sozinha seja a respon-
sável pelo isolamento. Além disto, o processo evolutivo pode 
continuar atuando após a especiação e novas barreiras po-
dem surgir, portanto a importância atual das barreiras entre 
duas espécie podem não refletir a importância histórica des-
tas barreiras no processo de especiação (Coyne e Orr, 2004; 
Lowry et al., 2008). 

O motivo de existirem tantas formas diferentes de se 
definir o que é uma espécie reside no próprio processo de 
especiação. Os diferentes conceitos de espécie enfocam di-
ferentes etapas do processo de especiação. Por exemplo, o 
conceito biológico enfoca a capacidade de reprodução, já o 
conceito ecológico enfoca a zona adaptativa ocupada pelas 
espécies. Entretanto incompatibilidades ecológicas e repro-
dutivas são diferentes estágios de um processo contínuo de 
segregação (Sambatti et al., 2008; Schluter, 2009). A ordem 
em que se instalam estas incompatibilidades pode ser dife-
rente em diferentes casos, portanto ao se utilizar um ou outro 
conceito de espécie podemos obter divergências quanto ao 
número de espécies considerado válido (Queiroz, 1996).

Zonas de hibridação oferecem uma grande oportu-
nidade para que o processo de especiação seja estudado. É 
nas zonas de hibridação que as barreiras reprodutivas estão 
atuando e mantendo a coesão das espécies que estão em con-
tato. Hipóteses sobre os mecanismos de especiação podem 
ser levantadas e testadas. Processos de especiação que ainda 
não foram totalmente concluídos podem ser identificados e 
novas ideias podem ser formuladas (Cozzolino et al., 2006; 
Baack e Rieseberg, 2007).

Zonas de hibridação na família Orchidaceae
Hibridação é um processo bastante comum em plantas 

da família Orchidaceae, havendo relatos praticamente em to-
dos os continentes onde gêneros da família ocorrem. A famí-
lia Orchidaceae é uma das maiores famílias de Angiospermas 
e muito se discute a importância dos eventos de hibridação 
para a diversidade observada. Diferentes tipos de zonas de 
hibridação foram relatadas com diferentes consequências 
para as espécies envolvidas. Em alguns casos a hibridação se 
restringe a formação de híbridos de primeira geração (F1), 
configurando que a coesão das espécies é mantida apesar do 
intercruzamento ser possível (Moccia et al. 2007, Cortis et 
al., 2009). O isolamento pode não ser completo em alguns 

Conceito de espécie, isolamento reprodutivo e especia-
ção

A formação de um descendente viável pode, numa 
primeira análise, trazer dúvida quanto ao status de espécies 
distintas das populações que se intercruzam. O conceito de 
espécie já foi alvo de muita discussão no campo da Biologia. 
Diversos autores propuseram uma série de enunciados dis-
tintos deste conceito, desde a sua formulação inicial por Mayr 
(Mayr, 1942). Com o acúmulo de conhecimento no campo 
da Biologia o conceito biológico de espécie se mostrou falho 
ou inconsistente em alguns casos. A partir daí novos autores 
passaram a propor novos conceitos de espécie que melhor 
se adequassem aos seus problemas de estudo em particular, 
surgiram então conceitos ecológicos, filogenéticos, evolu-
tivos e muitos outros. Para uma reflexão mais aprofundada 
deste tema sugerimos a leitura de Queiroz (1996) e Coyne e 
Orr (2004).

Quando consideramos a diversidade de conceitos de 
espécie propostos, essas definições parecem ser mutuamente 
exclusivas e contraditórias. No entanto mais pontos de con-
cordância do que de divergência podem ser encontrados en-
tre os diferentes conceitos (Queiroz, 1996).

Os conceitos de espécie definem espécie como uma en-
tidade que existe no nível populacional. Apesar de suas dife-
renças, todos eles afirmam, seja de uma maneira explícita ou 
implícita, que espécies são entidades biológicas compostas 
por grupos de indivíduos (Queiroz, 1996).

Outro ponto de concordância entre os conceitos de 
espécie é que estas entidades se mantém existindo pela 
capacidade de reproduzir-se. São sempre definidas como 
sucessivas gerações produzidas, formando linhagens. Como 
consequência, deve haver um contínuo genético desde os 
organismos ancestrais até os atuais (Queiroz, 1996).

Os diferentes conceitos de espécie propõem ainda que 
espécies são entidades que se mantêm distintas de outras en-
tidades semelhantes por mecanismos que promovem o isola-
mento reprodutivo entre suas populações. Estes mecanismos 
que previnem o intercruzamento entre espécies são as cha-
madas barreiras reprodutivas (Ramsey et al., 2003; Widmer 
et al., 2009).

Quaisquer aspectos da biologia reprodutiva de espé-
cies que promovam a incompatibilidade reprodutiva entre 
os grupos que estão em contato são considerados barreiras 
reprodutivas (Scopece et al., 2010). Em plantas, as barreiras 
reprodutivas entre espécies mais óbvias, porém não apenas, 
seriam: período de floração sem sobreposição, não compar-
tilhamento de agentes polinizadores, incompatibilidade de 
germinação do pólen no estigma, incapacidade de formação 
de frutos viáveis, incapacidade de fusão de gametas, inviabili-
dade das sementes produzidas, inviabilidade ou infertilidade 
dos híbridos formados (Bradshaw et al., 1995; Lexer et al., 
2005; Johnson, 2010; Greiner et al., 2011).

A instalação, manutenção e evolução das barreiras re-
produtivas são elementos chaves no processo de especiação 
(Dobzhanski, 1970). Especiação consiste no processo bioló-
gico pelo qual novas espécies passam a existir. Em geral se 
assume que novas espécies são formadas a partir das espécies 
previamente existentes. Um grupo de indivíduos que se tor-
ne reprodutivamente isolado do grupo a que pertencia antes 

ib.usp.br/revista


19Revista da Biologia (2015) 14(1)

ib.usp.br/revista

E. secundum X E. xanthinum na Serra dos Órgãos, hipó-
tese e objetivos do estudo

Em estudo utilizando marcadores moleculares e mor-
fológicos (Pinheiro et al., 2009), com o intuito de revisar 
os limites interespecíficos e infragenéricos do complexo E. 
secundum, foi encontrado suporte a um grupo monofiléti-
co formado por E. secundum e E. xanthinum, sendo estas, 
então, consideradas como espécies irmãs. Em regiões onde 
estas espécies ocorrem em simpatria (estados do Rio de Ja-
neiro e Minas Gerais) podem ser encontradas formas com 
características morfológicas intermediárias, que podem ser 
híbridos entre E. secundum e E. xanthinum. Na Serra dos 
Órgãos, no município de Nova Friburgo, região serrana do 
estado do Rio de Janeiro, ocorre uma possível zona de hibri-
dação entre E. secundum e E. xanthinum. Ambas as espécies 
e uma terceira variedade com características intermediárias 
são encontradas crescendo em habitat terrícola ou rupícola, 
inclusive em bancos de areia à beira da estrada.

Neste estudo a hipótese de hibridação entre estas es-
pécies foi testada. Com o objetivo de quantificar a compa-
tibilidade reprodutiva e o isolamento reprodutivo entre as 
espécies parentais E. secundum Jacq e E. xanthinum Lindl e 
entre estas e os híbridos detectados, foram realizadas diversas 
polinizações recíprocas, além da avaliação da viabilidade de 
frutos e sementes produzidos.

Métodos

Espécimes
No total, 22 espécimes foram utilizados em poliniza-

ções manuais, mantidos em cultivo no núcleo de pesquisas 
do orquidário do estado de São Paulo. Dentre estes, 9 espé-
cimes são da espécie E. secundum, 8 de E. xanthinum, e 5 
são híbridos entre as duas espécies. Todos foram coletados 
na região montanhosa da Serra dos Órgãos no estado do Rio 
de Janeiro.

Os indivíduos amostrados foram identificados visual-
mente pela presença de inflorescências, sendo as de E. secun-
dum com coloração predominantemente rósea e uma man-
cha amarela na região do calus, E. xanthinum com coloração 
totalmente amarela em suas flores e híbridos com coloração 
variando de tons de laranja a creme com pigmentação violá-
cea na base da coluna (Figura 1).

Os indivíduos amostrados estavam no mínimo a 5 me-
tros de distância entre si, de forma que se evitasse a amostra-
gem de clones.

casos, e então pode haver a formação de híbridos de geração 
avançada, frutos de retrocruzamentos, isto é, cruzamentos 
realizados entre um indivíduo híbrido e um indivíduo per-
tencente a uma das espécies parentais. Neste caso algum grau 
de fluxo genético através da barreira das espécies pode ser 
detectado (Pinheiro et al. 2010; Moraes et al., 2013), sendo 
elementos genômicos de uma espécie encontrados no geno-
ma de outra espécie, fenômeno conhecido como introgres-
são (Heiser, 1973).

Complexo Epidendrum secundum: incertezas taxonô-
micas e hipótese de hibridação

O “complexo Epidendrum secundum” é um complexo 
de espécies, nele estão algumas das maiores incertezas taxo-
nômicas do gênero Epidendrum (Brieger, 1976-1977). Tra-
tam-se de plantas amplamente distribuídas por toda a Amé-
rica do Sul com elevada diversidade morfológica. O número 
exato de espécies é incerto e existem muitas divergências na 
nomenclatura. Os nomes E. elongatum Jacq, E. crassifolium 
Lindl, E. ellipticum Grah, E. ansiferum Rchb f, E. versicolor 
Hoehne & Schltr, E. xanthinum Lindl dentre outros, são tra-
tados ora como sinônimos de E. secundum ora como espé-
cies individuais.

Eventos de hibridação no gênero Epidendrum têm 
sido relatados por diversos autores (Dunsterville, 1979; Dres-
sler, 1989; Hagsáter e Soto-Arenas, 2005; Pansarin e Amaral, 
2008). A grande variação morfológica que diversos grupos de 
espécies possuem pode ter sido originada em eventos de hi-
bridação, uma vez que indivíduos com morfologia floral in-
termediária são constantemente observados em populações 
simpátricas onde diferentes espécies compartilham o mesmo 
habitat e os mesmos polinizadores (Hágsater e Soto-Arenas, 
2005; Pansarin e Amaral, 2008; Pinheiro et al., 2010). Nes-
te sentido, os eventos de hibridação podem ser interpreta-
dos como processos que geram a diversidade observada no 
grupo, inclusive podendo ocasionar o surgimento de novas 
linhagens e espécies. Dunsterville (1979) descreve a grande 
variação morfológica que é observada em populações onde 
E. secundum e E. xanthinum ocorrem em simpatria, onde 
é observada a ocorrência de indivíduos com características 
morfológicas intermediárias (flores em tons de laranja a cre-
me) entre indivíduos que apresentam flores róseas (E. secun-
dum) e amarelas (E. xanthinum) (Figura 1). Estes mesmos 
padrões são observados nas populações que ocorrem em de-
terminados pontos da Floresta Atlântica, principalmente no 
Estado do Rio de Janeiro. 

Figura 1. Inflorescências e flores individuais desmontadas de E. secundum (esquerda), híbrido (centro) e E. xanthinum (direita) coleta-
dos na Serra dos Órgãos – RJ
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Cálculos de viabilidade e índices de isolamento
A viabilidade dos frutos foi calculada pela razão entre 

o número de frutos formados e o número total de flores poli-
nizadas, para cada categoria de cruzamento. O índice de iso-
lamento reprodutivo no estágio de formação de fruto (Índice 
de Isolamento Reprodutivo no estágio de formação de Fruto, 
IRF) foi calculado como 1 menos a viabilidade dos frutos 
(IRF = 1 – [número frutos viáveis ÷ número de flores poli-
nizadas]). A porcentagem de sementes viáveis foi calculada 
pela razão entre o número de sementes viáveis e o número to-
tal de sementes computada naquela categoria de cruzamento. 
O índice de isolamento reprodutivo no estágio de formação 
de sementes viáveis (Índice de Isolamento Reprodutivo no 
estágio de formação de Semente, IRS) foi calculado como 
1 menos a viabilidade das sementes (IRS = 1 – [número de 
sementes viáveis ÷ número total de sementes amostradas]). 
Os índices de isolamento calculados desta maneira podem 
ter um valor entre 0 e 1. O valor 0 significa que não há isola-
mento reprodutivo, ou seja, a fertilidade é total neste estágio 
da reprodução e o maior número possível de descendentes 
pode ser formado entre os parentais avaliados, consideran-
do-se apenas este estágio. Índice com valor de 1 significa iso-
lamento total, ou seja, este estágio da reprodução não é viável 
e representa por si só uma importante barreira reprodutiva 
atuando no isolamento reprodutivo dos grupos analisados.

Os índices de isolamento IRF e IRS foram combinados 
de forma a se obter um único índice de isolamento corres-
pondente aos estágios de formação de frutos e de sementes 
viáveis combinados (Índice de Isolamento Reprodutivo com-
binado nos estágios de formação de Fruto e Semente, IRFS). 
Neste novo índice o IRF é somado integralmente ao valor de 
IRS multiplicado por 1 menos IRF ( IRFS = IRF + [{1 – IRF} x 
IRS] ). Esta fórmula leva em consideração que a formação de 
frutos atua primeiro na sequencia de eventos na reprodução 
e que o IRS somente atua limitando o número de descenden-
tes formados a partir dos frutos viáveis (1 – IRF).

Cruzamentos manuais
Em cada cruzamento foi utilizado um par de indivídu-

os, selecionados pela presença de uma inflorescência saudável 
com um número de no mínimo dez flores. Os indivíduos de 
cada cruzamento foram selecionados de forma que todas as 
combinações possíveis entre as espécies parentais e híbridos 
fossem formadas, compondo seis categorias de cruzamento: 
E. secundum X E. secundum; E. secundum X E. xanthinum; 
E. secundum X híbrido; E. xanthinum X E. xanthinum; E. 
xanthinum X híbrido; híbrido X híbrido.

Todos os cruzamentos foram realizados de forma bi-
direcional, ou seja, cada indivíduo atuou como receptor e 
doador de pólen do seu parceiro. Em cada cruzamento três 
flores de uma inflorescência foram marcadas e cada uma teve 
sua polínia removida com estilete metálico e transferida para 
o estigma de uma flor do seu parceiro. As flores polinizadas 
tiveram seu desenvolvimento acompanhado nos meses sub-
sequentes para que fosse verificada a formação de um fruto 
(Figura 2). 

Avaliação de viabilidade de frutos e sementes
Quando o fruto formado estava maduro era então 

coletado e aberto. As sementes obtidas de cada fruto foram 
mantidas sob refrigeração a 4° C por no máximo 7 dias. A 
viabilidade das sementes formadas foi avaliada pelo teste do 
tetrazólio, neste teste as semente são imersas em solução 1% 
de 2,3,5-trifenil tetrazólio e mantidas por 24 horas em tem-
peratura de 30°C. Os embriões viáveis apresentam uma forte 
coloração vermelha e podem ser facilmente diferenciados 
dos embriões inviáveis, estes são identificados pela presença 
da testa da semente sem conteúdo ou contendo um embrião 
não colorido em vermelho (Figura 3). Amostras compostas 
por pelo menos 300 sementes de cada fruto foram analisa-
das sob estereomicroscópio, dispersas em solução de glice-
rina 50% para facilitar a individualização de cada semente. 
De cada fruto foram retiradas três amostras para contagens 
independentes.

Figura 2. Frutos de Epidendrum em desenvolvimento.

Figura 3. Resultado do teste do tetrazólio, sementes portadoras 
de embrião viável apresentam o embrião, estrutura arredonda-
da com forte coloração em vermelho envolvido pela testa da se-
mente (A). Sementes inviáveis apresentam embrião colorido em 
branco ou apenas a testa da semente sem embrião (B).
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como receptoras ou doadoras de pólen para a outra. Estes 
resultados reforçam a visão de que barreiras reprodutivas 
que evitam a transferência de pólen são fracas entre espé-
cies de orquídeas que realizam polinização por engodo ali-
mentar e compartilham agentes polinizadores. As barreiras 
reprodutivas que garantem o isolamento reprodutivo entre 
essas espécies são principalmente as que atuam em fases 
posteriores da reprodução, ou reduzindo a viabilidade ou 
fertilidade dos híbridos formados (Scopece et al., 2007).

No estudo aqui apresentado, o isolamento reproduti-
vo entre as espécies é mantido principalmente pelo baixo 
sucesso reprodutivo dos híbridos formados. O IRFS nos 
cruzamentos envolvendo híbridos entre si tem valor de 1, 
ou seja, o isolamento é completo e não se podem formar 
descendentes quando ambos os parentais são híbridos. Os 
cruzamentos envolvendo híbridos e parentais tem um nível 
de sucesso tão baixo, que a formação de descendentes destes 
cruzamentos deve ser incipiente quando comparado com a 
produção de descendentes de cruzamentos intraespecíficos 
ou interespecíficos (Tabela 3). Como sempre são necessá-
rios parentais envolvidos nos cruzamentos para que estes 
tenham elevada viabilidade e como os híbridos resultan-
tes dos cruzamentos interespecíficos tem baixa fertilidade 
a continuidade das espécies parentais na Serra dos Órgãos 
depende dos cruzamentos intraespecíficos realizados. Sen-
do assim, o limite entre as espécies está bastante definido e a 
hipótese de que E. secundum e E. xanthinum consistem em 
duas espécies distintas encontra grande suporte em nossos 
resultados (Pinheiro et al., 2009).

Apesar do isolamento detectado, existe a possibilida-
de de que elementos ou regiões genômicas de uma espécie 
possam cruzar a barreira reprodutiva e serem transferidos 
para o genoma da outra espécie. Este fenômeno é chamado 
introgressão e já foi descrito anteriormente entre espécies 
próximas de orquídeas (Soliva e Widmer, 2003; Pinheiro et 
al., 2010). Os dados sugerem que, apesar de pouco provável, 
é possível se formar um descendente de natureza híbrida de 
geração tardia, ou seja, um híbrido que seja retrocruzado 
com uma das espécies parentais poderia gerar um descen-
dente. Se este descendente for retrocruzado com a mesma 
espécie parental e então este fenômeno ocorrer por diver-

Resultados
A formação de frutos foi possível em todas as cate-

gorias de cruzamento realizadas. Considerando-se todas as 
polinizações realizadas, 58% delas desencadearam a forma-
ção de fruto. A viabilidade dos frutos foi elevada nos cruza-
mentos intraespecíficos, sendo 64,1% para E. secundum e 
74,1% para E. xanthinum. Os cruzamentos interespecíficos 
também tiveram viabilidade elevada, 66,7% quando pólen 
de E. xanthinum foi usado em flores de E. secundum e 93,3% 
na direção oposta. Os cruzamentos envolvendo híbridos ti-
veram uma menor porcentagem de frutos formados, espe-
cialmente quando foi utilizado pólen híbrido (Tabela 1).

 A viabilidade das sementes formadas foi elevada nos 
cruzamentos intraespecíficos e entre as espécies paren-
tais variando entre 68,8% (E. secundum -> E. secundum) e 
83,8% (E. xanthinum -> E. xanthinum). Nenhuma semente 
viável foi produzida nos cruzamentos de híbridos entre si. A 
viabilidade das sementes formadas nos cruzamentos entre 
híbridos e parentais foi baixa variando entre 7,4% e 14%. 
Esse padrão curiosamente não foi observado quando pólen 
híbrido foi usado em flores de E. xanthinum caso em que a 
viabilidade das sementes foi de 39,9% (Tabela 2).

Os índices de isolamento calculados revelam a bai-
xa viabilidade reprodutiva dos híbridos. Nos cruzamentos 
em que híbridos participaram, o IRFS obteve valores muito 
próximos a 1 (isolamento total), variando entre 0,93 e 1, ex-
ceto nos cruzamentos em que pólen híbrido foi usado para 
polinizar flores de E. xanthinum. Neste caso, o IRFS teve va-
lor 0,65. Nos cruzamentos intraespecíficos e interespecíficos 
este índice variou entre 0,35 e 0,56 (Tabela 3). 

Discussão
A hipótese de hibridação entre E. secundum e E. xan-

thinum foi confirmada pelos dados obtidos nas polinizações 
realizadas entre as duas espécies. O IRFS encontrado entre 
E. secundum e E. xanthinum é semelhante ao encontrado 
nos cruzamentos intraespecíficos (Tabela 3), o que indica 
uma provável formação de indivíduos híbridos de primeira 
geração (F1) quando as populações ocorrem em simpatia, 
como é observado na Serra dos Órgãos. A hibridação ocor-
re de forma bidirecional, ambas as espécies podem atuar 

Tabela 1. Porcentagem de frutos viáveis formados para cada categoria de cruzamento realizado.

Tabela 2. Porcentagem de sementes portadoras de embrião viável para categoria de cruzamento realizado.

Tabela 3. Índice de Isolamento Reprodutivo combinado dos estágios formação de Fruto e viabilidade das Sementes (IRFS) para cada 
categoria de cruzamento realizado. Nota: valor igual a 1 indica isolamento total e valor igual a 0 indica ausência de isolamento, ou seja, 
fertilidade total.

doador de pólen
híbrido

receptor de pólen

64,1% 11,1% 66,7%
híbrido 74,1% 18,5% 88,9%

93,3% 88,9% 74,1%

E.secundum E. xanthinum

E. secundum

E.xanthinum

doador de pólen
híbrido

receptor de pólen

0,56 0,98 0,44
híbrido 0,93 1,00 0,93

0,35 0,65 0,41

E.secundum E. xanthinum

E. secundum

E.xanthinum

doador de pólen
híbrido

receptor de pólen

68,8% 14,0% 83,8%
híbrido 9,0% 0,0% 7,4%

69,9% 39,9% 79,3%

E.secundum E. xanthinum

E. secundum

E.xanthinum
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sas gerações, pode ser formado um indivíduo pertencente 
à uma das espécies parentais mas com alguns elementos 
genômicos da outra. Isto parece ser especialmente verdade 
quando se considera a possibilidade de introgressão sobre 
a espécie E. xanthinum, visto que nos cruzamentos em que 
pólen híbrido foi utilizado para fecundar flores de E. xan-
thinum o IRFS apresentou valor de 0,65 (Tabela 3), bem in-
ferior aos demais cruzamentos envolvendo híbridos e com 
valor próximo ao observado nos cruzamentos intraespecífi-
cos e interespecíficos.

Conclusão
A execução de cruzamentos manuais se mostra um 

procedimento experimental bastante simples e interessan-
te para avaliar a natureza e intensidade do isolamento re-
produtivo em zonas de hibridação naturais. Em conjunto 
com outros trabalhos (Marques et al., 2014) isto reforça a 
importância da manutenção de coleções biológicas com es-
pécimes vivos e em cultivo como as encontradas nos Jardins 
Botânicos.

Os resultados obtidos corroboram a possibilidade de 
intercruzamento e produção de híbridos de primeira gera-
ção (F1) viáveis, porém sub-férteis entre E. secundum e E. 
xanthinum na Serra dos Órgãos. A formação de outras ca-
tegorias de híbridos, como híbridos de segunda geração e 
introgressantes, frutos de retrocruzamentos entre híbridos e 
parentais não pode ser verificada apenas com estes resulta-
dos. Análises complementares utilizando marcadores mo-
leculares em DNA poderiam ajudar a compreender tanto a 
categoria dos híbridos coletados, quanto verificar se existe 
introgressão entre estas espécies (Pinheiro et al., 2010; Pi-
nheiro et al., 2013; Vega et al., 2013; Marques et al., 2014). 
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(Burgarella et al., 2009; Pinheiro et al., 2010). Como os fe-
nótipos formam um gradiente contínuo de cores, alguns in-
divíduos podem ter sido identificados erroneamente como 
híbridos ou parentais. Isto poderia explicar, por exemplo, 
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de E. xanthinum. O erro na classificação pode ter aumenta-
do a compatibilidade dos cruzamentos, reduzindo artificial-
mente o índice de isolamento.
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Resumo. A diversidade de sistemas visuais encontrada em Metazoa é surpreendente, e seu estudo 
vem crescendo exponencialmente com avanços significativos, principalmente por meio do emprego 
de novas técnicas e abordagens. Ampla variedade de sistemas visuais ocorre no filo Mollusca, em 
especial na classe Bivalvia, sendo esses animais considerados potenciais modelos de estudo na área. 
Primeiramente, este artigo explora a classificação da diversidade visual em Metazoa e as principais 
discussões atuais sobre homologias e convergências da fotopercepção animal. Em seguida, é 
apresentada uma revisão crítica do conhecimento sobre sistemas visuais em moluscos, destacando-
se a organização ocular em bivalves. Finalmente, são apontadas lacunas no conhecimento e novas 
perspectivas de estudos empregando moluscos, considerando o histórico de investigações no grupo e 
os atuais paradigmas da evolução da visão animal.
Palavras-chave. Bivalves; Convergências; Fotorreceptores; Moluscos; Olhos

Abstract. The diversity of metazoan visual systems is astonishing, and numerous recent studies have 
been advancing our knowledge by incorporating novel techniques and approaches. The phylum 
Mollusca exhibits huge diversity of ocular structures, and Bivalvia is the most diverse class in this 
aspect, bivalves being regarded as potential models for the study of visual systems evolution. Firstly, 
this paper explores the classification of visual diversity in Metazoa, and the main current hypotheses 
on homologies and convergences in animal photoreception. Then, a critical review of the knowledge of 
molluscan visual systems is presented, with emphasis on ocular organization in bivalves. Finally, gaps 
in our knowledge and perspectives for future research are discussed, as well as current paradigms in 
animal vision evolution.
Keywords. Bivalves; Convergences; Eyes; Mollusks; Photoreceptors
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Introdução
A compreensão da evolução e função adaptativa dos 

fotorreceptores é um tema complexo, amplamente estuda-
do e com avanços recentes a partir do emprego de diferentes 
abordagens moleculares e evolutivas (e.g., Erclik et al., 2009; 
Vopalensky e Kozmik, 2009; Gehring, 2012). Estruturas fo-
tossensíveis estão presentes nas mais diversas espécies de se-
res vivos, desde fotorreceptores simples em bactérias e euca-
riontes unicelulares, até olhos complexos em muitos animais, 
como lulas e aves (Nilsson, 2009).

Há pouca informação disponível sobre o surgimento 
de órgãos fotossensíveis em Metazoa, porém os registros mais 
antigos sobre estruturas oculares incluem impressões das fa-
cetas de olhos compostos preservadas em fósseis de trilobitas 
do início do Cambriano, cerca de 530 milhões de anos atrás 
(maa) (Land e Nilsson, 2012). Já o registro fóssil do início do 

Ordoviciano (488 maa), que inclui representantes da maioria 
dos filos de metazoários atualmente reconhecidos, revela, de 
forma surpreendente, ampla variedade de estruturas oculares 
(Nilsson, 2009; Land e Nilsson, 2012).

Fotopercepção
Apesar do emprego recorrente na literatura científica 

de termos como “visão” e “olho”, esses conceitos nem sempre 
são claramente definidos. O crescente avanço no estudo da 
fotopercepção animal faz com que este seja um tema cons-
tantemente reavaliado. A proposta de classificação apresen-
tada a seguir baseia-se na compilação de dados da literatu-
ra sobre fotopercepção em Metazoa (Land e Nilsson, 2012; 
Nilsson, 2013), sendo particularmente útil na compreensão 
da diversidade ocular em Mollusca, como discutido mais 
adiante. Segundo Nilssen (2013), a classificação dos sistemas 
fotossensíveis é definida como a sequência de quatro classes 
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tar dois tipos de modificação da membrana celular rela-
cionadas à sensibilidade e resposta à luz (Eakim, 1965): 
rabdoma (Fig. 1A), conjunto de microvilosidades presente 
em diversos filos de animais, e cílio (Fig. 1B), no qual há 
dobras na região da membrana que o envolve, este último 
tipo presente nos deuterostômios (Eakim, 1965; Nilsson, 
2004; Fain et al., 2010). Receptores rabdoméricos e ciliares 
também diferem quanto às proteínas envolvidas na cascata 
de sinalização celular produzida (Arendt, 2003). Embora 
se observe uma aparente dicotomia entre deuterostômios 
e protostômios, a evolução das células receptoras ainda 
é amplamente discutida (Fain et al., 2010). Por exemplo, 
invertebrados protostômios como bivalves e artrópodes 
também apresentam receptores ciliares semelhantes aos 
de vertebrados, revelando casos de convergência evolu-
tiva (Arendt, 2003). De forma consensual, a evolução da 
morfologia das células fotorreceptoras é considerada ho-
moplástica, com inúmeros casos de convergência e evo-
lução independente em distintos táxons animais (Salvini-
-Plawen, 2008).

Figura 1. Representação esquemática dos dois tipos morfológi-
cos de células fotorreceptoras animais. A. Célula fotorrecepto-
ra rabdomérica cujas proteínas fotossensíveis (opsinas) estão 
agrupadas na membrana celular organizada em microvilosida-
des (rabdomas). B. Célula fotorreceptora ciliar onde as opsinas 
encontram-se presentes em expansões da membrana celular do 
cílio modificado. Cb, corpúsculo basal; Ci, cílio; Mc, microvilosi-
dades; Mi, mitocôndrias; Nu, núcleo.

Homologias
Como descrito acima, olhos são encontrados em 

diversos filos e possuem uma variedade morfológica sur-
preendente. O desenvolvimento ocular é distinto entre os 
grandes grupos de animais e, apesar de haver semelhan-
ças, em geral assume-se que não há qualquer homologia 
estrutural envolvida (Land e Nilsson, 2012). Mesmo den-
tro dos filos, como no caso de Mollusca, a evolução dos 
fotorreceptores e estruturas oculares é reconhecidamente 
não-homóloga (Salvini-Plawen, 2008).

Apesar das evidências morfológicas apontarem para 
caminhos independentes e convergentes, nas últimas dé-
cadas dados da biologia molecular colocaram em questão 
a completa ausência de homologia entre tantas estruturas 
visuais. Pesquisas na área de regulação gênica de estrutu-
ras oculares revelaram que genes da família Pax estão inti-
mamente relacionados à regulação de transcrições envol-
vidas na formação de estruturas visuais em metazoários 
(e.g., Gehring, 2005, 2012; Nilsson, 2004; Fernald, 2006; 

evolutivamente relacionadas, sob a premissa de que a evolu-
ção da estrutura fotorreceptora está associada à evolução de 
comportamentos visualmente guiados. Neste contexto, são 
apresentadas as quatro classes morfofuncionais:

I. Fotopercepção não-direcional. Células fotorrecep-
toras simples, geralmente isoladas, apenas identificam a 
presença, intensidade e ausência de luz. Esse tipo de foto-
percepção é muito comum, por exemplo, em organismos 
do zooplâncton, auxiliando na migração vertical ao longo 
da coluna de água.

II. Fotopercepção direcional. Células fotorrecepto-
ras são acompanhadas de células pigmentadas que atuam 
sombreando os fotorreceptores, de modo que a luz é de-
tectada em algumas direções, mas não em outras. A foto-
taxia, por exemplo, depende de um sistema direcional de 
fotopercepção, como ocorre nos ocelos de planárias.

III. Visão de baixa resolução. Quando diferentes 
células fotorreceptoras encontram-se organizadas, por 
exemplo, em taças pigmentares, diferentes direções são 
simultaneamente percebidas. Esta é considerada a origem 
da visão, pois a variação de luz no espaço é detectada de 
forma simultânea e comparada. Este sistema está presente, 
por exemplo, nos olhos de muitos gastrópodes marinhos 
e terrestres.

IV. Visão de alta resolução. A inclusão de diferen-
tes componentes e estruturas ao sistema III está associa-
da ao avanço da resolução óptica e, consequentemente, 
ao aumento da diversidade de morfologias oculares. Os 
olhos de aves, cefalópodes e alguns mamíferos são os mais 
notáveis exemplos dessa classe. O surgimento de lentes e 
outros mecanismos foram inovações-chave na evolução 
de comportamentos visualmente guiados mais comple-
xos. Em suma, apenas as classes III e IV são rigorosamen-
te consideradas visão em razão de sua acuidade espacial. 
Consequentemente, olhos são estruturas visuais incluídas 
nestas duas classes.

Estruturas fotorreceptoras em Metazoa
A fotopercepção mais simples em Metazoa correspon-

de às classes I e II, presentes na maioria dos filos animais 
(Nilsson, 2009; Land e Nilsson, 2012). Entretanto, estruturas 
como manchas ocelares frequentemente variam quanto à 
classificação (II ou III) conforme critérios ópticos e compor-
tamentais (Nilsson, 2013). Os sistemas oculares (classes III e 
IV) são classificados de acordo com os mecanismos de for-
mação de imagem, podendo ser subdivididos em olhos com-
postos e simples. Os olhos compostos, formados pelo arranjo 
de milhares de unidades fotorreceptoras denominadas oma-
tídeos, são característicos dos artrópodes, principalmente de 
Crustacea e Insecta, além de ocorrer também em poliquetos 
e bivalves (Nilsson, 1994). Os olhos simples são formados 
por camadas de células fotorreceptoras associadas a células 
pigmentadas; entretanto, outros elementos podem estar pre-
sentes, como lentes, retinas acessórias e córnea (Land, 1992; 
Jonasova e Kozmik, 2008). Tanto olhos compostos quanto 
simples são chamados de complexos quando possuem maior 
acuidade e/ou sensibilidade visual (Land e Nilsson, 2012).

As células fotorreceptoras animais podem apresen-
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nam os olhos, porém ela existe quando considerada a base 
molecular reguladora dessa formação. Como apontado 
por Piatigorsky (2008), é fundamental se pensar em di-
ferentes níveis de homologia quando se trata da evolução 
das estruturas visuais nos animais.

Mollusca
O contexto evolutivo e morfológico dos sistemas vi-

suais dos metazoários é fundamental para o embasamento 
das discussões sobre evolução e caracterização das estrutu-
ras fotorreceptoras de Mollusca. O filo corresponde a um 
dos mais diversificados grupos de metazoários, com cerca 
de 130.000 espécies descritas para a fauna atual e 70.000 
para o registro fóssil (Haszprunar et al., 2008). Apesar das 
classes Solenogastres, Caudofoveata, Monoplacophora e 
Scaphopoda não possuírem órgãos oculares (Serb e Ear-
nisse, 2008), a diversidade de estruturas fotossensíveis é 
surpreendentemente diversa nas demais classes, pois, 
além da fotopercepção direcional e não direcional (classes 
I e II), a visão pode ocorrer em taças ou cúpulas pigmenta-
res (classes II e III) ou em olhos do tipo câmera (classes III 
e IV). A variedade de estudos sobre fotopercepção no filo 
inclui abordagens genéticas, experimentais, fisiológicas e 
anatômicas, permitindo o reconhecimento de padrões ge-
rais bem como especificidades em cada classe.

Uma das sinapomorfias de Poly-
placophora é justamente a presença de 
estruturas sensoriais características de-
nominadas estetos, presentes em canais 
que atravessam as placas valvares (Todt 
et al., 2008). O conjunto de células fo-
torreceptoras (ocelos) presente em tais 
canalículos percebe a luminosidade do 
meio externo, permitindo ao animal uma 
resposta de exposição ou fuga de ambien-
tes mais iluminados (Moseley, 1884; Fit-
zgerald, 1975). A distribuição de ocelos 
pode ser regular ou irregular e, em alguns 
casos, com maior concentração nas val-

Vopalensky e Kozmik, 2009). Mais especificamente, os ge-
nes Pax atuam na transcrição das duas principais classes 
de opsinas que estão presentes no sistema de fotorrecepto-
res rabdomérico e ciliar (Nilsson, 2009).

As opsinas são proteínas trans-membranas, alta-
mente conservadas em Metazoa, e essenciais na cascata 
proteica envolvida na despolarização ou hiperpolarização 
da membrana celular durante a transdução do sinal lumi-
noso (Fain et al., 2010). Genes da família Pax também es-
tão presente em Cnidaria, recebendo o nome de PaxB em 
razão das variações nos domínios principais (Piatigorsky 
e Kozmik, 2004). Estudos recentes sugerem que o gene 
PaxB possa corresponder à condição ancestral, a qual, por 
meio de eventos de duplicação e diversificação, teria ori-
ginado as variedades Pax6 e Pax 2/5/8 dos bilatérios (e.g., 
Ruzickova et al., 2009).

Em suma, as evidências acumuladas para diferentes 
grupos animais revelam que, apesar da origem embrioná-
ria distinta e das demais diferenças no desenvolvimento 
de órgãos fotorreceptores, há uma base molecular ances-
tral comum: os animais compartilham genes ortólogos 
(i.e., que descendem evolutivamente de um mesmo gene 
ancestral) reguladores de transcrição, fundamentais para 
formação de estruturas visuais (e.g., Nilsson, 2004; Fer-
nald, 2006; Ruzickova et al., 2009; Gehring, 2012). Sendo 
assim, pode não haver homologia nos tecidos que origi-
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Figura 2. Diversidade de estruturas oculares 
em Mollusca. A. Acanthopleura granulata 
(Polyplacophora: Chitonidae). Quítons po-
dem possuir milhares de estetos com ocelos 
desenvolvidos distribuídos ao longo das pla-
cas valvares. B. Helix aspersa (Gastropoda: 
Helicidae). Alguns gastrópodes terrestres 
apresentam olhos fechados no ápice dos 
tentáculos cefálicos. C. Haliotis sp. (Gastro-
poda: Haliotidae). Muitas espécies de gas-
trópodes marinhos possuem olhos abertos, 
preenchidos por uma matriz homogênea, e 
localizados na base dos tentáculos cefálicos. 
D. Nautilus pompilius (Cephalopoda: Nauti-
lidae). Os náutilos possuem um par de olhos 
abertos do tipo câmera e com o interior em 
contato direto com o ambiente. E. Doryteu-
this plei (Cephalopoda: Loliginidae). Lulas, 
sépias e polvos apresentam característico ar-
ranjo ocular fechado, do tipo câmera e com 
diversos componentes oculares.
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cujos representantes são os náutilos, os olhos possuem 
uma organização conhecida como pinhole camera, pois se 
trata de uma cavidade aberta para o meio, sem lente nem 
córnea (Fig. 2D). Sendo assim, a retina está localizada ao 
fundo do olho e em contato direto com a água do mar 
(Muntz e Raj, 1984). Os olhos dos náutilos são relativa-
mente grandes e estima-se que esse arranjo ocular permita 
percepção de movimento com alta resolução, contudo a 
sensibilidade é muito reduzida devido à pequena abertu-
ra ocular, limitando a captura de luz (Muntz e Raj, 1984; 
Muntz, 1999). Diferentes hipóteses sobre a evolução dos 
olhos associada a hábitos de vida em náutilos já foram le-
vantadas, explorando principalmente a compatibilidade 
do sistema visual com visão a curta distância, movimen-
tos lentos de natação e migração vertical (Muntz, 1999; 
Colicchia, 2006).

Na subclasse Coleoidea (lulas, sépias e polvos) ocor-
rem olhos do tipo câmera, cuja organização é a mais com-
plexa dentre os invertebrados e de notável convergência 
com o modelo ocular de vertebrados, i.e., sistema de reti-
na, lente, íris, pupila e córnea (Fig. 2E) (Young, 1971; Serb, 
2008). Os olhos desses cefalópodes são classificados den-
tro da classe IV em razão de sua complexidade estrutu-
ral, alta resolução e vasto repertório de comportamentos 
visualmente guiados, sendo o único grupo de Mollusca a 
receber tal classificação (Nilsson, 2013). Dentre os cefa-
lópodes, o olho mais sofisticado pertence às lulas (ordem 
Teuthida), contudo há grande variação na forma, simetria 
e composição ocular, de modo que diferentes aspectos da 
evolução do sistema visual em Coleoidea vêm sendo in-
vestigados em conjunto com informações sobre hábito de 
vida pelágico, profundidade de ocorrência, metabolismo 
e captura de presas (Sweeney et al., 2007; Serb, 2008). O 
sistema sensorial e nervoso de cefalópodes foi e ainda é 
o mais intensamente estudado em comparação com os 
demais grupos de moluscos. Neste sentido, é interessante 
ressaltar que informações mais detalhadas sobre anatomia 
ocular, neurofisiologia, comportamento e ecologia visual 
de cefalópodes podem ser encontradas na literatura (e.g., 
Hanlon e Messenger, 1996; Hanlon e Shashar, 2003; Nixon 
e Young, 2003; Sweeney et al., 2007).

Bivalvia
Os moluscos bivalves são animais de corpo mole 

protegido por duas valvas e que apresentam extensa di-
versidade de formas e hábitos de vida (Giribet, 2008). O 
adulto não possui região cefálica e os diferentes tipos de 
órgãos sensoriais ocorrem principalmente concentrados 
no manto e em sua margem livre (Stasek e McWilliams, 
1973; Yonge, 1983). Dentre os demais moluscos, os bival-
ves apresentam a maior diversidade de estruturas fotorre-
ceptoras (Serb, 2008).

Segundo Morton (2008), a fotopercepção neste 
grupo pode ocorrer basicamente por três tipos: recepto-
res simples do manto, ocelos cefálicos ou olhos paliais. 
O primeiro tipo corresponde a fotorreceptores simples, 
onde o próprio nervo palial contém células sensíveis à lu-
minosidade (Kennedy, 1960). Essa condição sugere uma 
fotopercepção não-direcional vinculada à classe I. Res-

vas anteriores (Speiser et al., 2011a). Pode haver também 
variedade nos tipos estruturais presentes, como ocelos 
intra e extra-pigmentares, que permitem a percepção de 
intensidade e direção da luz (Crozier, 1920; Fischer, 1978).

Surpreendentemente, casos de visão em baixa re-
solução ocorrem no grupo a partir de estruturas diferen-
ciadas. Por exemplo, o quíton Acanthopleura granulata 
(Chitonidae) possui estetos cujos ocelos (Fig. 2A) contêm 
lentes compostas por aragonita, uma curiosa exceção en-
tre os animais, os quais, em sua maioria, possuem lentes 
formadas por proteínas (Speiser et al., 2011a). Nesta es-
pécie, a lente de aragonita é apontada como responsável, 
em parte, pela capacidade de formação de imagem na re-
tina tanto na condição submersa como em exposição ao 
ar (Speiser et al., 2011a). Apesar das descrições gerais e 
dos estudos aprofundados com A. granulata, as estrutu-
ras fotorreceptoras dos poliplacóforos ainda foram pouco 
investigadas. Detalhes da anatomia e variação entre os di-
ferentes grupos da classe são escassos, assim como estudos 
genéticos, ontogenéticos e fisiológicos.

Os gastrópodes, em sua maioria, apresentam olhos 
cefálicos localizados na base dos tentáculos. No caso dos 
gastrópodes pulmonados terrestres, os olhos são termi-
nais, localizados no ápice dos tentáculos cefálicos (Mor-
dan e Wade, 2008). Duas morfologias oculares podem 
estar presentes em Gastropoda: olhos fechados, que po-
dem apresentar lentes, e olhos sem córnea, abertos para 
o meio (open pit) (Serb, 2008). De modo geral, tais con-
dições morfológicas sugerem fotopercepção associada 
às classes II e III. Caramujos e lesmas terrestres, como 
o scargot (Helix aspersa, Helicidae), possuem estrutura 
ocular terminal com córnea, retina e lente celular (Fig. 
2B) (Meisenhaimer, 1912). Gastrópodes marinhos do 
gênero Littorina (Littorinidae), comuns em costões ro-
chosos, possuem organização similar, embora seus olhos 
ocorram na base dos tentáculos cefálicos (Seyer, 1992). Já 
em outros grupos, como no gênero Haliotis (Haliotidae), 
conhecidos como abalones, o olho possui uma abertura 
estreita para o meio, além de uma cavidade com retina 
e preenchimento gelatinoso homogêneo (Fig. 2C) (Cox, 
1962). É interessante notar que, além dos olhos cefálicos, 
estudos morfofisiológicos também foram conduzidos com 
ocelos localizados em papilas dorsais de lesmas marinhas 
da família Onchidiidae (Katagiri et al., 2002).

As áreas mais estudadas no contexto da fotoper-
cepção em Gastropoda são a ultraestrutura e a fisiologia, 
principalmente empregando espécies de pulmonados ter-
restres e aquáticos, que são modelos comuns em inves-
tigações sobre olhos (e.g., Bobkova et al., 2004; Zieger e 
Meyer-Rochow, 2008). A regeneração ocular é outro tema 
muito explorado, havendo ampla variedade de informa-
ções compiladas para diferentes espécies de gastrópodes 
(Tuchina e Meyer-Rochow, 2010). Detalhes da formação 
do órgão visual foram descritos para Helix aspersa (Eakin 
e Bradenburger, 1967), entretanto estudos mais recentes 
de morfogênese e expressão gênica são escassos para o 
grupo (e.g., O’Brien e Degnan, 2002).

Em Cephalopoda ocorrem dois padrões básicos de 
olhos cefálicos do tipo câmera. Na subclasse Nautiloidea, 
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go da evolução do grupo (Morton, 2008). A hipótese da 
evolução homoplástica de estruturas oculares em Bivalvia, 
principalmente de olhos paliais, é fortemente sustentada 
por diferentes dados morfológicos e ultraestruturais so-
bre diversidade de fotorreceptores nessa classe (Salvini-
-Plawen, 2008). Tal cenário é congruente com a evolução 
da fotopercepção em Mollusca e também entre os demais 
grupos de metazoários, cujo recrutamento e interação in-
dependente de genes regulatórios são responsáveis pela 
diversidade de estruturas oculares, muitas vezes com no-
táveis convergências evolutivas (Jonasova e Kozmik, 2008; 
Piatigorsky, 2008).

A borda livre do manto apresenta geralmente três 
pregas distintas e, segundo Morton (2008), a classifica-
ção dos olhos paliais em bivalves pauta-se na localização 
nessas pregas, havendo, portanto, três categorias de olhos. 
No primeiro tipo ocular, os olhos são formados na face 
interna da prega externa, sendo a porção mais externa 
responsável pela secreção dos componentes da valva. É 
interessante notar que o sulco entre a prega mediana e a 
externa é responsável pela secreção do perióstraco, cama-
da proteica mais externa da concha. Devido a sua locali-
zação, as estruturas visuais ficam permanentemente sob a 
camada do perióstraco, o que limita a percepção luminosa 
(Morton, 1995).

Olhos paliais da prega externa estão 
presentes em algumas famílias de bivalves, 
i.e., Pteriidae, Limopsidae, Anomiidae e 
Arcidae (Morton, 2008). Para Pteria bre-
vialata (Pteriidae), células fotossensíveis e 
células pigmentadas se agrupam na prega 
externa sob o perióstraco (Morton, 1995). 
Em espécies de Arcidae, como Barbatia 
virescens e Anadara notabilis, observam-
-se células fotossensíveis entremeadas às 
células pigmentadas formando pequenas 
cúpulas (Morton, 1987; Nilsson, 1994; 
Morton e Peharda, 2008). Já Arca zebra, 
Arca noae e Barbatia cancellaria apre-

postas à sombra são típicas nesse caso, por exemplo, com 
consequente retração dos sifões. Esse tipo de mecanismo 
é observado em diversos bivalves, principalmente em ha-
bitantes de águas mais rasas e de substratos pouco profun-
dos, como é o caso do escavador Donax (Donacidae), que 
responde a variações de luminosidade com ajustes de sua 
posição no sedimento (Ansell et al., 1998).

Os ocelos cefálicos foram descritos para a fase larval 
de representantes de apenas algumas famílias do agrupa-
mento que inclui as ostras, vieiras e mexilhões (e.g., Cole, 
1938; Hodgson e Burke, 1988; Carriker, 1990), o que le-
vou à hipótese de que tais órgãos teriam surgido apenas 
uma vez em Bivalvia (Morton, 2008). Situados na região 
cefálica da larva (anteriormente às brânquias), os ocelos 
cefálicos possuem forma de taça pigmentar uniforme, 
podendo inclusive haver uma lente amorfa (Waller, 1981; 
Hodgson e Burke, 1988). Tais estruturas ocorrem apenas 
na fase larval e sofrem degeneração ao longo do desenvol-
vimento (Carriker, 1990). Apesar de aspectos funcionais 
serem ainda especulativos, o padrão morfológico para es-
ses ocelos sugere uma fotopercepção direcional (classe II).

Os olhos paliais certamente compõem o tipo ocular 
que mais se destaca, tanto pela diversidade quanto pela 
plasticidade (Fig. 3). Tais estruturas ocorrem na margem 
livre do manto e assume-se que seu surgimento tenha 
ocorrido diversas vezes de forma independente ao lon-
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Figura 3. Representação de diferentes mem-
bros da classe Bivalvia com seus respectivos 
esquemas de olhos paliais em destaque. A. 
Argopecten irradians (Pectinidae), vieira que 
possui dezenas de olhos paliais espelhados na 
prega mediana do manto e distribuídos em 
ambos os lados do corpo. B. Cerastoderma 
edule (Cardiidae), bivalve que apresenta pe-
quenos ocelos na região da prega palial interna 
em tentáculos associados aos sifões e à aber-
tura ventral. C. Laternula truncata (Laternu-
lidae), bivalve com olhos complexos presentes 
em tentáculos ópticos dos sifões. D. Arca ze-
bra (Arcidae), bivalve que possui vários olhos 
compostos distribuídos na prega palial exter-
na. E. Tridacna maxima (Tridacnidae), bivalve 
com milhares de ocelos associados a zooxan-
telas presentes na prega interna hipertrofiada 
do manto. F. Ctenoides floridanus (Limidae), 
bivalve com olhos abertos para o ambiente e 
localizados na prega palial mediana.
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especialização dessas retinas para diferentes tarefas visu-
ais, como detecção de movimentos (Speiser et al., 2011b). 
Abaixo da retina dupla há uma camada côncava refletora 
composta por cristais de guanina que refletem a luz como 
um espelho (Barber et al., 1967; Wilkens 2006). A luz que 
entra pela abertura ocular passa pela córnea e lente, sendo 
refletida no fundo do olho pela camada refletora de modo 
que a imagem em baixa resolução resultante é formada na 
retina (Land, 1964, Nilsson, 2013). Recentemente, estudos 
pioneiros em genética e transcriptoma de pectinídeos re-
velaram como genes que codificam fotoproteínas variam 
nesses animais, fornecendo dados para hipóteses sobre 
origem e evolução da base molecular da fotopercepção no 
grupo (Pairett e Serb, 2013; Serb et al., 2013).

Debates sobre função dos olhos em Pectinidae e 
Spondylidae são extensos, e muitas vezes não consensuais, 
principalmente devido à complexidade de fatores associa-
dos à evolução de tais órgãos (Morton, 2000b). Especula-
-se que seu papel funcional esteja relacionado à resposta 
de fuga de predadores em espécies com capacidade de 
natação, embora haja controvérsias nessa hipótese devi-
do à participação de quimiorreceptores em tais tarefas 
(Wilkens, 2006). Dados de anatomia comparada também 
indicam variação ocular em função da mobilidade do or-
ganismo (Speiser e Johnsen, 2008). Funções relacionadas 
à orientação do animal no ambiente e substrato também 
foram sugeridas a partir de experimentos comportamen-
tais com Argopecten irradians (Hamilton e Koch, 1996).

Finalmente, a última categoria de olhos correspon-
de àqueles formados na prega palial interna (i.e., famílias 
Myidae, Cardiidae, Tridacnidae, Laternulidae). A presen-
ça de um tufo ciliar associado ao órgão fotorreceptor pa-
rece comum neste caso, porém sua função é desconheci-
da (Morton, 2008). Na família Cardiidae, os olhos paliais 
mais estudados são os que ocorrem nos tentáculos dos si-
fões de Cerastoderma edule, cuja organização ocular é em 
forma de cúpula com células pigmentadas envolvendo os 
fotorreceptores (Fig. 3B) (Barber e Land, 1967).

Os representantes do gênero Tridacna (Tridacni-
dae), os maiores bivalves existentes, possuem numerosos 
ocelos ao longo da margem hipertrofiada do manto, a qual 
abriga milhares de zooxantelas (i.e., dinoflagelados fotos-
sintetizantes endossimbiontes) (Yonge, 1936). Morfologi-
camente, os ocelos de Tridacna são muito similares aos de 
Cardiidae, contendo córnea, lente e retina; não obstante, 
há uma diferença fundamental associada à presença das 
zooxantelas localizadas no entorno dos componentes vi-
suais (Fig. 3E). Essa organização ocular parece se utilizar 
dos simbiontes como refletores de luz, aumentando a efi-
ciência de percepção direcional da luz (Fankboner, 1981; 
Wilkens, 1986). Apesar de haver poucos dados ultraestru-
turais e fisiológicos sobre os ocelos de Tridacnidae, um 
vasto repertório de comportamentos visualmente guiados 
foi registrado, como retração do manto e sifão, produção 
de jatos de água e fechamento das valvas (Wilkens, 1986; 
Land 2003). De modo geral, os dados de comportamento 
e anatomia sugerem fotopercepção direcional (classe II) 
como a classe morfofuncional desses bivalves.

Outro exemplo notável de organização estrutural 

sentam centenas de olhos compostos multifacetados cuja 
organização em omatídeos se assemelha superficialmen-
te aos olhos compostos dos artrópodes (Fig. 3D) (Wal-
ler, 1980; Nilsson, 1994; Morton e Peharda, 2008). Cada 
unidade corresponde a um tubo afunilado, desprovido de 
lente e com células receptoras ao fundo cercadas por cé-
lulas pigmentadas (Nilsson, 1994). Tal arranjo indica uma 
fotopercepção direcional (classe II) associada ao fecha-
mento das valvas por detecção de sombra e movimentos 
(Nilsson, 1994, 2013).

A formação de olhos paliais nas pregas mediana e 
interna é apontada como uma das possíveis condições que 
favoreceram o surgimento de estruturas visuais mais com-
plexas (Morton, 2008). A vantagem oferecida no desen-
volvimento de estruturas oculares nessas pregas é a ausên-
cia da cobertura do perióstraco, condição que pode estar 
associada ao aumento da resolução e sensibilidade visual 
(Morton, 2008).

A segunda categoria ocular corresponde aos olhos 
formados pelo lobo palial mediano, que estão presentes 
nas famílias Limidae, Pectinidae e Spondylidae (Dakin, 
1928). Na base dos tentáculos de Ctenoides floridanus (Li-
midae), os olhos correspondem a invaginações da porção 
externa da prega mediana e possuem forma de taça pig-
mentar que envolve os fotorreceptores (Fig. 3F) (Morton, 
2000a). Outro aspecto relevante é a presença de uma lente 
celular, contudo, o olho possui, curiosamente, conexão 
com o meio externo, sendo preenchido por uma matriz 
amorfa (Morton, 2000a). Com exceção dessas informa-
ções e daquelas acerca da fisiologia dos fotorreceptores de 
Lima scabra (Nasi, 1991), dados mais detalhados da ana-
tomia, desenvolvimento e variabilidade ocular são ausen-
tes para família.

Situação inversa ocorre com os olhos de vieiras 
(Pectinidae), possivelmente o grupo mais bem estudado 
dentre os Bivalvia quanto a aspectos visuais (Serb e Ear-
nisse, 2008). Os olhos paliais deste grupo apresentam cór-
nea, lente, retina dupla e outros componentes (Fig. 3A) 
(Dakin, 1910). É interessante notar que esse tipo ocular 
complexo ocorre tanto em Pectinidae, família de bivalves 
com grande capacidade de mobilidade, inclusive de nata-
ção, como em Spondylidae, que reúne bivalves sésseis que 
vivem cimentados ao substrato (Dakin, 1928; Speiser e Jo-
hnsen, 2008). Devido à proximidade de parentesco entre 
ambas as famílias citadas, supõe-se que esses olhos paliais 
já estivessem presentes em seu ancestral comum (Morton, 
2008).

Os olhos das vieiras vêm sendo extensamente estu-
dados quanto a aspectos de anatomia e fisiologia desde o 
início do século 20 (e.g., Dakin, 1910; Land, 1965; Barber 
et al., 1967; Speiser e Johnsen, 2008). Localizados no ápice 
de pequenos pedúnculos, os olhos ocorrem entre centenas 
de tentáculos na prega mediana da margem palial (Dakin, 
1910). A retina dupla destes órgãos é formada por fotor-
receptores em uma camada proximal, rabdomérica, e uma 
camada distal, ciliar (Barber et al., 1967). Além de diferi-
rem quanto à morfologia, as camadas de retina possuem 
diferentes sensibilidades ao espectro de luz, o que se soma 
ao conjunto de evidências que apontam para a hipótese da 
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estudos sobre estruturas fotorreceptoras em Bivalvia.
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está presente nos representantes de Laternulidae, cujos 
olhos são muito semelhantes e tão complexos quanto os 
de Pectinidae. Entretanto, a distância filogenética entre 
essas famílias sugere um alto grau de convergência (Mor-
ton, 2008). Os olhos de Laternula truncata, associados aos 
tentáculos dos sifões na prega interna do manto, possuem 
córnea, lente e duas camadas de retina (ambas com fotor-
receptores rabdoméricos), além de um órgão sensorial 
ciliar acessório (Fig. 3C) (Adal e Morton, 1973; Morton, 
1973). Todavia, não há mais informações além da anato-
mia geral desses olhos.

Considerações finais
Ao longo das últimas décadas novas metodologias 

vêm sendo integradas a diferentes áreas do conhecimento 
na tentativa de esclarecer questões sobre a evolução e di-
versidade dos sistemas visuais animais. Dentre elas, desta-
cam-se técnicas de biologia molecular, genética, ecologia 
comportamental e microscopia. Os debates sobre homo-
logias e convergências ganham continuamente mais ele-
mentos à medida que novas informações são descobertas 
para diferentes grupos de animais, genes e proteínas. Con-
sensos estão finalmente sendo definidos, principalmente 
quanto à variabilidade no recrutamento e expressão de 
genes ortólogos regulatórios. De modo geral, entretanto, 
a maior parte dos estudos sobre sistemas visuais é baseada 
em animais vertebrados, sendo estes os principais objetos 
de estudo na área. Para melhor compreender a evolução 
da visão em Metazoa, os invertebrados ganharam mais 
atenção nas últimas décadas, principalmente artrópodes, 
moluscos e, mais recentemente, cnidários.

Em Bivalvia, a diversidade de formas e organizações 
oculares é notável, atingindo surpreendentes níveis de es-
pecialização e convergência. Neste contexto, a borda do 
manto parece ser a região com maior plasticidade e va-
riabilidade de sistemas oculares, abrigando tipos variados 
nas mais diferentes famílias. Embora descrições gerais de 
órgãos visuais sejam abundantes, essa classe de moluscos 
ainda carece de dados comparativos de anatomia e com-
portamento que correspondam à sua diversidade taxonô-
mica. Diferentemente do estado do conhecimento sobre 
os olhos de cefalópodes e gastrópodes, informações mor-
fológicas e ultraestruturais ainda são insuficientes para 
compreensão da diversidade e funcionamento de órgãos 
visuais em Bivalvia. Deve-se ressaltar ainda que a plasti-
cidade de estruturas fotorreceptoras dos bivalves torna 
esses animais excelentes modelos para investigações sobre 
diversificação da fotopercepção.

Estudos moleculares voltados à pesquisa de fotor-
receptores são escassos para o grupo, embora iniciativas 
recentes tenham contribuído significativamente no en-
tendimento de sua maquinaria molecular. Neste sentido, 
novas perspectivas na compreensão da evolução dos olhos 
em bivalves devem surgir a partir de estudos de expressão 
gênica e regulação da formação de olhos. De forma com-
plementar, investigações morfogenéticas também são ca-
rentes e devem acrescentar substancial informação sobre 
o tema ao grupo. Em síntese, o uso integrado de diferentes 
técnicas e abordagens mostra-se vital na continuidade dos 
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Resumo. A biologia sintética, principalmente por causa das técnicas desenvolvidas, adquiriu atenção 
distinta entre cientistas, ambientalistas, políticos, bem como a sociedade, após o feito mais significativo 
até então: criação do primeiro organismo vivo controlado por um genoma sintético, isto é, a bactéria 
Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0. Portanto, o foco deste estudo foi realizar uma revisão da literatura 
sobre a biologia sintética, com o objetivo de identificar as possibilidades e os desafios existentes. Assim, 
os dados foram coletados a partir de publicações indexadas em bases de dados eletrônicas e a análise 
dos dados revelou que existem possibilidades de aplicações práticas para a indústria, meio ambiente e 
saúde humana, mas estas serão acompanhadas por desafios significativos. 
Palavras-chave. Genoma sintético; Mycoplasma mycoides; tecnologias emergentes. 

Abstract. Synthetic Biology, mainly because of the techniques developed, has acquired distinct 
attention among scientists, environmentalists, political as well as the society after the more significant 
accomplishment until then: creation of the first living organism controlled by a synthetic genome; i.e., 
the bacterium Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0. Therefore, the focus of this study was to undertake 
a review of the literature on synthetic biology with the aim of identifying existing possibilities and 
challenges. Thus, the data were collected from indexed publications in electronic databases; the data 
analysis revealed that there are possibilities for practical applications for industry, environment, and 
human health; but these possibilities will be accompanied by significant challenges.
Keywords. Emerging technologies; Mycoplasma mycoides; synthetic genome.
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Introdução

Desde 2003, cientistas desenvolvem uma nova tecno-
logia denominada biologia sintética, ou synbio, como sendo 
o limite seguinte da biociência (EASAC, 2011). Tratando-se 
de uma abordagem sistêmica, interdisciplinar e multiprofis-
sional, principalmente por causa das técnicas desenvolvidas, 
adquiriu atenção distinta entre cientistas, ambientalistas, po-
líticos, bem como a sociedade (Schneider, 2007).

Em 2010, por meio de uma publicação dos cientistas 
do J. Craig Venter Institute (JCVI – instituto fundado pelo 
bioquímico, geneticista e empresário norte-americano John 
Craig Venter), na revista Science, foi descrito o feito mais sig-
nificativo até então: criação do primeiro organismo vivo con-
trolado por um genoma sintético, isto é, a bactéria Mycoplas-
ma mycoides JCVI-syn1.0. (Gibson et al., 2010). Tal descrição 
apresentou-se como uma promissora e alarmante preparação 
para o objetivo maior de transformar microrganismos natu-
rais (bactérias, leveduras, algas e vírus) em sintéticos (com 
genomas sintéticos) para realizarem funções predefinidas e 
específicas (Centro Ecológico, 2009-2010). 

Após o feito de 2010, relevantes ponderações surgiram 
sobre o desenvolvimento de técnicas ainda pouco compre-
endidas, ou seja, se estas apresentariam mais resultados po-
sitivos ou negativos (ETC Group, 2010a,b; Kaiser, 2010). E 
seguindo estas ponderações, consideráveis questionamentos 

começaram a ser feitos: O que é biologia sintética? Quais são 
as possibilidades e os desafios, principalmente, para indús-
trias, meio ambiente e saúde humana?

Sendo assim, o presente trabalho justifica-se pela abor-
dagem dos fundamentos dessa nova tecnologia emergente, 
com o objetivo de identificar as possibilidades e os desafios 
existentes.

Revisão da literatura

Biologia sintética
O primeiro laboratório licenciado para pesquisas com 

biologia sintética foi criado em 2003, numa instituição dos 
Estados Unidos da América (E.U.A) – Lawrence Berkeley 
National Laboratory (EASAC, 2011). Todavia, até 2006, a 
biologia sintética existiu apenas como uma visão informal de 
como inovar a biologia de sistemas, por exemplo, testando-se 
a montagem aleatória de elementos genéticos. Finalmente, 
a partir de 2009, ratificou-se, entre os pesquisadores, uma 
definição precisa: biologia sintética é a engenharia genética, 
porém, digital e padronizada (Rabinow e Bennett, 2009). 

Definida como digital e padronizada, pois, os cientistas 
utilizam e/ou modificam técnicas de outras áreas biológicas, 
tais como: engenharia genética, microbiologia e bioinformá-
tica, para transformarem microrganismos naturais em sin-
téticos de modo sistemático (Centro Ecológico, 2009-2010). 

Com a utilização do conjunto das técnicas, ácidos 
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mas das técnicas utilizadas no experimento; programas de 
computador auxiliaram, in silico, na fragmentação do ge-
noma em 1.100 partes aproximadamente iguais, cada uma 
contendo cerca de 1.080 pb (Gibson et al., 2010; Chen et 
al., 2012). 

Posteriormente, a espécie Saccharomyces cerevisiae4 
foi utilizada para unir in vitro os fragmentos em DNAs 
circulares. Foram adicionadas aos fragmentos pequenas 
sequências terminais de ligação (prefixos e sufixos) com a 
finalidade de, após tratados quimicamente, tornar possível 
as ligações e fusões dos mesmos em segmentos únicos de 
DNAs circulares, isto é, em plasmídeos sintéticos, os geno-
mas sintéticos completos (O Globo, 2010).

Na etapa final, extraídos das leveduras, os plasmí-
deos sintéticos foram suspensos em solução química 
com as bactérias receptoras de transplante, plaqueadas 
em meio ágar SP4, contendo o substrato cromogênico X-
-gal e o antibiótico tetraciclina, e incubadas a 37 °C por 
72 horas. Após o período de incubação, numa proporção 
de 100.000:1, as células de M. capricolum transformadas 
cresceram e formaram colônias que expressaram apenas 
proteínas da espécie natural M. mycoides. As colônias 
teste ficaram concentricamente coradas, devido ao gene 
lacZ inserido ao DNA sintético, qual sintetizou a enzima 
β-galactosidase, pela conversão do substrato cromogênico 
em compostos azulados. 

Enfim, as colônias teste foram comparadas às colô-
nias controle Wild Type (WT), com o genoma natural da 
bactéria M. mycoides, as quais, sem o gene lacZ, permane-
ceram esbranquiçadas; como podem ser vistas na Figura 
2A-B (Bouzarc, 2010; Gibson et al., 2010). 

Após quatro anos, em 2010, estava transformado o 

desoxirribonucleicos (DNAs) são projetados in silico, sin-
tetizados e transplantados em microrganismos, cujos genes 
constituintes são utilizados como ferramentas especiais para 
aplicações funcionais específicas, singulares e padronizadas 
(Schneider, 2007). Em linguagem própria, utilizada por pes-
quisadores acadêmicos e, paralelamente, por entusiastas da 
nova tecnologia, biohackers e biopunks – programadores 
informáticos com considerável entendimento biológico –, os 
procedimentos são feitos em um hardware (parte física do 
computador) e em um software (parte lógica do computador; 
programa), onde o hardware refere-se a organismos vivos e o 
software representa o DNA sintético, projetado em ambiente 
virtual, que conterá um script (série de comandos informáti-
cos programáveis), os quais, ao serem integrados, resultarão 
em respostas conjuntas entre o hardware e o software, isto é, 
pelo microrganismo sintético (Wohlsen, 2011). 

Tal definição, digital (informatizada) e padronizada 
(sistemática), após experimento malsucedido em 2006, tor-
nou-se possível em 2010, em experimento bem-sucedido, 
com a transformação de uma espécie de bactéria preexistente 
em uma nova subespécie sintética viva. 

O microrganismo sintético
A etapa inicial foi a concepção in silico do genoma 

sintético, no computador, por meio da utilização de sof-
twares, a partir da sequência de 1.077.947 pares de ba-
ses (pb) nitrogenadas do genoma natural da espécie M. 
mycoides1. Genoma este disponível no GenBank – banco 
virtual de dados genéticos e moleculares dos E.U.A – do 
National Center for Biotechnology Infor1mation (NCBI) (Pi-
vetta, 2010). 

Em seguida, foi inserido um transposon da bactéria 
Escherichia coli2 e removidos quinze genes naturais para 
a inserção de seis, sendo um de resistência ao antibiótico 
tetraciclina, quatro marcadores, denominados watermark 
(marca d’água), e um reativo, para a reação colorimétrica, 
às sequências que seriam transplantadas nas células recep-
toras de transplante da espécie Mycoplasma capricolum3. 
Estes genes foram necessários para distinguir os genomas 
sintéticos dos naturais e as colônias teste e controle, cujas 
bases nitrogenadas purínicas (A e G) e pirimidínicas (C e 
T) foram emparelhadas sequencialmente (Adenina + Ti-
mina, Citosina + Guanina; A + T, C + G), de modo a es-
tarem criptografadas (ilegíveis em acesso não autorizado), 
contendo tags em HTML (linguagem de marcação em hi-
pertexto que correlaciona conteúdo e facilita buscas), um 
URL (localizador padrão de recursos), com o endereço do 
website (conjunto de páginas virtuais em hipertexto) do 
instituto, além dos nomes dos cientistas e citações de algu-
1. Espécie de bactéria desprovida de parede celular, pleomórfica e parasi-
ta de bovinos, caprinos e ovinos.
2. Espécie de bactéria Gram-negativa, colonizadora do trato intestinal de 
mamíferos, com subtipos patogênicos.
3. Espécie de bactéria do mesmo gênero e com as mesmas características 
da espécie da nota 1.
4. Espécie de levedura utilizada na produção de etanol e certas bebidas 
alcoólicas e alimentos fermentados.
5. Há divergências entre pesquisadores, com relação ao termo “sintético”: 
para alguns deles, trata-se de “semissintético”, sendo uma subespécie re-
sultante da hibridação de espécies preexistentes, e não totalmente nova; 
no entanto, para a maioria é “sintético”, pois não existia tal microrganis-
mo antes do resultado final do experimento de 2010.

Figura 1. Etapas do processo de transformação do microrganis-
mo natural em sintético. (A) Concepção do genoma natural da 
bactéria Mycoplasma mycoides em ambiente virtual; (B) Sínte-
se, inserção dos genes e transposon e fragmentação do genoma 
sintético; (C) União dos fragmentos, por leveduras da espécie 
Saccharomyces cerevisiae, e formação do plasmídeo sintético; 
(D) Transplante do plasmídeo sintético na bactéria receptora da 
espécie Mycoplasma capricolum; (E) Morte da célula sem o gene 
de resistência ao antibiótico tetraciclina e transformação da bac-
téria da espécie natural, Mycoplasma capricolum, em uma nova 
subespécie sintética, o microrganismo sintético – Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn1.0.

Silva e Paulillo:  Biologia sintética: possibilidades e desafios

ib.usp.br/revista


35Revista da Biologia (2015) 14(1)

ib.usp.br/revista

As sequências de nucleotídeos dos biobricks são 
projetadas para serem montadas na construção de novos 
circuitos e sistemas biológicos com aplicações específicas, 
por exemplo: síntese de proteínas e produção de compos-
tos, entre outras. São constituídas por genes que atendem 
a critérios preestabelecidos, garantem a compatibilidade 
entre as partes e mantêm o formato da montagem bási-
ca, definindo-as, portanto, como peças padrão (Knight, 
2003). Cada peça padrão é construída com extremidades 
para junções, prefixos e sufixos, e pontos de clivagem para 
as enzimas de restrição EcoRI, XbaI e SpeI (Constante et 
al., 2011).

Indústria
Na indústria bioenergética: os principais estudos são 

com relação à possibilidade de desenvolvimento do com-
bustível regenerativo, utilizando-se da eletricidade para 
decompor água em hidrogênio e oxigênio na obtenção de 
energia constante; novos tipos de biocombustíveis de se-
gunda geração, mais limpos, a base de cana-de-açúcar, por 
meio da fotossíntese induzida artificialmente, além de re-
síduos orgânicos da agricultura, evitando-se a competição 
com plantas cultivadas para fins alimentares. Na indústria 
agrícola: novos aditivos alimentares e o melhoramento 
de alimentos. Na indústria química: a produção em larga 
escala de compostos e produtos químicos, incluindo-se 
novos tipos de fibras, plásticos, tintas e adesivos (Pivet-
ta, 2010). Na indústria tecnológica: fabricação de compo-
nentes eletroeletrônicos, tais como, circuitos integrados, 
baterias renováveis, microprocessadores. Na indústria 
farmacêutica: novas drogas e novos métodos terapêuticos 
(ver: Engenharia metabólica e produção de novas drogas sin-
téticas; Combate a infecções; Tratamento do câncer; Desen-
volvimento de novas vacinas; Câncer).

Meio ambiente

primeiro ser vivo natural em sintético. A subespécie trans-
formada, por meio da hibridação entre a célula e o genoma 
modificado, respectivamente, das espécies M. capricolum 
e M. mycoides, foi tecnicamente denominada Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn1.0, pelos cientistas do JCVI; apelida-
da como “synthia”, pelos ambientalistas do ETC Group; e 
genericamente descrita como “microrganismo sintético5”, 
principalmente, pelos meios de comunicação (Centro 
Ecológico, 2009-2010; EASAC, 2011; ETC Group, 2010c; 
Lopes, 2010). 

Este foi o resultado de quinze anos de pesquisas e ex-
perimentos realizados pelos cientistas do JCVI (O Globo, 
2010). As Figuras 1 e 2 ilustram, conjunta e resumidamen-
te, as etapas do processo de transformação do microrga-
nismo natural em sintético e as morfologias e arranjos das 
colônias e células dos experimentos de 2006 e 2010. 

O resultado positivo do experimento também pos-
sibilitou que mais estudos, em diversas áreas do conheci-
mento, fossem feitos por outros cientistas; e alguns destes 
estudos estão resumidamente descritos a seguir.

Possibilidades

Partes padronizadas
Denominadas em conjunto como biobricks (bioti-

jolos), pela analogia com o brinquedo de montar peças 
“Lego”, as partes padronizadas foram inicialmente desen-
volvidas por ex-professores do Massachusetts Institute of 
Technology (MIT), em 2003 (Khan, 2014); onde, no mes-
mo ano, foi iniciada também a International Genetically 
Engineered Machine (iGEM – competição internacional 
de engenharia de sistemas biológicos). Elas representam 
o princípio da padronização denominado singularidade, 
ou seja, um conceito que abrange a forma de utilização 
técnica de elementos genéticos para aplicações diversas 
definidas (Pasotti et al., 2012). 

Figura 2. Morfologias e arranjos das colônias e células dos experimentos de 2006 e 2010. (A) Colônias teste de Mycoplasma mycoides 
JCVI-syn1.0; (B) Colônias controle Wild Type (WT); (C) Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de células controle WT; (D) Mi-
croscopia eletrônica de transmissão (MET) de células controle WT; (E) MET de células teste de Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 do 
experimento de 2010; (F) MET de células controle WT do experimento de 2006. 
Extraído de: J. Craig Venter Institute, 2010 (autorizado e adaptado). 
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téria atenuada e com o gene “antigênico”, responsável por 
iniciar uma resposta imune no hospedeiro, que sintetiza-
ria um tipo específico de proteína com característica anti-
gênica. Esta proteína induziria a produção e diferenciação 
de células e proteínas de defesa (linfócitos B, plasmócitos 
e imunoglobulinas) contra futuras invasões pela própria 
bactéria patogênica. No entanto, o mecanismo de atenu-
ação é complexo e arriscado, pelo qual, podendo ocorrer 
conjugação bacteriana, mutação genética e ação reversa, a 
bactéria passaria a atacar o próprio hospedeiro (Noorden, 
2010). 

Os estudos publicados (Tabela 1), apesar de hipoté-
ticos, com alguns testes realizados, apresentam relevan-
tes aplicações às indústrias, ao meio ambiente e à saúde 
humana. Entretanto, também apresentam desafios sig-
nificativos em relação à ética, ao meio ambiente, à bios-
segurança (Figura 3), à biopirataria, ao bioterrorismo, à 
falta de regulamentação e ao regime de patenteamentos 
excessivos.

Desafios

Biossegurança
De um modo geral, os desafios relacionados à bios-

segurança são de dois tipos:
(i) Biosafety (libertação acidental): Risco de inciden-

tes ou acidentes involuntários, por acontecimentos não 
previstos, envolvendo a manipulação inadequada dos mi-
crorganismos.

Bactérias têm a capacidade de trocar rapidamente 
informação genética com outras bactérias, sob condições 
adequadas (Kelle, 2009), caracterizando um dos riscos; e

(ii) Biosecurity (libertação premeditada): Utiliza-
ção de microrganismos, sequências de DNAs e moléculas 
sintéticas, com intenções criminosas, para a produção de 
novas e letais armas biológicas; devido, também, à falta de 
regulamentação (EASAC, 2011; PCSBI, 2010).

Regulamentação e patenteamento
Há o risco da perda de direitos de populações vul-

neráveis, como as pequenas cooperativas de agricultores, 
pela falta de regulamentações específicas e dos patente-
amentos excessivos (Calvert e Martin, 2009). De acordo 
com o gerente de programas do ETC Group (Grupo de 
Ação em Erosão, Tecnologia e Concentração), Jim Tho-
mas:

“Não há regulação e a autorregulação é igual a 
nenhuma regulamentação. Estas recomendações 
dão à indústria um passe livre e não garantem 
que o ambiente e a saúde pública estejam prote-
gidos. É preciso de uma regulamentação maior, 
mais transparente para a Biologia Sintética, e não 
menos” (Jim Thomas apud ETC Group, 2010b).

 
Ainda assim, segundo Wadman (2010), boa regula-

mentação, embora essencial, é limitada contra bioterro-
ristas interessados na biologia sintética para produzirem 
armas biológicas.

Biopirataria digital e bioterrorismo

Destaca-se a utilização de algas marinhas para a de-
tecção de poluentes marinhos e sua remoção pela capta-
ção do dióxido de carbono, em casos de desastres naturais 
ocorridos por vazamento de petróleo em navios petrolei-
ros, bem como a biorremediação, em contaminações de 
recursos hídricos por metais pesados (Chen et al., 2012).

Segundo as publicações pesquisadas, dentre as con-
siderações dos autores, verificou-se também significativas 
possibilidades na área da saúde humana.

Engenharia metabólica e produção de novas drogas sin-
téticas

Utilização dos biobricks para sintetizar e transplan-
tar genomas contendo apenas genes específicos, além da 
eliminação de genes próprios, do ponto de vista humano, 
visando a melhoria das atividades metabólicas dos mi-
crorganismos pela manipulação de suas funções enzimáti-
cas. Em síntese, modificar o metabolismo do microrganis-
mo, eliminando a produção de determinadas substâncias 
indesejáveis, para produzir proteínas úteis aos processos 
metabólicos de seres humanos (Schneider, 2007), como, 
por exemplo, a insulina. 

Com relação às novas drogas, destacam-se: a utiliza-
ção da bactéria E. coli, para a produção do ácido artemisí-
nico, precursor da artemisinina (substância ativa da droga 
antimalárica), por meio da fermentação e transformação 
por via fotoquímica; utilização da levedura S. cerevisiae, 
para as produções do composto taxol, na produção de an-
titumoral, e na síntese do acetado de hidrocortizona, na 
produção de anti-inflamatórios esteroides a partir da gli-
cose (EASAC, 2011). 

Combate a infecções
Possibilidade do desenvolvimento de antibióticos, 

por meio da criação de bacteriófagos sintéticos, contra 
infecções por bactérias produtoras de biofilme (Sonnen-
burg, 2011). 

Em estudos feitos por Ruder et al. (2011), bactérias 
da espécie E. coli, quando infectadas por bacteriófagos, 
tiveram desligados os mecanismos de resistência que as 
protegem dos antibióticos numa taxa de prevalência de 
até 80%; se comparados, uma eficácia de 60% maior que 
os 20% obtidos com os métodos antibioticoterápicos con-
vencionais utilizados atualmente.

Tratamento do câncer
A possibilidade está na eliminação de células can-

cerosas do organismo humano sem danificar o tecido as-
sociado. Para tanto, Ruder et al. (2011), em estudo des-
crevendo testes feitos em ratos de laboratório, utilizando 
bactérias modificadas para invadir as células cancerosas, 
demonstraram que bactérias sintéticas podem infectar, 
por exemplo, as células do cancro do cólon do útero e ina-
tivar o gene CTNNB1, inibindo a sua expressão e a inva-
são celular, bem como, consequentemente, eliminando a 
ocorrência de metástase. 

Desenvolvimento de novas vacinas
A vacina atuaria inoculando-se ao hospedeiro a bac-
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balho, e seus respectivos autores estão citados e referen-
ciados.

Resultados e Discussão

Resultados
Do total das 943 publicações analisadas, de 2008 a 

2012, os resultados demonstram, por meio dos dados da 
Tabela 1, um crescente número de publicações a partir do 
ano de 2008  (104), seguidas por 2009 (145) e 2010 (240), 

com discreto decréscimo em 2011 (212) e finalizando com 
o maior resultado em 2012 (242). Dentre as bases eletrô-
nicas consultadas, internacionais, a Nature apresenta o 
maior número total de publicações (365), em comparação 
com as demais (Science, 178; NCBI, 163; ETC Group, 106; 
e MIT, 27). Entre as nacionais, O Globo obteve o maior 
número no total de publicações (40), em relação às demais 
(Estadão, 35; Folha de S. Paulo, 19; e Revista Galileu, 10). 

Entre as variáveis com as maiores frequências, como 

ilustrado no gráfico de setores (Figura 3), estão: Funda-
mentos, com o maior número de publicações no total 
(277), assim como em porcentagem (30%), seguida por 
Saúde (216 e 23%) e Indústria (205 e 22%). Em contrapar-
tida, as variáveis: Ambiental (86 e 9%), Biossegurança (53 
e 6%), Ética (51 e 5%) e Legislação (46 e 5%) encontram-
-se, em relação às primeiras, consideravelmente discre-
pantes e com as menores frequências no mesmo período.

Discussão

O modo como a biologia sintética está sendo desen-
volvida, possibilita que biopiratas possam acessar os re-
cursos genéticos livremente e utilizá-los de forma ilegal. 
Além disso, com o bioterrorismo, a tecnologia pode ser 
utilizada para criar linhagens de novos microrganismos 
sintéticos patogênicos ou recriar microrganismos já extin-
tos para a reprodução de toxinas letais (Centro Ecológico, 
2009-2010; Rabinow e Bennett, 2009).

Ambiental
Segundo publicação da ONG brasileira Centro Eco-

lógico:
“[…] microrganismos sintéticos liberados no 
ambiente (deliberadamente ou inadvertida-
mente) podem apresentar transferências hori-
zontais de genes, afetando equilíbrios bióticos, 
ou evoluir para além das funções para as quais 
foram programados, com risco de efeitos cola-
terais desconhecidos e sem precedentes sobre 
o ambiente, sobre outros organismos e a saúde. 
Atendendo ao princípio da precaução, deveria 
ser proibida a liberação no ambiente até que haja 
um amplo debate social, uma avaliação de riscos 
feita para cada aplicação proposta, considerando 
todo o seu ciclo de vida […]” (Centro Ecológico, 
2009-2010).

Métodos
Para o presente artigo de revisão da literatura, foi 

realizada a pesquisa qualiquantitativa, buscando-se por 
publicações indexadas nas seguintes bases de dados ele-
trônicas: (i) internacionais: MIT (Massachusetts Institute 
of Technology; www.web.mit.edu), NCBI (National Center 
for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov), 
Nature (www.nature.com), Science (www.sciencemag.org) 
e ETC Group (Action Group on Erosion, Technology and 
Concentration; www.etcgroup.org); e (ii) nacionais: jornais 
Estadão (www.estadao.com.br), Folha de S. Paulo (www.
folha.uol.com.br) e O Globo (www.oglobo.globo.com), 
bem como a Revista Galileu (www.revistagalileu.globo.
com). Para as buscas das publicações, utilizou-se dos des-
critores: “Synthetic Biology”, “Biología Sintética” e “Biologia 
Sintética”, respectivamente, nas línguas inglesa, espanhola 
e portuguesa. 

Como critério de inclusão, as publicações foram se-
lecionadas quanto aos: dados primários, publicações no 
período de cinco anos (2008 a 2012) e descritores apre-
sentados em título ou resumo. Para o critério de exclusão: 
publicações fora do período dos cinco anos previamente 
estabelecidos. 

Para o tratamento e análise dos dados, optou-se pela 
amostragem por saturação, sendo considerado o univer-
so de 4.612 publicações, das quais foram selecionadas 
943 como elementos representativos da amostra, poste-
riormente, distribuídas por base eletrônica e publicação 
por ano com os totais individuais por base eletrônica e os 
totais gerais por ano, bem como, em frequência relativa 
por área pesquisada, para distribuir os dados em gráfico 
de setores. 

Referente ao aspecto ético, todas as instituições, as 
publicações específicas, utilizadas para elaborar este tra-

Planilha1

Página 1

Publicações por ano
Total

2008 2009 2010 2011 2012

Nature 55 33 75 77 125 365

Science 17 29 37 62 33 178

NCBI 15 45 42 26 35 163

ETC Group 13 26 18 16 33 106

1 5 17 13 4 40

Estadão 1 - 23 7 4 35

MIT - 7 7 8 5 27

2 - 14 - 3 19

Revista Galileu - - 7 3 - 10

Total 104 145 240 212 242 943

Bases
eletrônicas

O Globo

Folha de S. Paulo

Tabela 1. Distribuição dos dados por ano e base eletrônica con-
sultada

Figura 3. Frequência relativa dos dados por área pesquisada

ib.usp.br/revista


38

ib.usp.br/revista

revisão não tem a finalidade de esgotar o assunto, mas in-
formar os leitores das biociências sobre a hodierna pers-
pectiva.

Agradecimentos
Os autores agradecem a Lisa McDonald e Matthew 

LaPointe do J. Craig Venter Institute, por disponibilizarem 
imagens dos experimentos e pelas sugestões iniciais de 
pesquisa; a Sandra Silva, pelas sugestões para a melhoria 
do texto; a Faculdade de Tecnologia e Ciências (FTC), 
Unidade Salvador, Bahia, pelo suporte acadêmico; e aos 
coordenadores, revisores e editores da Revista da Biologia 
do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo.

Referências
Bouzarc K. 2010. How to make an artificial cell. MIT Technology 

Review 1-2.
Calvert J, Martin P. 2009. The role of social scientists in synthetic 

biology. EMBO reports, 10(3):201-204. DOI:10.1038/
embor.2009.15.

Centro Ecológico. 2009-2010. Biologia Sintética. Novas 
tecnologias 2. Centro Ecológico 2:1-44.

Chen Y, Christina S, Kate EG. 2012. Synthetic Biology: Advancing 
biological frontiers by building synthetic systems. Genome 
Biology 13(240):1-10. DOI:10.1186/gb-2012-13-2240.

Constante M, Grünberg R, Isalan M. 2011. A biobrick for 
cloning custom eukaryotic plasmids. PLoS One 6(8):1-10. 
DOI:10.1371/journal.pone.0023685.

EASAC. European academies science advisory council. 2011. 
Synthetic Biology: An introduction. Academia Europaea 
1-16. 

ETC Group. Action group on erosion, technology and 
concentration. 2010a. Groups criticize presidential 
commission’s recommendations on synthetic biology. ETC 
Group 1-4.

______. 2010b. Synthetic Biology: creating artificial life forms. 
ETC Group 1-6.

______. 2010c. Synthia is alive… and breeding panacea or 
pandora’s box. ETC Group 1-4. 

Gibson D et at. 2010. Creation of a bacterial cell controlled by a 
chemically synthesized genome. Science 329(5087):52-56. 
DOI:10.1126/science.1190719.

J. Craig Venter Institute. 2010. Images of M. mycoides JCVI-
syn1.0 and WT M. mycoides. Disponível em: <www.jcvi.
org/cms/research/projects/first-self-replicating-synthetic-
bacterial- cell/photos/>. Acesso em: 07 de jan. de 2014.

Kaiser J. 2010. Panel weighs guidelines for synthetic 
biology. Science 329(5989): 264-265. DOI:10.1126/
science.329.5989.264-b.

Kelle A. 2009. Synthetic biology and biosecurity. EMBO reports 
10(1)23-53. DOI:10.1038/embor.200 9.119.

Khan FA. 2014. Biotechnology in Medical Sciences. In: Slaughter 
MJ, editor. Synthetic biology  and nanomedicine. Florida: 
CRC Press p270-281. 

Knight T. 2003. Idempotent vector design for standard 
assembly of biobricks. DSpace@MIT 1-11. 
URI:1721.1/21168. Disponível em: <http://dspace.mit.
edu/handle/1721.1/21168#files-area>. Acesso em: 15 de 
jan. de 2014.

Lopes RJ. 2010. Gênesis – capítulo dois?.  Revista Galileu 228:1-
5.

Noorden RV. 2010. Demand for malaria drug soars. Nature 
466:672-673. DOI:10.1038/466672a.

O Globo. 2010. Saiba como foi feita a criação da primeira célula 

É possível verificar que a biologia sintética, apesar de 
emergente, já está estabelecida (Figuras 1 e 2). No entanto, 
observa-se também que existem linhas de raciocínios dis-
tintos: (i) pesquisadores que publicaram as possibilidades 
industriais (energética, química, agrícola e farmacêutica), 
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cuja liberação acidental ou criminosa de microrganismos 
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to de um conselho deliberativo internacional quanto de 
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vidades correlacionadas e corroborem entre si na norma-
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Conclusão
Pelo exposto na presente revisão, pode-se asseve-

rar que a biologia sintética, apesar de emergente, já está 
estabelecida como biociência. Tendo suas atividades ofi-
cialmente iniciadas em 2003, tornou-se o cerne das aten-
ções de cientistas, políticos, ambientalistas e da sociedade 
quando, em 2010, os cientistas do JCVI publicaram um 
artigo na revista Science descrevendo as técnicas aplicadas 
na transformação da bactéria Mycoplasma capricolum em 
uma nova subespécie, controlada por genoma sintético, 
denominada Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 (Figuras 
1 e 2). Deixando de ser uma abordagem informal da biolo-
gia de sistemas para ser uma nova e independente ciência, 
ratificou as atenções para si e estimulou o crescente núme-
ro de publicações. 

A partir das 943 publicações selecionadas (Tabela 1), 
de um período de cinco anos (2008 a 2012), a análise dos 
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práticas à indústria, ao meio ambiente e à saúde humana, 
mas estas serão acompanhadas por desafios significativos, 
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tes interesses: (i) apresentar as possibilidades de desenvol-
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tecnologia emergente, fato é que ainda há muito o que ser 
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todos os argumentos apresentados pelos autores de ambos 
os grupos divergentes. 

Sendo assim, apresentados os fundamentos desta 
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à biologia sintética. Acrescenta-se, no entanto, que esta 
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