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Resumo

Com o advento de desenvolvimentos na area da computacédo, e com a reducdo
de custo de técnicas para 0 sequenciamento de genomas, a era do Big Data
resultou na imensa expansdo do nosso repertorio de genomas de interesse.
Hoje, bancos de dados como o GenBank contém grandes volumes de genomas
de patdgenos, e mais sao depositados a cada dia. A disponibilidade desses
dados permite o desenvolvimento de técnicas e ferramentas que servem tanto
para estudar 0os genes que conhecemos quanto para usa-los como referéncia no
estudo de novas descobertas. Através da patogenémica, é possivel estudar os
genomas de patodgenos, identificando genes relacionados com a sua patogénese
e entendendo a relacdo patdgeno-hospedeiro. Desse modo, o campo busca
guiar novos meétodos diagndsticos, profilaticos, e de tratamento, usando o
genoma como fundamentacdo. Neste capitulo, propomos explorar as
metodologias e tecnologias usadas em estudos de patogendmica, como:
sequenciamento de alto rendimento; genémica comparativa; e ferramentas e
bancos de dados bioinformatica. Estas ferramentas expandiram a capacidade de
pesquisadores para caracterizar, compreender e rastrear espécies patogénicas.
Também propomos explicar de modo amplo as aplicacdes praticas da
patogenbémica, incluindo: diagnostico de doencgas infecciosas; epidemiologia; e
o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos e vacinas. Também incluidos
sdo exemplos de casos ilustrando como dados em patogendémica podem ser
aplicados para desvendar o comportamento complexo de um patdgeno,
identificar fatores de viruléncia, e compreender mecanismos de resisténcia a
antibiéticos, bem como os desafios e dire¢des futuras de exploracdo do campo.

Palavras-chave: Big Data, Patogendbmica, Sequenciamento, Genomas,
Bioinformatica.
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1. Introducéo a Patogenémica

A gendmica constitui um ramo especializado da genética dedicado a
investigacdo do genoma, definido como a totalidade do material genético contido
no DNA de um organismo. Esse campo de estudo, de carater abrangente, inclui
nao apenas 0 sequenciamento e a analise dos genomas, mas também a
elucidacdo das interacbes entre 0s genes e o0s fatores ambientais,
proporcionando uma compreensao aprofundada dos mecanismos que regem a
expressao génica e a sua modulacdo em diferentes contextos biolégicos (HIH,
2022).

O avanco nas técnicas de sequenciamento genético proporcionou a
ciéncia um acesso sem precedentes a uma vasta gama de informagdes sobre
diversas classes de organismos, incluindo microrganismos patogénicos de
relevancia médica, ambiental e veterinaria. A integracao da bioinformatica nesse
contexto permite que programas computacionais e bases de dados
especializadas sejam empregados por pesquisadores, otimizando e ampliando

0 escopo das investigacdes cientificas (PALLEN et al., 2007).

A patogenbmica, campo de estudo dedicado a exploracdo de mdltiplos
aspectos da biologia dos patdgenos, abrange desde a analise de seu contetdo
genético e suas relagcbes evolutivas até a identificacdo de genes associados a
resisténcia antimicrobiana e a viruléncia. Além disso, examina 0s mecanismos
pelos quais esses microrganismos sao capazes de infectar e se proliferar no
hospedeiro. Entre os principais objetivos da patogendmica destacam-se a
profilaxia, o diagndstico e o monitoramento da evolucéo das doencas, bem como
o desenvolvimento de tratamentos terapéuticos e vacinas com maior eficacia (
DEMUTH et al., 2008).

A patogendmica estad intrinsecamente vinculada a outras disciplinas,
como a genbmica funcional, estrutural e a metagenémica, que, quando
integradas, fornecem uma visdo completa da biologia dos patégenos e permitem
a realizacdo dos objetivos desta area de estudo. A gendmica estrutural se
destaca por sua missao de caracterizar tridimensionalmente as proteinas
codificadas pelos genes, dada a estreita correlagcdo entre estrutura e funcao

(Goldsmith-Fischman e Honig, 2003). Essa abordagem néo apenas facilita novas
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descobertas sobre a dindmica e a interacdo dessas proteinas com outras
moléculas, mas também potencializa suas aplicacbes na descoberta e
aprimoramento de farmacos. Por outro lado, a metagendmica, ao permitir o
estudo das estruturas e fungdes de microrganismos a partir da analise de uma
comunidade completa presente em uma amostra ambiental, oferece uma
compreensao mais profunda de como esses genes interagem entre si e
desempenham suas fun¢des no contexto especifico daquele ambiente (NRC,
2007).

Por fim, a genbmica funcional oferece uma analise abrangente das
funcbes de um gene, abrangendo seu papel integral em vias bioquimicas,
celulares e fisiolégicas (GARCIA, 2006). Ao empregar seguenciamentos
gendmicos completos e ferramentas bioinformaticas, € possivel analisar com
maior precisdo 0S mecanismos que levam ao surgimento de fendtipos,
permitindo a modificacdo direcionada das funcdes génicas. Essa compreensao
é importante para a patogendmica, na medida em que facilita a identificacdo de
novos alvos terapéuticos, o desenvolvimento de novos farmacos, e até a
personalizacdo de tratamentos meédicos. Dessa forma, € possivel prever e
otimizar a resposta individual de cada organismo a determinados farmacos,
incrementando a seguranca e a eficacia das intervencdes terapéuticas (IOC,
2024).

Os genomas dos patdgenos contém o material genético que codifica 0s
mecanismos necessarios para estabelecer infeccbes e evadir o sistema imune
do hospedeiro. Fatores genéticos chamados de fatores de patogenicidade sdo
responsaveis pela capacidade de diferentes microrganismos a invadir o corpo do
hospedeiro, a aderir as suas membranas, a evadir o sistema imune e a resistir a
intervengdes por antibidticos (IRAOLA e BOYCE, 2022). Sendo cruciais para a
patogénese dos microrganismos, a compreensao desses fatores passa a ser

essencial na compreensao e tratamento de doencas (IRAOLA e BOYCE, 2022).

Desses fatores de viruléncia, um conjunto € de particular preocupacéo
global, os fatores de resisténcia. O desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos (AMR) em patdgenos, frequentemente dado por fatores
genéticos como mutacgdes e transferéncia horizontal de genes, pode representar

um risco expressivo do ponto de vista de saude publica (WHO, 2023). Com isso,


https://www.zotero.org/google-docs/?LzXCzr
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https://www.zotero.org/google-docs/?4gh7r4
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https://www.zotero.org/google-docs/?skzeft
https://www.zotero.org/google-docs/?J6B3Or
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um grande foco tem sido colocado na compreensdo de mecanismos de

resisténcia a antimicrobianos.

Os estudos em patogendmica feitos com bactérias do género Leptospira
e com a espécie Escherichia coli podem exemplificar o quanto esse campo de
estudo tem a contribuir com inova¢des no campo da saude. As bactérias E.coli,
por exemplo, presentes em dejetos, ocasionalmente podem colonizar o trato
urindrio e causar quadros de infeccdo urindria, doenca que atinge muitos
pacientes do sexo feminino, que possuem a uretra mais curta que 0 Sexo
masculino. Apesar de muito comum, é uma doenca que, se nao tratada
corretamente, pode levar a morte por choque séptico. O crescente numero de
sequenciamento genético da E. coli tem proporcionado avancos no
entendimento dos seus mecanismos de patogenicidade. Sendo um organismo
gue coloniza naturalmente o trato intestinal, a bactéria precisa de mecanismos
adicionais para invadir e estabelecer-se na uretra, facilitando a transmissao entre
hospedeiros. Esses mecanismos sao denominados "fatores de viruléncia
extraintestinais”. A patogenémica tem revelado que essa bactéria pode colonizar
o trato urinario através de duas principais vias: a via hematogénica, que envolve
a infeccao inicial do parénquima renal, e a via ascendente, que comega com a
migracao da bactéria das fezes para o trato urinério, atingindo eventualmente a
bexiga (AGARWAL et al., 2012). O sequenciamento de genomas de linhagens
multirresistentes como no caso de Mycobacterium tuberculosis, portanto, nos
permite estudar a maneira em que esses mecanismos genéticos surgem,
guiando o desenvolvimento de novos antibidticos e novos regimes de tratamento
(EKTEFAIE et al., 2021).

Outro exemplo relevante sdo os estudos conduzidos com bactérias do
género Treponema, responsaveis por uma variedade de treponematoses, dentre
elas a sifilis, uma IST de importancia global. Assim como no caso mencionado
anteriormente, 0 aumento progressivo no sequenciamento de linhagens tem
proporcionado descobertas significativas. Dentre essas andlises, a realizacdo de
estudos de pangenoma focados na patogendémica desse género permitiu
elucidar alguns dos processos bioldgicos cruciais dessas espiroquetas (KUMAR
et al., 2017). E crucial ressaltar que a manipulacio genética de bactérias do

género Treponema enfrenta consideraveis desafios técnicos, devido as grandes


https://www.zotero.org/google-docs/?fomeIq
https://www.zotero.org/google-docs/?gUHuuC
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https://www.zotero.org/google-docs/?Q9ds3q
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limitacbes para a manutencdo de uma cultura ao longo prazo dos
microrganismos (EDMONDSON et al., 2018). Devido a estas dificuldades, a
aplicacdo da patogendomica tem possibilitado avangos no entendimento da
patogénese e diversidade de Treponema, 0 que pode fomentar o
desenvolvimento de meios de cultura aprimorados para o cultivo dessas
bactérias, bem como novas abordagens terapéuticas. Adicionalmente, a
patogendmica oferece perspectivas no desenvolvimento de uma vacina contra a
sifilis, uma vez que, até o momento, ndo existe uma candidata viavel para uso
em humanos (GOMES et al., 2022).

Esses exemplos ilustram o valor substancial que os estudos em
patogenémica podem agregar a saude publica. A integracdo de dados de
diferentes vertentes da gendmica permite uma compreensdo mais profunda de
aspectos cruciais relacionados a biologia e transmisséo de patdégenos, incluindo
suas relagcbes evolutivas, metabolismo, fatores de viruléncia, e as interacdes
patégeno-hospedeiro. Tais dados sao fundamentais para o desenvolvimento de
diagnésticos precoces, bem como para o aprimoramento de novas abordagens
diagnésticas e terapéuticas. Nos Estados Unidos, os Centros de Controle e
Prevencao de Doencas (CDC) ja implementaram programas de investimento em
sequenciamento next generation e patogenémica, com o objetivo de fortalecer o
controle de doencas infecciosas. Um exemplo notavel é o PulseNet, um banco
de dados associado ao CDC, utilizado na deteccdo e controle de pequenos
surtos de intoxicacdo alimentar, que anteriormente s6 eram identificaveis em
larga escala (CDC, 2024). Outro exemplo esta na formulagédo anual das vacinas
contra o virus da influenza. Duas vezes ao ano, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) organiza encontros com especialistas que, com base em informacdes
sobre as cepas virais circulantes, indicam os melhores candidatos para a
composic¢ao das vacinas sazonais, destacando o papel fundamental dos estudos
gendmicos na prevencao de epidemias globais (ARMSTRONG et al., 2019).

2. Historico da Patogendmica
2.1. Origens e Desenvolvimento Inicial

O termo patogendmica surgiu por volta dos anos 2000 devido aos

avancos do Projeto Genoma Humano. Patogen6mica é a denominagéo utilizada
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para a analise gendmica de microrganismos patogénicos, ou seja, refere-se a
andlise do DNA, RNA e proteinas de diferentes patégenos, como bactérias, virus
ou fungos para caracterizar estruturas moleculares e funcgdes, definir seus
processos evolutivos e mapear os genomas destes microrganismos (PRADEL et
al., 2006). Vale ressaltar que o primeiro genoma completamente sequenciado no
mundo foi de um microorganismo, o bacteriéfago ¢x174, sequenciado em 1977
por Sanger et al., concretizando o marco inicial da era genémica (SANGER et
al., 1977).

Mais tarde, em 1995, o primeiro patdgeno tem seu genoma sequenciado
por Fleischmann et al., o qual alcangou o genoma completo da bactéria
Haemophilus influenzae Rd (Fleischmann et al., 1995). Um ano depois, em 1996,
€ sequenciado o primeiro genoma completo de um eucarioto que atua como
patdgeno de baixa viruléncia e que é de extremo interesse industrial, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, por obra de Goffeau et al (GOFFEAU et al., 1996).
Em 2003, o primeiro genoma humano foi sequenciado pelo Projeto Genoma
Humano iniciado em 1990 e esta pratica recebeu ainda mais atencdo (IHGSC,
2024).

Por volta de 1970 foi desenvolvido a primeira técnica de sequenciamento,
Sanger, a qual permitiu 0 sequenciamento do primeiro genoma completo de
virus, o bacteriofago ¢x174. (LAGE e SANTOS, 2022). Nos anos 2000, os
sequenciadores de segunda geracdo (NGS) emergem revolucionando o cenario
da genbmica ao permitir o sequenciamento simultaneo de milhares de
fragmentos de DNA com custo e tempo reduzido (SOUZA e BRUSAMARELLO,
2009).

O sequenciamento de terceira e quarta geracdo surge pouco depois e
inclui novas técnicas de sequenciamento como Single Molecule Real-Time
(SMRT) desenvolvida pela Pacific Biosystems e Nanopores proporcionando o
sequenciamento de moléculas Unicas capaz de realizar leituras mais longas,
caracterizando um processo com melhor resolucéo e preciséo (POLLARD et al.,
2018). Esses tecnologias de sequenciamento, fornecem insights da expresséao e
regulacdo genética por analises de transcriptoma que permite a deteccédo de

variantes splicing e outras modificagcbes pos-traducionais essenciais para
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desenvolver tratamentos personalizados a fim de melhorar sua eficacia,
efetividade e seguranca (STARK et al., 2019; SAMEEK e CHINNAIYAN, 2014).

O desenvolvimento do campo ao longo dos anos foi marcado por uma
série de passos que nos permitiram expandir nossa compreensao e repertorio
de genomas e proteomas conhecidos. A Figura 1 mostra uma linha do tempo

destes avancos.

LINHA DO TEMPO
A EVOLUGCAO DA PATOGENOMICA

GenBank
Repositério central
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Em 1905, recebe o
Prémio Nobel.

Figura 1. Linha do tempo com os principais pioneiros e que marcaram o inicio
da patogendmica, marco da integracdo entre computacao e biologia, principais

descobertas que impulsionaram esse campo da bioinformatica.

2.2. Marcos Histoéricos

Ao longo dos séculos, o Mycobacterium tuberculosis tem constituido uma
ameaca significativa para a saude mundial. Esta doenga tem sido associada aos
seres humanos ha cerca de 70.000 anos (COMAS et al., 2013). A informacéo


https://www.zotero.org/google-docs/?ZbBj8m
https://www.zotero.org/google-docs/?6Bwoxw
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anterior ndo surgiu ao acaso, e sim como resultado de uma abundancia de
estudos sobre genomas, bioinformética, filogenética e arqueologia. Nesta secéo,
o foco seréa o sequenciamento do genoma do M. tuberculosis e do Plasmodium
falciparum e seu contexto evolutivo (BANUS et al., 2015; COLE et al., 1998).

A primeira estirpe de Mycobacterium tuberculosis, denominada H37Rv, foi
obtida em 1998. Tal como descrito por S. T. Cole et al. sobre a investigacao, uma
grande parte do genoma foi obtida através dos cosmideos, aproximadamente
3,2 Mb, enquanto a parte restante foi obtida utilizando 45.000 clones shotgun de
genoma completo e clones BACs (Bacterial Artificial Chromosome). Os clones
foram criados usando vectores M13, para os cosmideos e BACs, e pUC18 para
o DNA gendmico, procurando uma melhor cobertura para a montagem, usando
ambas as vertentes, “reverse” e “forward”, as regides propensas a selegao e
delecado foram obtidas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a partir de
BACs. No final destes processos foram mostradas trinta diferengas entre as
sequéncias shotgun e cosmideos, resultantes de erros de sequenciacdo e
mutacdes de cosmideos. E também necessario contrastar 0S recursos
computacionais utilizados ao longo do projeto, como o PHRAP, GAP4, um script
perl, DIANA, TB-parse, EMBL, TREMBL, SwissProt, PROSITE, a sua base de
dados, tRNAscan e tRNAscan-SE (COLE et al., 1998).

A maléaria é outra doenca que tem causado muitos desafios aos seres
humanos. Sendo um agente patogénico, o genoma do Plasmodium falciparum
tem sido estudado hd muitos anos (GARRIDO-CARDENAS et al., 2019). O
primeiro genoma completo deste microrganismo foi sequenciado em 2002, e
este € outro marco que sera discutido nesta secao. A principal estratégia utilizada
pelos investigadores, Malcolm J. Gardner et al, foi um shotgun de cromossomos
inteiros, estes que foram separados em géis de campo pulsado, posteriormente
o genoma cromossémico foi extraido para a construcdo de bibliotecas shotgun,
um pormenor importante é o shotgun partilhado dos cromossomas 6, 7 e 8,
devido resultados insatisfatérios em gel. Por fim foi necessério trabalhar com o
fecho de lacunas, quase totalmente feito com Sequence tagged sites (STSs),
marcadores microssatélites e mapeamento HAPPY, e alguns, entre 3 e 37,
pequenos gaps ficaram nos limites do artigo (GARDNER et al., 2002).
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O Projeto Genoma Humano, forneceu um avancgo tecnoldgico e cientifico
essencial para a era genbmica a partir do desenvolvimento de tecnologias
avancadas de sequenciamento de DNA, mais rapidas e acessiveis, as quais
passaram a ser utilizadas para sequenciar o genoma de patdogenos (WONG,
2018). Além disso, com 0 mapeamento de genes preciso e completo do DNA
humano, foi possivel identificar genes responsaveis por doengas através da
comparacao daqueles presentes DNA humano com os presentes em DNA de
microrganismos (MSHG, 1988).

Vale salientar que compreender como o metabolismo e os mecanismos
de defesa do organismo humano interagem com 0s agentes patogénicos é um
forte contribuinte para a identificacdo de novos alvos terapéuticos e tratamentos
mais efetivos e seguros (COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE, 2021). A
descoberta de todos estes caminhos para a compreensao do combate a estes
microrganismos permitiu maior rastreio e controle da disseminagédo de
patégenos, bem como, de maiores precaucfes contra endemias e pandemias,
tendo em vista o evento pandémico mais recente, no inicio de 2020, a pandemia
do SARSCoV-2 (KOMISSAROV et al., 2020; LI et al., 2021).

2.3. Evolucao e Expansédo do Campo

Por volta da década de 1960, a bioinformatica emergiu como uma
disciplina essencial para coordenar a enorme quantidade de dados bioldgicos
gerados (PEREIRA et al., 2020). Essa integragdo entre biologia, informética,
computacdo e estatistica representa uma revolugcao na pesquisa biologica e
médica, principalmente, com o surgimento de inUmeras ferramentas avancadas
em analise gendmica (SILVA e ALVES, 2023).

Dessa forma, a integragdo da bioinformatica com a andlise de dados
apresenta uma importancia técnico-cientifica e social significativa, pois como
descrito, permite andlises de grandes volumes de dados, facilita a identificacdo
das variacdes bioquimicas e genéticas em organismos vivos promovendo um

avango na area das 6micas (COSTA, 2014).

Os diferentes marcos relativos as técnicas de sequenciamento deram

origem a forma como diferentes metodologias sdo agrupadas, servindo como
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uma associacdo autodescritiva, cronologicamente falando. Os meétodos,
atualmente, séao divididos em 3 grandes geracdes que revolucionaram o estudo
de genomas, aprimorando e promovendo diferentes possibilidades de pesquisa
(HU et al., 2021).

Inicialmente faz-se necessaria a contextualizacdo da era gendmica que
antecede a primeira geracdo de sequenciadores. Quando, na década de 1950,
se tornou possivel determinar os métodos de andlise de proteinas emergentes,
campo de estudo predecessor ao estudo de sequéncias gendmicas.
Inicialmente, isso foi feito de forma analdgica e anos depois, com o trabalho de
Margaret Dayhoff e Robert S. Ledley no COMPROTEIN, um programa foi escrito
em FORTRAN para determinar sequéncias primarias de proteinas (PAREEK et
al., 2011). Apos alguns anos, sucederam grandes conquistas neste campo, e em
1977 foi divulgado o primeiro método de sequenciamento por Maxam e Walter
Gilbert, com metodologia associada a degradacao do DNA, uso de quimicos
perigosos e radiacdo, seguido pelo método de Frederick Sanger, associado a
terminacdo de cadeia analogas a dideoxinucleotideos, técnica utilizada para o
sequenciamento do primeiro genoma, o bateriéfago ®X174 (5386bp), coroando
0 surgimento da primeira geracao de sequenciamento genémico. Até o inicio da
segunda geracao surgiram algumas outras metodologias de sequenciamento,
bem como a primeira abordagem automatizada com fluorescéncia (GAUTHIER
et al., 2018; PAREEK et al., 2011).

Marcadas pelo ano de 2004, tecnologias de segunda geracédo foram
instauradas (HU et al., 2021), através do desenvolvimento do método lllumina
pela Solexa, associadas a métodos de multiprocessamento de leituras,
responsavel pelo crescimento significativo da velocidade de sequenciamento,
tecnologias baseadas em processamento de leituras curtas, a necessidade de
criacdo de bibliotecas e nivel de confiabilidade muito alto, sendo protagonizados
pelos métodos Illumina, metodologia de fluorescéncia, e lon Torrent,
metodologia ibnica (HU et al., 2021; RODRIGUEZ e KRISHNAN, 2023), que

serdo aprofundados posteriormente.

Em sequéncia, no ano de 2011 foi inaugurada a terceira e Gltima geracao
de sequenciadores onde 0s pioneiros e protagonistas sdo o Pacific Biosciences

(PacBio), single-molecule real-time (SMRT), e o Oxford Nanopore Technologies
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(ONT), nanopores e corrente elétrica (XIAO e ZHOU, 2020). Esses métodos
trazem como caracteristicas comuns a utilizacdo de leituras longas, maior
eficiéncia ao trabalhar com genomas com sequéncias repetitivas, além da
possibilidade de sequenciamento de materiais completos (SMS) e da reducao
da necessidade de multiplicacdo gendmica (XIAO e ZHOU, 2020;
ATHANASOPOULOU et al., 2021).

Por fim, vale ressaltar que nenhum desses métodos sdo uma abordagem
perfeita. Isso se deve a complexidade de montagem que envolve
sequenciamentos de segunda geracéo, ainda mais agravado quando o assunto
sdo genomas mais complexos; a necessidade de uma biblioteca mais robusta,
comparado com os métodos de terceira geracdo; e ao menor nivel de
confiabilidade nas leituras geradas por métodos de terceira geracdo (XIAO e
ZHOU, 2020; ATHANASOPOULOU et al., 2021; WANG et al., 2021).

A analise de dados provenientes da gen6mica possui como principais
objetivos a caracterizacdo e estudo de determinado genoma para que suas
caracteristicas sejam melhor compreendidas, indicando potenciais favoraveis ou
formas de tratamento de doencas causadas, no caso de patégenos (CHIVIAN et
al., 2023). Nesse momento iremos abordar vias oportunas que envolvem as

ciéncias de dados como instrumento para a analise de genomas.

O uso de andlise computacional de dados, através de bancos de dados
robustos, como GenBank, trouxe e trazem diversas transicdes positivas para a
area, possibilitando a origem de algoritmos de analise comparativa, que serao
melhor trabalhados posteriormente, analise de contaminacdo e a criacao de
tecnologias de Inteligéncia Artificial (IA) cada vez mais precisas e eficientes,
decorrente da maior disponibilidade de dados e desenvolvimento do préprio
campo de estudo. Dentre as técnicas envolvendo IA podemos destacar as
técnicas de aprendizado profundo, que através de diferentes algoritmos de redes
neurais artificiais, Redes Neurais Recorrentes (RNNs), Redes Neurais
Convolucionais (CNNs) e algoritmo de atencédo, permitem o avanco da area de
pesquisa in silico nesse sentido, apesar da limitacdo muitas vezes imposta pela
exigéncia de hardwares poderosos para trabalhar com tais algoritmos (SAYERS
et al., 2023; CHOI e LEE, 2023).
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Na saude global, todas essas técnicas de sequenciamento e métodos de
andlises mais sofisticados originaram o conceito de vigilancia genémica, definido
como o0 monitoramento da evolugéo, disseminagédo, mecanismos de resisténcia
e até mesmo a predicado de cepas circulantes mais prevalentes ou incidentes em
determinado periodo de tempo em um territério ou em todo o mundo. Um
exemplo positivo disso € o projeto Global Influenza Surveillance and Response
System (GISRS) da OMS para rastreio do virus da influenza (HAY e
MCCAULEY, 2018).

A relevancia disso € evidente quando observamos os casos de fungos e
protozoéarios que vem demonstrado uma crescente resisténcia medicamentosa
nas Ultimas décadas (STRUELENS et al., 2024). O fungo Candida auris, por
exemplo, vem provocando surtos em hospitais por sua resisténcia a multiplos
medicamentos (FORSBERG et al., 2019) e Aspergillus oferece grande risco de
infeccbes graves em pacientes imunocomprometidos (CADENA et al., 2021).
Protozoarios como Trichomonas vaginalis ou T. foetus deixados em segundo
plano, tanto que o mecanismo que desenvolveram de resisténcia a
antimicrobianos ainda ndo é totalmente compreendido, além do pouco
conhecimento que adquirimos quanto a seus processos metabolicos e algumas
de suas estruturas singulares (KIRKCALDY et al., 2012).

Em complemento podemos descrever diversos outros momentos
histéricos em que a presenca dos conhecimentos de bioinformatica contribuiram
para o entendimento de patdégenos ndo bacterianos em momentos que VAarios
destes configuraram entre novas doencas emergentes, sendo destague no
campo de identificacdo, Emerging Pathogen Identification (EPI), trazendo
contribuicdes relativas a eficiéncia de tratamento, vacinas e até na identificacéo
da origem do organismo, podem ser citados como exemplo o SARS-CoV-2,
virus que causou a ultima pandemia, a partir do ano de 2019, ou a epidemia de
Ebola no oeste do continente africano (VASHISHT et al., 2023), através da
pratica de analise de material genético, a maior fonte de informacgbes de
organismos Vivos, 0Ss pesquisadores identificam genes responsaveis por
processos fundamentais do organismo do patdgeno, incluindo a os genes de

resisténcia e através destas técnicas computacionais mais aprimoradas e
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robustas se tornou possivel direcionar estes genes de maneira mais eficaz com
novos farmacos (ENGELTHALER, 2024).

O estudo do genoma de patdégenos, evidentemente, reinventou a
patologia e a farmacologia, diante disto, é indiscutivel que dispor da troca de
conhecimentos, recursos e tecnologias de diferentes paises é sem duvidas o
fator de impulsdo do progresso cientifico e de inovacdo pela promoc¢édo de
grandes volumes de informacdes na integra e de diversidade das mesmas (LINS
et al, 2021). Um exemplo claro disso € a Iniciativa Global de Resisténcia
Antimicrobiana (GARDP) divulgada em 2016, que envolve a participacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Iniciativa de Medicamentos para
Doencas Negligenciadas (DNDi), como também, dos governos da Africa do Sul,

Alemanha, Japao e Reino Unido.

GARDP analisa e classifica os patégenos, através da genémica, quanto
a maior necessidade da criacéo de novas terapéuticas e menor probabilidade de
serem alvos de pesquisa de terceiros. E para isso, esse plano de acao que exige
parceria entre publico e privado, a fim de incentivar o desenvolvimento de novos
tratamentos e diagndsticos para combate a resisténcia antimicrobiana, um dos

maiores problemas de saude publica da atualidade (PIDDOCK, 2019).

Outros projetos de grande importancia foram e sdo desenvolvidos, no
entanto, a pandemia do SARS-CoV-2 se tornou o exemplo mais recente e que
destacou ainda mais a importancia da unidao de esforcos, ndo somente no campo
da patogendmica, mas de toda a ciéncia, devido magnitude alcancada por este
sucesso. Este evento, se converteu em um marco histérico e em uma grande
licio de como a conexdo das informacdes impactou e ainda impacta
imensamente, a velocidade de resposta do mundo moderno a episodios
infortdnios, inesperados e que resultam em consequéncias destrutivas para a
humanidade (SILVA e LIMA, 2021).
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3. Areas de Pesquisa em Patogendmica
3.1. Andlise de Genomas de Patégenos
3.1.1. Sequenciamento e Montagem de Genomas

Ao longo do desenvolvimento do campo in-silico diversas tecnologias ja
foram utilizadas para conseguir determinar a sequéncia de certo fragmento de
material genético. E possivel dividir as tecnologias de sequenciamento em 2
grupos amplos: leituras pequenas, as quais surgiram na segunda geracéo, e
leituras longas, que surgiram na terceira geracao (SATAM et al., 2023). A seguir
serdo trabalhadas algumas nuances relativas aos métodos de maior destaque.
Porém antes de explorar com mais detalhes os processos de sequenciamento é
necessario ressaltar e destacar a importancia do controle de qualidade na
preparacao de amostras e bibliotecas de sequenciamento (LARSON et al., 2023;
HESS et al., 2020).

As tecnologias de segunda geracao (SGS) trouxeram maior dinamicidade,
logo maior capacidade de producdo, comparado aos seus predecessores, tendo
como caracteristicas principais o uso de leituras pequenas, grande precisao de
sequenciamento e sequenciamento paralelo, apesar da complexidade
consideravel no momento de montagem, devido as leituras, que possuem
tamanho reduzido. Os nomes usados para ilustrar a segunda geracao séo
lllumina e lon Torrent (HU et al., 2021; SATAM et al., 2023).

J4 os métodos de terceira geracdo (TGS), que trabalham com leituras
longas, iremos destacar a tecnologia PacBio e Oxford Nanopore. Ambos os
métodos oferecem como vantagem a capacidade de montagem mais simples,
guando comparado aos SGS, dado o numero menor de leituras a serem
arranjadas, que, também, por serem mais longas preservam consideraveis
sequéncias de nucleotideos, apesar da precisao reduzida em comparacdo aos
métodos das outras geracdes. Além disso, os TGS possuem um ciclo de
seguenciamento mais veloz (HU et al., 2021; SATAM et al., 2023).

Vale ressaltar, também, a possibilidade de abordagens hibridas de
segunda e terceira geragcoes, que apesar de proporcionar um encarecimento do
processo, combinam as caracteristicas positivas de ambas, logo atenuando os

pontos fracos da outra. Por exemplo podemos citar o eficiente papel que
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sequenciamentos de terceira geracdo tem em contribuir no fechamento de gaps
em sequéncias de segunda geracdo montadas, estas que, seguindo outra
metodologia, ajudam a fornecer maior confiabilidade e corrigir potenciais erros

de sequenciamentos de terceira geracdo (WANG et al., 2021).

A andlise de dados gerados é feita com o0 uso de softwares apropriados
para tratamento e curadoria. Na primeira etapa da analise de short reads é feito
uma etapa digital de controle de qualidade e chamada de base, onde se infere a
sequéncia de bases das leituras (CACHO et al., 2016), ja ha segunda é feito o
alinhamento das sequéncias com o uso de um algoritmo de tabela hash e arquivo
de formato BAM, para armazenamento dos resultados. Por fim, na terceira etapa
€ realizado um processo de chamada de variantes, buscando identificar
mutacfes baseadas em algum genoma de referéncia (HU et al., 2021; LARSON
et al, 2023; XU, 2018).

Apés o processo bem sucedido de sequenciamento chegamos a etapa de
montagem do genoma, que pode ser sintetizada como a tentativa de ligagéo das
“‘pecas”, as leituras, para encontrar a ordem correta delas e assim possuir 0s
genomas completos (SEGERMAN, 2020). As metodologias para realizacéo de
montagem sdo de novo, baseado em sobreposicdo de leituras e sistemas de
probabilidade, de referéncia, que utilizam um genoma semelhante como
referéncia para o processo, e via transcriptoma, onde o RNAseq da espécie € a
ferramenta de suporte para montagem (ESPINOSA et al., 2024; ZHANG et al.,
2022). Alguns dos montadores de destaque ao longo do século sdo: Celera
assembler(2000), De novo(Newbler)(2005), Velvet(2008), ALLPATHS(2008),
SPAdes(2012), HGAP(2013), Skesa(2018) e Unicycler(2020) (SEGERMAN,
2020).

Quando tratamos da montagem de genomas mais complexos vemos que,
por exemplo no caso de plantas, o tamanho do genoma, as diversas sequéncias
com mesmas bases ao longo do material genético e genomas heterozigotos nas
espécies sao alguns fatores que acrescem na complexidade da montagem (68).
A grande demanda computacional do processo, além do fechamento de gaps e

erros de montagem sao desafios (ESPINOSA et al., 2024).

Os sequenciadores de terceira geracdo, ao passo que suas técnicas de

reads longos trazem um atenuacao para o problema das sequéncias curtas,
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montagem dificultada pelo tamanho do genoma e areas de sequéncias idénticas
(67,69). Outra estratégia utilizada se faz a partir de uma progressdo na
tecnologia dos montadores para trabalhar diferentes tipos de genomas

complexos e se complementarem no resultado final (ZHANG et al., 2022).

3.1.2. Andlise Comparativa de Genomas

A genOmica comparativa tem como finalidade mapear, comparar e
analisar a estrutura e as regifes genéticas funcionais de genomas individuais de
uma unica unidade taxondmica, identificando assim as similaridades e
diferengcas entre elas (ABBY e DAUBIN, 2007). As andlises destinadas a
comparacdo de genomas tém evidenciado a existéncia de uma enorme
diversidade genética mesmo entre linhagens de uma mesma espécie, além de
uma grande complexidade na estrutura e organizacdo desses genomas, 0 que
tem levado a questionamentos importantes que contribuem para uma melhor

compreensao acerca dos mecanismos de evolugcdo (PRASAD et al., 2023).

Grande parte das principais ferramentas utilizadas na comparacao de
sequéncias de DNA, RNA ou proteina se baseiam em métodos classicos de
andalise computacional, tais como, algoritmos de alinhamento local e global, e

algoritmos de alinhamento simples e de multiplas sequéncias.

No alinhamento local a comparacédo entre as sequéncias ocorre através
de pequenas regibes (SMITH e WATERMAN, 1981). Os algoritmos de
alinhamento local geralmente sdo muito utilizados para encontrar semelhancas
entre regides que podem estar relacionadas, mas que sado invertidas ou
reorganizadas umas em relacao as outras (BRAY et al., 2003). Ja o global ocorre
guando os genomas sao comparados levando em consideracdo toda a sua
extensdo, sendo recomendado para sequéncias similares e que apresentam
tamanho aproximado (CHOWDHURY e GARAI, 2017).

J& os alinhamentos simples e de multiplas sequéncias dizem respeito ao
namero de sequéncias que sao comparadas durante o alinhamento. Enquanto o
alinhamento simples compara apenas duas sequéncias entre si, o alinhamento
multiplo compara varias sequéncias ao mesmo tempo. A partir do resultado do

alinhamento de multiplas sequéncias, pode-se inferir a homologia e as relacdes
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evolutivas entre as sequéncias analisadas (PAIS et al., 2014). Por outro lado, as
ferramentas de alinhamentos simples sdo usadas para identificar regides de
similaridade, as quais podem indicar relagbes funcionais, estruturais e/ou

evolutivas entre duas sequéncias bioldgicas (MULLAN, 2006).

Abaixo algumas ferramentas de bioinformatica amplamente utilizadas

para comparagdo gendmica que se baseiam nos algoritmos citados acima:

e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): € uma das ferramentas
de analise de sequéncias biolégicas de dominio publico mais utilizadas
hoje (ALTSCHUL et al., 1990).

e Clustal Omega: é a ferramenta mais recente dentro da familia Clustal e
foi desenvolvida com a finalidade de permitir o alinhamento de uma
grande quantidade de sequéncias sem que houvesse um
comprometimento nos resultados dos alinhamentos (SIEVERS et al.,
2011).

e MAFFT: é uma ferramenta muito utilizada para realizar o alinhamento de
multiplas sequéncias, essencial em estudos de filogenia, estrutura de
proteinas e analise funcional de genes, desempenhando um papel

essencial na compreenséo da biologia molecular (KATOH, 2002).

A andlise comparativa de genomas tem sido muito utilizada na
identificacdo de genes e regides conservadas entre os genomas comparados
visando compreender melhor a evolucdo e a relacdo filogenética entre os
microrganismos, assim como no desenvolvimento de novas drogas e alvos
terapéuticos (JUHAS et al.m 2012). Os genes e regides conservadas Sao
aguelas que persistem no genoma de varias linhagens de um grupo e que
apresentam mutacées minimas ao longo do tempo. Geralmente codificam
proteinas que desempenham papéis significativos em varios processos celulares
criticos e que sdo essenciais para a sobrevivéncia de um organismo, tais como
transcricdo e traducdo do DNA, e proteinas envolvidas na respiracdo celular
(ROSCONI et al., 2022).

Uma técnica amplamente utilizada e que se baseia na amplificacéo,

sequenciamento e analise de genes conservados entre isolados de uma mesma
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espécie é a tipagem molecular MLST, onde isolados séo tipados a partir da
sequéncia dos seus genes housekeeping. (Multilocus sequence typing)
(MAIDEN et al.m 1998). Essa metodologia € adequada para analisar a
distribuicdo geografica e temporal dos STs circulantes, clonalidade, assim como
para obter um panorama sobre a epidemiologia e diversidade genética,
auxiliando na investigacdo de casos esporadicos e surtos de véarias doencas
(IBARZ e MAIDEN., 2009).

A identificacdo de genes conservados entre as linhagens de uma mesma
espécie também € uma das etapas para a analise do pangenoma, que €
considerado atualmente o padrédo ouro para a comparacdo de genomas e
estudos de evolucdo e diversidade. O pangenoma corresponde ao repertério
completo de genes observados nos genomas de organismos de uma
determinada espécie ou grupo taxonémico (ROULI et al, 2015). Esse conjunto
de genes é constituido pelo core genome, shared e singleton, onde o core é
compartilhado por todos, o compartilhado € presente em mdultiplas, mas néo
todas, linhagens, e o singleton é exclusivo a linhagens especificas (TETTELIN
et al., 2005). Identificar quais genes sdo conservados e compartilhados por todas
as linhagens é parte essencial para a escolha de genes adequados ou proteinas
candidatas para o desenvolvimento de vacinas contra varias doengas
infecciosas através da abordagem da vacinologia reversa (D’MELLO et al.,
2019).

A plasticidade da molécula de DNA possibilita a variabilidade genética e
a diversidade, que sao fundamentais para o processo evolutivo das espécies e
adaptacdo ao ambiente / hospedeiro (SELA et al., 2018). Uma vez que as
caracteristicas da molécula do DNA e seu processo de replicacdo contribuem
para a continuidade da informagdo, outros mecanismos atuam para gerar
variabilidade genética. O primeiro mecanismo engloba as estratégias que
provocam alteracBes locais na sequéncia do DNA, tais como substituicao,
delecé@o ou insercdo de alguns nucleotideos. O segundo mecanismo envolve
estratégias que promovem o rearranjo de sequéncias de DNA, enguanto o
terceiro mecanismo baseia-se na abordagem da aquisicdo de DNA por
transferéncia horizontal (ARBER, 2000). A Tabela 1 tem exemplos de

ferramentas capazes de identificar variantes nos genomas.
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Tabela 1. Ferramentas para identificacdo de regides conservadas e variantes

genéticas
Ferramenta Aplicacao
VariantDetective (VD) | Identificacdo de polimorfismos de nucleotideo

(CHARRON e KANG et al., | tnico (SNPs) e variantes estruturais (SVSs)
2024)

HGTphyloDetect (YUAN et al., | Identificacdo e andlises filogenéticas de genes
2023) obtidos por transferéncia horizontal.

progressiveMauve (DARLING | Identificacdo e alinhamento de regides

et al., 2010) conservadas do genoma nha presenca de
eventos de rearranjos e transferéncia
horizontal

3.1.3. Estudo de Variantes Genéticas

As variantes genéticas desempenham um papel fundamental na
evolucdo, especialmente em microrganismos, onde mutacdes e recombinacdes
promovem a variabilidade genética, mesmo com a reproducdo assexuada.
Essas variantes podem ser mutagdes pontuais, como polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), delecdes, insercdes de nucleotideos, ou rearranjos de

grandes segmentos génicos e cromossémicos (ARENAS et al., 2018).

Uma mutacdo pontual refere-se a uma alteracdo permanente em uma
Unica base do DNA de um gene, ou a dele¢do ou insercao de uma nova base.
Quando uma mutacao em um gene resulta em um coédon que codifica 0 mesmo
aminoécido, ela é chamada de mutacé&o sinénima. Ja quando o cédon é alterado
para codificar um aminoacido diferente, trata-se de uma mutacdo néo sinénima,
que pode modificar a estrutura ou funcéo da proteina, influenciando diretamente
a evolucao do microrganismo (CHAHAL et al., 2019).

Por outro lado, a inser¢cao ou delecdo de bases (indels) pode alterar a
sequéncia de codons e a fase de leitura do gene, o que pode modificar
drasticamente a estrutura e funcéo de uma proteina. Em alguns casos, isso pode
gerar um codon de parada prematuro, resultando em uma proteina truncada, ou

seja, interrompida precocemente durante sua sintese (CHEN et al., 2009).
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As mutacOes geralmente surgem a partir de erros no processo de
replicagéo do DNA, os quais podem ou nao ser corrigidos pelos mecanismos de
reparo da célula. Dessa forma, as taxas de mutacdo variam significativamente
entre diferentes microrganismos (CHATTERJEE e WALKER, 2017). Embora
mutacfes que afetam a sequéncia de aminoacidos muitas vezes possam ser
prejudiciais, ocasionalmente elas proporcionam vantagens adaptativas, como
maior capacidade reprodutiva ou maior sobrevivéncia em ambientes hostis
(YOSHIDA et al., 1990).

Eventos de recombinacdo, como a transferéncia horizontal de genes em
bactérias (por transducéo, conjugacéo ou transformacéo), também impactam de
forma significativa a variabilidade genética, ao gerar novas combinac¢des ou
reorganizar variacdes existentes que surgiram por mutacdes. Além disso, ha as
CNVs (variagbes no numero de copias), que sao variantes estruturais
desequilibradas caracterizadas pela perda ou ganho de fragmentos de DNA que
variam de cerca de 50 pares de bases até cromossomos inteiros. (WU et al.,
2020; TRALAMAZZA et al., 2024).

Um dos principais métodos para identificacdo de variantes € a chamada
de variantes (do inglés, Variant Calling, VC). A chamada de variantes € o
processo de comparar duas amostras de genoma para identificar suas
diferencas. Geralmente, essas diferencas sado restritas a polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) e pequenas insercbes e delecbdes (indels).
Alteracbes estruturais mais amplas, como inversdes, duplicacdes e grandes
dele¢cBes, normalmente ndo sdo incluidas na andlise de chamada de variantes.
Um dos métodos comumente usados é a ferramenta Snippy, disponivel

publicamente (https://github.com/tseemann/snippy), que compara dados de

sequenciamento genémico contra um genoma de referéncia para identificacéo
dos SNPs e Indels. Por esse motivo, a escolha de genomas de referéncia
montados corretamente € essencial, pois todo o resultado da chamada de

variantes serd em relagdo ao genoma de referéncia.

Existem ainda ferramentas mais robustas, que implementam a chamada
de variantes com base em diferentes métodos. As ferramentas atuais se dispoem
em trés categorias principais. A ferramenta Dbcftools (disponivel em

https://github.com/samtools/bcftools) por exemplo, realiza por meio de uma
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estimativa de frequéncia de alelos com base em leituras mapeadas. A
DeepVariant (POPLIN et al., 2018) usa um modelo de rede neural convolucional
treinado em leituras mapeadas. E DiscoSNP (disponivel em

https://github.com/GATB/DiscoSnp) utiliza um método baseado em grafos de

Bruijn de k-mers de leituras brutas. Demais ferramentas se baseiam em
mudancas a partir desses métodos (SEAH et al., 2023). Esses métodos, por
exemplo, sao eficazes para chamadas de variantes em genomas bacterianos.
Para identificar variacbes no numero de cépias (CNV), ha ainda para genomas
bacterianos a ferramenta CNV-BAC (WU et al., 2020).

Em resposta a pandemia da COVID-19, muitas ferramentas surgiram para
a chamada de variantes em genomas virais. A ferramenta ViReflow (MOSHIRI
et al.m 2022) por exemplo, € um pipeline de reconstrucao e analise de sequéncia
de consenso viral. O ViReflow foi criado em resposta a pandemia de COVID-19,

mas pode ser aplicado a qualquer patégeno viral (LI, 2011; WILM et al., 2012).

Variantes genéticas, como SNPs, Indels e CNVs, presentes em regides
genbmicas associadas a viruléncia ou resisténcia ao ambiente, estresse e
antibioticos, no caso de bactérias, podem conferir vantagens ou desvantagens
na adaptacdo e interacdo com o hospedeiro. Um exemplo recente vem da india
(105), onde trés linhagens de diferentes espécies de Leptospira spp. foram
sequenciadas: Leptospira interrogans sorovar Pyrogenes cepa Salinem,
Leptospira santarosai sorovar Huanuco cepa M-4, e Leptospira kirschneri

sorovar Ratnapura cepa Wumalasena.

Além do sequenciamento, o estudo também incluiu a montagem de novo,
a anotacdo estrutural e funcional, além da analise de variantes. Dentre as
encontradas, foram relatadas variantes em proteinas que desempenham varias
funcbes importantes em bactérias, como invasdo celular, ancoragem a
membrana e interacdo com o hospedeiro. A presenca de um grande nimero de
SNPs em genes associados a viruléncia indica que isso pode ser um dos fatores
gue contribuiram para o surgimento de linhagens altamente patogénicas. No
entanto, sdo necessarios estudos complementares para validar essa correlagdo
(LATA et al., 2020).

Tratando-se de resisténcia a antibidticos, alguns estudos ja aplicaram a

chamada de variantes a genes de resisténcia com sucesso (NAIDENOQV et al.,
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2019). Por exemplo, a Piscirickettsia salmonis, patégeno intracelular Gram-
negativo causador da Piscirickettsiose, é tratada frequentemente com altas
doses de antibidticos. Analises gendmicas in silico identificaram sete genes
relacionados a resisténcia ao florfenicol e oxitetraciclina. Foram encontradas
cepas com diferentes niveis de suscetibilidade aos antibioticos, e analises in
silico revelaram que mudancas estruturais nas proteinas associadas a
resisténcia, como OmpF, estavam relacionadas a presenca de SNPs
(FIGUEROA et al., 2019).

3.2. Andlise de Interacfes Patégeno-Hospedeiro

O termo Interacdo Hospedeiro-Patdégeno (IHPs) refere-se a abordagens
diretamente relacionadas a forma como um determinado patdégeno interage com
seu organismo hospedeiro. Existem diferentes tipos de patégenos, como
bactérias, fungos, virus e outros tipos de organismos que, ao conseguirem se
aderir ao sistema do hospedeiro, realizam diversas alternativas para a
autopromocao da sobrevivéncia e da infeccdo, causando doencas em seu
hospedeiro devido as suas caracteristicas patogénicas. Nesta secdao,

analisaremos 0s principais aspectos comumente presentes nessas condigdes.

As IPHs podem ser descritas em niveis: populacional (como quando
ocorreu a pandemia de Covid, em que o virus Sars-Cov-2 causou infeccdo em
uma populacdo (WHO, 2024), organismal (diferentes patdégenos infectando o
mesmo hospedeiro) e/ou molecular (quando as proteinas do patégeno interagem
com as proteinas do hospedeiro, com receptores presentes nas células
humanas) (SEM et al., 2016). Além disso, os IPHs tém “estagios” que sao
respeitados entre os varios patdégenos e hospedeiros possiveis, em ordem:
invasdo do patdgeno no hospedeiro ao superar as barreiras primarias; evasao
das defesas imunolégicas do hospedeiro pelo patégeno; 3. replicacdo do
patdgeno e 4. capacidade imunoldgica do hospedeiro contra o patégeno (SEM
et al.,, 2016). Os meios pelos quais 0s patdgenos realizam esses feitos estdo

intimamente associados aos seus fatores de viruléncia.
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3.2.1. Identificacéo de Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia sdo moléculas especificas, na sua grande maioria
representadas por proteinas produzidas e secretadas por bactérias, fungos,
protozoarios e virus. Em patdgenos bacterianos, os fatores de viruléncia sao
codificados por genes especificos que podem estar localizados ho cromossomo
ou em elementos genéticos médveis, tais como, plasmideos e transposons
(LEITAO, 2020).

Os fatores de viruléncia desempenham diversos papéis importantes no
estabelecimento de doencas, incluindo a colonizagdo do hospedeiro,
imunossupressao, aquisicdo de nutrientes da célula hospedeira e detecgéo de
mudancas no ambiente (ALSPAUGH, 2015). Varias moléculas estdo envolvidas
neste cenario de interacéo patégeno-hospedeiro, englobando adesinas, toxinas,

enzimas e capsulas (CHEN, 2004).

Através da andlise da sequéncia gendmica de diversos tipos de
patégenos, podemos obter uma melhor compreenséo da interacdo patégeno-
hospedeiro. Com isso, a identificagcdo e caracterizacdo precisa de genes e
proteinas de viruléncia tem se tornado cada vez mais essencial na busca por
novos alvos terapéuticos, para o desenvolvimento de testes mais especificos e
direcionados, no desenvolvimento de vacinas ou para tratamentos que possam

ser utilizados como alternativa aos antimicrobianos (OLI et al., 2020).

Com isso, varias ferramentas tém sido desenvolvidas para identificar com
melhor precisdo fatores de viruléncias que possam ser cruciais para a

patogenicidade. Abaixo algumas dessas ferramentas:

e Vfanalyzer: O VFanalyzer constroi grupos ortélogos dentro do genoma
de consulta e genomas de referéncia pré-analisados do banco de dados
de fatores de viruléncia (VFDB) e, em seguida, conduz pesquisas de
similaridade de sequéncia no VFDB para identificar com precisao

potenciais fatores de viruléncia (CHEN, 2004).

e VirulentPred 2.0: O modelo de predicao utilizado por este servidor web é
baseado no treinamento de modelos de aprendizado de maquina com
sequéncias de proteinas virulentas validadas experimentalmente
(SHARMA et al., 2023).
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Os fatores de viruléncia aumentam a habilidade de um patdgeno em

causar doenca. De acordo com 0s mecanismos e suas funcdes, os fatores de

viruléncia podem ser divididos nas seguintes categorias [Tabela 2]:

(1) Adesinas: se ligam especificamente a receptores complementares
encontrados na superficie de certos tipos celulares, promovendo assim a

adesao da bactéria aos tecidos do hospedeiro (KLINE et al., 2009).

(2) Evasinas: auxiliam as bactérias no processo de escape da fagocitose
ou do sistema imune do hospedeiro (CHANDRA et al., 2022).

(3) Invasinas: rompem as membranas do hospedeiro e estimulam a
endocitose. (GARCIAL DEL PORTILLOe FINLAY, 1994).

(4) Toxinas que provocam danos as células e tecidos do hospedeiro
(DONG et al., 2019)

(5) Polissacarideos capsulares que protegem os patdgenos das defesas
do hospedeiro (PATON et al., 2019).

(6) Siderdforos: secretados por algumas bactérias para a obtencdo de
ferro, necessario para o seu crescimento (ELLERMAN e ARTHUR, 2017).

Tabela 2. Exemplos de fatores de viruléncia em patdégenos conhecidos

Espécie Fator de viruléncia
Escherichia coli | Proteinas intimina e seu receptor Tir: adesdo a
enteropatogénica superficie do epitélio intestinal (PAKBIN et al., 2021)

Staphylococcus aureus | Toxinas: altamente inflamatérias e que podem causar

morte de células leucocitarias por citélise e delecéo
clonal, respectivamente (TAM e TORRES, 2019).

Neisseria gonorrhoeae | Fimbrias: adesdo a mucosa urogenital (TRAMONT,

2008). Quando as fimbrias estdo ausentes, devido a
mutag&o por exemplo, a colonizagdo muitas vezes
nao ocorre, e a doenca nao evolui.

Bacillus anthracis Cépsula de &cido D-glutédmico: inibicdo da fagocitose

das células vegetativas pelos macréfagos durante a
infeccéo por antraz (EZZELL e WELKQOS, 1999).
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Os fatores de viruléncia tém grande impacto no grau de patogenicidade

das bactérias e até mesmo na progresséo de algumas doencas [Figura 2]:

7

A infecgdo cronica pelo Helicobacter pylori € um fator essencial na
patogénese do carcinoma gastrico, devido ao gene CagA fator de viruléncia
relacionado a um risco aumentado para o desenvolvimento tumoral (WANG et
al., 2014). Outro exemplo de patdégeno com um fator de viruléncia bastante
relevante € o Corynebacterium diphtheriae, principal agente etioldgico da difteria,
uma doenca potencialmente fatal ao hospedeiro, principalmente devido a acao
da toxina diftérica (TD), uma exotoxina produzida pelo microrganismo (SHARMA
et al., 2019, SUGIMAN-MARANGOS et al., 2022).

Patégeno Hospedeiro

Interagdes
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Patégeno-Hospedeiro Geno
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Fatores de viruléncia
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Produgéo de toxinas : .
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Figura 2. Interacfes genoma-genoma no contato entre patégeno e hospedeiro

3.2.2. Interagdes Moleculares

Técnicas para identificacao de interacdes proteina-proteina (PPIs), como
a co-imunoprecipitacéo, ensaios pull-down, EMSA (electrophoresis gel mobility
shift analysis) e DNase | footprinting sdo bem desenvolvidas e estabelecidas em
varios campos de estudo, mas técnicas in vitro tendem a ser processos muito
caros e trabalhosos, pois exigem um grande numero de anticorpos e
equipamentos especificos, além da otimizacdo das condi¢cdes e de outros
fatores. Além disso, o grande numero de proteinas do hospedeiro e do patdégeno

representa um problema experimental em tempo real. Nesse sentido, a pesquisa
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de bioinforméatica tende a ser bem-sucedida em varios tipos de analise. Assim,
foram desenvolvidas abordagens para realizar a previséo in silico de PPIs com
base no aprendizado de maquina, inicialmente por Bock et al. (2001) por meio
do uso da Maquina de Vetor de Suporte (SVM) para treinar e prever interacdes

com base na estrutura primaria e nas propriedades fisico-quimicas relacionadas.

As técnicas de previsdo de PPIs tendem a ser eficientes na triagem
priméria das interacdes realizadas entre o patégeno e o hospedeiro, fornecendo
dados provaveis que podem ser verificados experimentalmente apds o
financiamento. Assim, estudos preditivos de PPIs putativos em HPIs séo
importantes para observar se determinadas vias tendem ou n&o a ser
influenciadas por um determinado patdgeno. Ha vérios tipos de previsédo, a

saber:

e Aqueles baseados em homologia: Quando uma determinada interacéo

entre proteinas tende a ocorrer em sequéncias similares. (LEE et al.,
2008; MATTHEWS et al., 2001).

e Aquelas baseadas na estrutura: Quando um determinado par de

proteinas tem estruturas semelhantes a um par de proteinas que ja
interagem (DAVIS et al., 2007,DOOLITTLE e GOMEZ, 2010).

e Aguelas baseadas na interacdo entre motivos conservados: esses

tipos de previsdes integram PPIs intraespecificas conhecidas com perfis
de dominio/motivo de proteina que interagem (DYER et al., 2007,
EVANSet al., 2009).

e Agueles baseados em aprendizado de maquina: Eles extraem dados

recuperados de interacdes entre hospedeiro e patégeno (THIEU et al.,
2012,CHAUSSABEL et al., 2003).

3.2.3. Respostas Imunes e Evasédo Imunolégica

A resposta imunologica do hospedeiro contra um patdégeno comecga com
o macréfago residente proximo ao sitio de entrada do patégeno no corpo humano
e, ao observar isto, realiza fagocitose do patégeno visando controlar e “alertar”
novas unidades de leucécitos sobre a infeccéo. Apos a fagocitose, 0 macrofago


https://www.zotero.org/google-docs/?HiTjtL
https://www.zotero.org/google-docs/?HiTjtL
https://www.zotero.org/google-docs/?ipXN8L
https://www.zotero.org/google-docs/?1GeQzd
https://www.zotero.org/google-docs/?1GeQzd
https://www.zotero.org/google-docs/?wiSALh
https://www.zotero.org/google-docs/?wiSALh

37

libera citocinas e quimiocinas que deixam o local da infeccdo e se ligam a
proteoglicanos presentes na superficie do endotélio do vaso sanguineo mais
proximo que “espera” que um leucocito passe por esse vaso (ABBAS, 2018;
KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; MOORE et al., 1995). Esse primeiro estagio
€ conhecido como o reconhecimento pelo sistema imunolégico inato da

existéncia do patégeno no corpo.

Posteriormente, a célula dendritica (uma das APCs - Antigen Presenting
Cells - Células Apresentadoras de Antigeno) leva o epitopo do patdgeno,
processado e expresso ho MHC | ou Il (dependendo do tipo de célula T que se
deseja ativar), para os érgaos linféides secundarios, como os linfonodos, onde
apresentara o epitopo aos linfécitos T ingénuos e desencadeara uma resposta
imune celular, como a producdo de anticorpos. ApOs a apresentacao, 0S
linfécitos sofrem expansao clonal, aumentando o nimero de linfécitos ativados
especificos para esse agente infeccioso. Essa acdo leva alguns dias. As células
do sistema imunoldgico interagem entre si por meio de quimiocinas/citocinas,
coordenando as atividades da resposta imune inata e adaptativa, uma vez que
todas as células do sistema imunoldgico sdo capazes de secretar essas citocinas

e receber sinais por meio de receptores para elas (ABBAS, 2018).

Assim, sabemos que, durante o curso de uma infeccao, o que determinara
0 sucesso e a capacidade do patdogeno de sobreviver e se replicar em um
ambiente hostil, devido a acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, depende
de como sera a interacdo entre os dois, principalmente um hospedeiro e um
patébgeno, que determina a capacidade do micrébio de sobreviver em um
ambiente hostil e promove uma resposta imunolégica do hospedeiro como
medida de protecdo. Por exemplo, no caso da Burkholderia spp, a ligacgao inicial
aos receptores de superficie celular presentes no hospedeiro desencadeia uma
série de liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, iniciando importantes vias
de sinalizacdo, como NFk(, Erk e Akt, bem como a indugdo de um grande
numero de citocinas, como as interleucinas 1B, 6 e 8 (IL-1B, 6 e 8), o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e etc. das células epiteliais alveolares e
bronquiolares (LU et al., 2012; GILLETTE et al., 2013; SIM et al., 2009). Todas
essas vias estédo relacionadas a resposta imune inicial contra o patégeno que

acabou de entrar no corpo, com organizacao quimiotética destinada a controlar
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e acabar com a infeccdo (DAVID et al., 2015), no entanto, ele tende a

desenvolver mecanismos de evaséo imune para sobreviver.

Uma das estratégias de imunizagdo mais eficientes e mais comentadas,
€ baseada no desenvolvimento de vacinas. Vacinas sao preparacdes biologicas
projetadas para prevenir doencas infecciosas, através de treinamento do sistema
imune a reconhecer e eliminar futuras infec¢cdes de maneira rdpida e eficaz. A
imunizacdo através de vacinas é uma das ferramentas mais importantes da
saude publica, responsavel por erradicar doencas como a variola e controlar
varias outras, como o sarampo e a poliomielite (DOWDLE, 1998; ROUSH, 2007;
TALBIRD et al., 2022).

Ha varios tipos de formulagdes vacinais possiveis, pois ha inUmeras
maneiras de fazer o sistema imunoldgico reconhecer partes do patégeno e
induzir a sua eliminagcdo. Um exemplo classico e recente, foi quando, em
relativamente um curto periodo de tempo, estavam disponiveis diversos tipos de
vacinas contra o Sars-Cov-2, devido a pandemia que se iniciou em meados de
2019. A saber, foram desenvolvidas formulagées do tipo “Virus Inativado”, isto é,
0 antigeno como versao do virus SARS-CoV-2 inativado; “Vivo atenuado”, com
SARS-CoV-2 enfraquecido; de “Subunidade de proteina”, com a proteina spike
do SARS-CoV-2 presente; “Particulas semelhantes a virus (VLPs)” havendo
multiplas proteinas do SARS-CoV-2 na formulacao vacinal; Vetor viral, DNA e
RNA, contendo o &cido nucléico do virus (RAHMAN et al., 2022).

Neste sentido, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra
determinado patdgeno deve levar em consideracao caracteristicas singulares do
agente patoldgico, incluindo seus mecanismos de evasdo imunoldgica. Ainda
sobre virus, sabe-se que o sistema de producéao de interferon tipo | (IFNs-a/p) é
ativado pelo reconhecimento de componentes virais por fatores da célula
hospedeira (SAMUEL, 2001; SADLER, 2008). Contudo, um dos mecanismos de
evasao do sistema imunoldgico pelos virus € justamente o desenvolvimento de
antagonismo de IFN viral por meio da codificacéo de proteinas virais capazes de
antagonizar a via do IFN (SADLER, 2008; XU et al., 2021).

Ao considerar o desenvolvimento de vacinas para esses grupos de
patogenos, € fundamental que elas estimulem tanto a resposta imune inata

guanto a adaptativa. No campo da medicina veterinaria, as vacinas vivas
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atenuadas sao geralmente preferidas por serem consideradas mais eficazes do
que as inativadas. Essas vacinas vivas induzem tanto a imunidade humoral
quanto a celular, enquanto as inativadas promovem principalmente uma
resposta de anticorpos. A remocao do antagonismo de interferon (IFN) em virus
tem sido uma estratégia usada para aprimorar a imunogenicidade e aumentar a
protecdo em vacinas humanas e veterinarias (SU et al., 2023). Um exemplo é a
proteina NS5 do virus da dengue (DENV) no Zika virus (ZIKV), que interage com
a proteina STAT2 humana e inibe a via do IFN, destacando-se como um
importante fator de viruléncia e um possivel alvo para o desenvolvimento de
vacinas atenuadas contra flavivirus (GRANT et al., 2016; ASHOUR et al., 2010).

4. Aplicacbes da Patogendmica
4.1. Diagnostico e identificacao de patdogenos

Organismos patogénicos, tais como bactérias e fungos, eram identificados
pelas suas caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas, a partir da invencao da
microscopia, e em métodos como a coloracdo de Gram, que resultavam em
diagnésticos tardios, s6 possiveis apds a manifestacdo dos primeiros sintomas,
causando desconforto para o paciente, dificuldade para o tratamento (podendo
levar a morte) e prevencao quanto a transmissédo do patégeno. Os avancos na
medicina tornaram possivel a identificacdo das infeccbes de maneira mais
precoce, através da identificacdo de biomarcadores que indicam uma infeccao
(DE NOOIJER et al., 2023), mas caracterizar e estudar qual patdégeno esta
causando a infeccdo ainda é dificultoso, tendo em vista as caracteristicas do
meio ideais de cada microrganismo, como pH, temperatura, salinidade,
oxigenacdao, entre outros (LIU et al., 2022). Os avan¢os no campo das émicas
(genbmica, transcriptdmica, proteébmica, entre outros) estdo tornando possivel
uma identificacdo mais precisa dos genes dos patdgenos, com O
desenvolvimento de programas e algoritmos mais eficientes, além da expansao
dos bancos de dados. Pesquisadores estdo sendo capazes de identificar
marcadores e precursores de metabolismo, sendo possivel o tratamento de
infeccdes antes do surgimento de sintomas agudos ou marcadores toxicoldgicos
que sO aparecem apés a doenca, assim aumentando a eficiéncia dos

tratamentos.
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Os métodos convencionais envolvem técnicas associadas ou ndo a meios
de cultura (NEHRA et al., 2022). Os mesmos podem ser baseados em
imunologia, como por exemplo a deteccéo por ligacéo a anticorpos, que permite
uma deteccdo ndo-invasiva (coleta de saliva), porém a confiabilidade so é alta
apos um certo tempo depois da infeccdo inicial, e os resultados perdem a
exatidao dependendo da resposta imune dos hospedeiros, que pode néo ser tdo
intensa (LEVA-BUENO et al., 2020). Os métodos baseados em acidos nucléicos,
tais como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), sdo atualmente os mais
utilizados, especialmente apds a pandemia do Sars-Cov (ZENG et al., 2024), e
sao fundamentais no trabalho com patdégenos que ndo crescem in vitro, onde é
possivel amplificar e identificar genes especificos, porém também dependem do
periodo de infeccdo para detectar a presenca do microrganismo. Além disso,
também sdo usadas técnicas relacionadas com espectrometria de massa, tais
como a de MALDI-TOF, que apesar de rapida e relativamente barata, possui
baixa discriminacdo entre espécies e sub-espécies de organismos, podendo
levar a erros de identificacdo (ELBEHIRY et al., 2022). De forma geral, os
métodos convencionais possuem uma série de dificuldades para serem
executados, tais como o0 preco dos reagentes e equipamentos, 0 tempo para
obter os resultados e a necessidade de pessoal qualificado, além da chance de

resultar em falsos positivos/negativos por falha humana ou de produto.

Com os avancos na genbmica, a partir do sequenciamento de nova
geracdo (NGS), foi possivel observar diferencas entre os genes de organismos,
que, anteriormente eram classificados como taxonomicamente iguais, mas foram
observadas grandes diferencas quanto a marcadores ribossomais e/ou
metabdlicos. Tendo bancos de dados com uma riqueza grande de genes
confiaveis, veio a tona métodos de identificacdo taxonémica como a ldentidade
Média de Nucleotideos (ANI), que realiza a identificacdo taxondmica a partir da
semelhanca dos genes ortologos entre dois organismos (JAIN et al., 2018), e a
Hibridizacdo Digital de DNA-DNA (dDDH), que avalia a semelhanca entre
segmentos genémicos homologados para determinar a identidade nucleotidica
meédia entre eles, e assim determinar a proximidade taxonémica com 0s
genomas do banco de dados (MEIER-KOLTHOFF e GOKER et al., 2019). Uma

das aplicagBes da patogendmica é o0 monitoramento da presenca e auséncia de
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genes de interesse, e no caso de patdégenos, genes de viruléncia, resisténcia a
antibiéticos e elementos genéticos méveis (MGEs). Com essas informacoes &
possivel prever o comportamento de microrganismos patogénicos, e planejar o

tratamento adequado para as doencas.

Em um estudo de Daria Bottai et al (BOTTAI et al., 2020), foi observado
que diversas cepas de Mycobacterium tuberculosis presentes em epidemias
globais de tuberculose teriam a delegdo em comum de uma regiéo génica TbD1.
Essa delecdo, que aumenta a resisténcia a estresse oxidativo e hipoxia, € um
fator evolutivo que pode ser um ponto de interesse no monitoramento desse
patégeno, observando em cepas que ainda possuem o gene. Em outro caso, de
Migle Gabrielaite et al (GABRIELAITE et al., 2021), foi observado que pacientes
com fibrose cistica estavam sendo infectados por Achromobacter spp., gerando
casos de resisténcia a antibiéticos, por exemplo. Dessa forma foram analisados
101 genomas isolados de 51 pacientes, revelando padrbes de mutacdo que
indicam uma adaptacédo genética convergente, e esse padrdo de comportamento
pode ser fundamental para prever o resultado dessas mutacfes e como elas

impactam na viruléncia do patégeno.

4.2. Desenvolvimento de terapias e vacinas

Com a melhoria nos bancos de dados, devido ao aumento do numero de
genomas e a qualidade dos mesmos, novas analises como a pangendmica estao
se tornando viaveis para a identificacdo de novos meios de tratamento. Nas
analises pangendémicas, a partir do estabelecimento de um grupo de organismos
(de mesma espécie, por exemplo), se obtém um conjunto de genes essenciais
(genes core) pertencentes a todos os individuos, fundamentais para a
sobrevivéncia desses microrganismos. A implicacdo desse fato €, ao
desenvolver um modelo vacinal, ou uma droga que atinge um gene essencial,
em teoria todos os individuos do grupo sdo atingidos, assim criando um
tratamento mais eficiente contra o patégeno. Os modelos de vacinologia estéao
se atualizando, tendo em vista que os modelos classicos possuem um
desenvolvimento muito custoso em termos de dinheiro e tempo. Com a

patogendmica, € possivel fazer a predicdo de quais sé&o as proteinas de
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membrana de um grupo de microrganismos, e assim desenvolver uma vacina

gue abrange todos.

Os microrganismos nosocomiais, ou seja, aqueles que estao relacionados
a infecbes em ambientes hospitalares, sdo um foco fundamental de
monitoramento, pois estdo constantemente expostos a novos hospedeiros,
muitas vezes com outras infec¢des. Dessa forma, esses organismos recebem e
transferem genes de forma horizontal, e com a adi¢cdo do uso constante de
antibioticos e drogas, o potencial de surgimento de patdgenos com alta viruléncia
e resisténcia a drogas é alto. Um estudo de Cyril Lefebvre et al. (LEFEBVRE et
al., 2020) investigou fatores de patogenicidade de Mycobacterium tuberculosis,
e foi observado que o gene Rv0504c, que produz a proteina HadDMtb, estaria
relacionado com o metabolismo dessa bactéria, participando na formacdo de
biofiimes e resisténcia a baixas temperaturas. Com essa evidéncia, a
possibilidade de producdo de um medicamento que pode inibir essa producéo
poderia reduzir a taxa de sobrevivéncia desse microrganismo. Certos tipos de
microrganismos, como a espécie Escherichia coli, que possui uma grande
variedade de cepas patogénicas, precisam ser monitoradas quanto ao seu
potencial de se tornarem patégenos. J R Clark e A M Maresso (CLARK et al.,
2021) construiram um pat6tipo a partir de 107 cepas reconhecidas como
patdgenos, e assim identificaram uma série de genes de interesse prevalentes
nesses organismos (evasdo do sistema imune, absorcdo de ferro, adeséo e
producdo de toxinas). Com isso é possivel monitorar se alguma cepa esta se
tornando patogénica, além do desenvolvimento de possiveis tratamentos para

€SSses organ iSmos.

4.3. Monitoramento e Controle de Epidemias

O monitoramento gendmico tem transformado a forma pela qual
monitoramos e controlamos epidemias infecciosas. Ao monitorar e analisar os
genomas de patdgenos, pesquisadores podem rastrear a origem de surtos,
habilitando o controle de infecgcdes (STRUELENS et al., 2024). Uma metodologia
chave para esse monitoramento é o sequenciamento de genoma inteiro (WGS),
que permite a pesquisadores o rastreamento de diferentes linhagens e variantes
(NAFEA et al., 2024). Durante a pandemia do COVID-19, o WGS foi crucial para
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rastrear variantes do virus SARS-CoV-2, permitindo que cientistas e autoridades
fizessem intervencgdes pontuais com agilidade (PAPA et al., 2023; YALCIN et al.,
2024). Portanto, os dados gendmicos obtidos por WGS, em conjunto com
modelos epidemiolégicos, podem ser usados para prever e controlar epidemias,
inclusive, no caso de modelos preditivos, de comecar preparativos para controla-
las com antecedéncia (CARDENAS et al., 2022; WANG et al., 2022). Exemplos
disso em tempos recentes foram os surtos de Ebola na Africa Ocidental e a
pandemia da COVID-19, ambos casos em que a patogendmica teve funcao
chave no controle de surtos, habilitando tomadas de deciséo através de dados
gendmicos em tempo real (BARRETT et al., 2022, DI PAOLA et al., 2020).

No futuro, o conceito de patogendmica e seus insights podera contribuir
muito para o desenvolvimento de estratégias preventivas. O monitoramento do
conteudo genético de patdégenos informando o desenvolvimento de vacinas e
métodos diagndsticos, bem como a previsdo de ameacas biolégicas (FENG et
al., 2024).

4.4. Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Alvos Terapéuticos

Em tempos recentes, o desenvolvimento de novas plataformas de WGS
permitiu a obtencao de contetdo genémico de alta qualidade, o que viabiliza o
uso da patogendmica para identificar novas proteinas ou genes como alvos de
droga no genoma dos patégenos (ALTURKI et al., 2022; HYUN et al., 2023).
Essas metodologias dependem do estudo cuidadoso do contetdo genético dos
patbgenos em busca de genes chave que sdo essenciais para a sobrevivéncia
do patégeno, fazendo deles excelentes alvos para intervencao terapéutica
(LIANG et al.,, 2024; ALKATHERI et al.,, 2023) e também em busca de
mecanismos de resisténcia a antibidticos no genoma (DJORDJEVIC et al.,
2024). Algumas técnicas emergentes, como as técnicas de CRISPR-Cas
baseadas no genoma e no RNA, sédo altamente precisas e ajudam na
examinacdo dos genomas de patdégenos, podendo indicar tratamentos ainda

mais eficientes e precisos (LI et al., 2023; ZHU et al., 2022).

Além disso, com a ajuda do WGS e das descobertas em genémica, o campo de

pesquisa farmacéutica visando a descoberta de novos medicamentos foi
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revolucionado, levando ao desenvolvimento de alvos terapéuticos mais
especificos. Por exemplo, a identificacdo in silico de novos alvos para o
tratamento da sifilis por meio da analise das sequéncias do genoma de
Treponema pallidum. (KUMAR et al., 2017).

5. Desafios e Perspectivas Futuras

A patogendmica, um campo emergente que combina dados genémicos
com informacé&o clinica e imunologica para avancar no diagndstico e tratamento
de doencas infecciosas, enfrenta desafios técnicos, metodolégicos e éticos
significativos, mas também oferece grandes promessas para a medicina de
precisdo. Este dominio tem evoluido ao longo dos anos atraveés de constantes
avancos tecnoldgicos, mas continuam a surgir novos desafios a medida que o

volume de dados aumenta e cresce a necessidade da sua integracao eficiente.
5.1. Desafios técnicos e metodoldgicos

Apesar dos avancos na tecnologia de sequenciacdo de nova geracao
(NGS), subsistem limitacdes consideraveis. A maioria dos métodos esta limitada
a dados unimodais, deixando a integracdo de modalidades, como os dados
gendmicos e imunoldgicos, relativamente pouco desenvolvida (FENG et al.,
2024). Os desafios incluem a montagem exata de genomas complexos, como 0s
de microrganismos com sequéncias repetitivas, e a dificuldade de integrar
eficazmente informacdes fenotipicas e genotipicas (FENG et al., 2024). As
ferramentas emergentes de inteligéncia artificial multimodal estédo a comecar a
ultrapassar estas limitacdes, permitindo correlacbes entre caracteristicas

gendmicas e patoldgicas, particularmente em oncologia.

Cornish e Guda (2015) sublinham a importancia de pipelines
bioinforméticas robustas para garantir a precisdo na identificacdo de variantes
geneéticas, uma area critica para o diagnéstico gendmico preciso em agentes
patogénicos (MILLER et al., 2010)

A medida que o volume de dados gerados pelas plataformas de
sequenciacdo aumenta, sdo necessarias infraestruturas de computagédo
potentes e algoritmos avancados para processar e interpretar estes dados em

tempo util. Um dos principais problemas enfrentados € a baixa proporcao de DNA


https://www.zotero.org/google-docs/?KKprcL
https://www.zotero.org/google-docs/?oOBMA3
https://www.zotero.org/google-docs/?oOBMA3
https://www.zotero.org/google-docs/?zgykXW
https://www.zotero.org/google-docs/?MeGHLb

45

patogénico nas amostras de infeccéo, o que exige tecnologia de sequenciacao
profunda e bioinformética avancada para reconstruir genomas patogénicos
histéricos ou incompletos (SATAN et al., 2023).

A montagem de genomas complexos, especialmente de agentes
patogénicos, € outro grande desafio. As tecnologias atuais séo frequentemente
incapazes de lidar com genomas que tém sequéncias repetitivas ou altamente
heterogéneas (LYNCH et al., 2016; SEREIKA et al., 2022; HAYASHI e OGURA,
2020). Destacam-se os desafios enfrentados pelos algoritmos de montagem,
particularmente em genomas com sequéncias repetitivas, 0 que compromete a
precisdo dos dados de montagem de agentes patogénicos. Além disso, a
identificacdo de variantes genéticas patogénicas é dificultada pela falta de
genomas de referéncia bem anotados para algumas espécies (LYNCH et al.,
2016).

O volume crescente de dados genémicos suscitou preocupacdes éticas
sobre a privacidade, a seguranca e a utilizagcdo desses dados (ODEH et al.,
2021; WANGMO et al., 2018; MATHAIYAN et al., 2013). A protecdo de dados
sensiveis, como a informacdo genética relacionada com doencas infecciosas,
exige o desenvolvimento de quadros éticos e juridicos solidos, especialmente no
contexto da partilha global de dados durante emergéncias de saude publica. A
utilizacao da IA em grandes volumes de dados gendmicos, como discutido por
Vayena et al. (2018), levanta questdes importantes sobre a privacidade e a

seguranca dos doentes.

Apesar dos avancos na bioinforméatica, continua a haver necessidade de
ferramentas mais eficientes para analisar dados genémicos em grande escala e
em tempo real. Embora os atuais pipelines bioinformaticos possam processar
grandes volumes de dados, sdo limitados na sua capacidade de integrar de
forma eficiente e normalizada diferentes tipos de dados multimodais (como
dados clinicos, imagiologicos e gendmicos) (HAYASHI e OGURA, 2020;
MANIRUZZAMAN e NOKHODCHI, 2017, HE et al., 2023). A integracéo de dados
de RNA-Seq com outras abordagens gendmicas, tal como proposto por Wang,
Gerstein e Snyder (2009), € uma estratégia importante para ultrapassar estas
limitacbes e melhorar a anéalise de dados multimodais. Direcgbes futuras:

Integracdo multimodal avancada e medicina de precisao
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O futuro da patogen6mica reside na integracdo total dos dados
multimodais, combinando a genbmica, a informacéo clinica e os dados
imagiolégicos com a ajuda da inteligéncia artificial e da aprendizagem
automatica (FENG et al., 2024; HE et al., 2023). Tal permitira o desenvolvimento
de biomarcadores especificos que combinam métricas genotipicas e fenotipicas,
conduzindo a uma medicina de precisdo mais eficaz. Além disso, serdo
essenciais melhores orientacbes éticas e tecnoldgicas para garantir a
privacidade e a seguranca dos dados gendémicos a nivel mundial , enquanto as
ferramentas de analise em tempo real serdo fundamentais para lidar com surtos
infecciosos em r4pida evolugdo (LEFTEROVA et al., 2015). A utilizacdo da IA,
como discutido por Topol (2019), pode acelerar a identificagcdo de agentes
patogénicos e a integracdo de dados multimodais para melhorar o diagnéstico e

o tratamento em tempo real.

5.2. Tendéncias Futuras

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) representa um avanco
significativo na area da genémica, permitindo a analise de grandes volumes de
dados genéticos de forma rapida e eficiente. Essa tecnologia, que surgiu em
2005, possibilita a leitura simultdnea de milh6es de bases nitrogenadas,
desvendando os complexos mecanismos moleculares que subjazem a vida. As
aplicacdes do NGS sédo vastas, abrangendo desde a medicina personalizada,
com o desenvolvimento de tratamentos direcionados a mutacdes genéticas
especificas, até a agricultura, com a criacao de cultivos mais resistentes a pragas
e doencas. (CARVALHO e SILVA, 2010)

A gendbmica e a protebmica revolucionaram a biologia molecular,
alterando profundamente nossa compreensao da quimica dos acidos nucleicos
e das proteinas, e abrindo novas possibilidades para a manipulacao de sistemas
bioldgicos. O desenvolvimento de protocolos robustos para o uso de ferramentas
moleculares impulsionou avangos em areas como cultura de células, engenharia
de tecidos e reproducéo assistida. No Brasil, embora o Projeto Genoma Humano
tenha tido menor impacto, os investimentos em gendmica de microrganismos e
parasitas, e mais recentemente em protedmica, tém sido cruciais. O

conhecimento gerado por essas pesquisas tém o potencial de transformar a


https://www.zotero.org/google-docs/?dGuzgp
https://www.zotero.org/google-docs/?RMkFoZ
https://www.zotero.org/google-docs/?AfjKPA

a7

prevencao e o tratamento de doencas. A diabetes tipo 1, por exemplo, tem sido
alvo de estudos intensivos, e a descoberta do papel do gene Sumo-4 na
regulacdo do sistema imunoldgico e a capacidade de manipular células-tronco
para produzir insulina representam avangos promissores para o tratamento
dessa doenca (GARCIA, 2006).

O Sequenciamento de Nova Geracéo (NGS) oferece leituras mais longas
e uma capacidade significativamente maior de gerar dados em comparagao ao
meétodo tradicional de Sanger. Isso possibilita trabalhar com coberturas
gendmicas mais amplas, facilitando a montagem de genomas desconhecidos.
Essa eficiéncia no sequenciamento € resultado da utilizag&o de clonagem in vitro
e sistemas de suporte sélido, que eliminam a necessidade de produzir clones
bacterianos, montar placas de sequenciamento e separar fragmentos em géis.
Essa técnica é aplicada, por exemplo, no desenvolvimento de marcadores
moleculares, especialmente marcadores microssatélites de DNA, que ainda nao
existem para essa espécie (LEAO, 2007).

Antes de 2000, as tecnologias de sequenciamento, como o método de
Sanger, eram caras e demoradas, restringindo seu uso na patogenémica a
estudos de pequena escala. Para enfrentar esses desafios, as técnicas de
sequenciamento foram automatizadas, o que aprimorou a capacidade de
processamento e diminuiu a margem de erro humano. Na década de 2000, com
a introducdo do Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), tornou-se possivel
realizar sequenciamentos em larga escala. No entanto, essa nova tecnologia
ainda enfrentava problemas de capacidade e precisdo, especialmente em
relacdo a leituras curtas e erros em regibes gendmicas complexas. O
desenvolvimento de plataformas de NGS, como a lllumina, ajudou a reduzir
custos e a facilitar estudos gendmicos amplos, embora os desafios de montagem
e precisao persistem. Entre 2010 e 2015, o aumento no nimero de projetos de
sequenciamento resultou em grandes volumes de dados, sobrecarregando as
ferramentas e a infraestrutura computacional disponiveis. Para resolver essa
questdo, surgiram pipelines de bioinformatica, que incluiam ferramentas
especificas para processar e analisar esses dados. No entanto, a padronizacao
dos fluxos de trabalho e a integracédo de dados multimodais ainda eram limitadas.

Entre 2015 e 2020, a integracéo de dados multimodais, que abrange informacgdes
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gendmicas, clinicas e de imagem, continuou a ser um desafio. Apesar dos
avancos no sequenciamento, a dependéncia de dados unimodais persistia. A
solugdo surgiu com a introducdo de ferramentas de inteligéncia artificial
multimodal, que comecaram a integrar esses diferentes tipos de dados. Desde
2020, o aumento do uso de dados patogendmicos levantou questdes éticas,
especialmente relacionadas a privacidade e consentimento, particularmente em
situacdes de emergéncia de saude publica. Para abordar essas preocupacoes,
desenvolveu-se frameworks éticos e ferramentas de bioinformatica que
permitem analises em tempo real, com o objetivo de proteger a privacidade e
promover o compartilhamento responsavel de dados (LARSON et al., 2023;
LYNCH et al., 2023; ARELLANO et al., 2018).

A combinacdo de dados gendmicos, transcriptomicos e proteébmicos é
fundamental para uma compreensdo mais completa das doencas. Pesquisas
futuras devem se concentrar em desenvolver plataformas que integrem esses

dados para fornecer insights mais profundos.

A fusdo de dados multimodais tem como ideia extrair e integrar
informacdes contextuais complementares de diferentes fontes, proporcionando
uma base mais soélida para a tomada de decisdes. Essa abordagem é
especialmente importante na medicina, onde resultados semelhantes em uma
Gnica modalidade podem ser interpretados de maneiras distintas quando

considerados em conjunto com outras modalidades (LEAO, 2007).

6. Conclusao

A patogendbmica, como abordado ao longo deste capitulo, representa um
avanco essencial no estudo de doencas infecciosas, proporcionando uma
compreensao profunda dos mecanismos genéticos que permitem aos patégenos
causar infeccdes e resistir a tratamentos. A disponibilidade de grandes volumes
de dados genémicos, combinada com o uso de ferramentas de bioinformatica,
tem revolucionado o diagndéstico e o tratamento de doencas, permitindo ndo
apenas a identificacdo precisa de patdgenos, mas também o desenvolvimento

de estratégias terapéuticas personalizadas e vacinas mais eficazes.


https://www.zotero.org/google-docs/?xjhlh3
https://www.zotero.org/google-docs/?xjhlh3
https://www.zotero.org/google-docs/?yoOFiw
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O impacto desse campo para a ciéncia e a saude publica € inegavel,
especialmente no monitoramento e controle de doencas emergentes e
patébgenos multirresistentes. Ao sequenciar e analisar genomas de patégenos, €
possivel identificar fatores de viruléncia e resisténcia, prever a evolucdo de
surtos e orientar politicas de saude publica, como ilustrado pela resposta a
pandemia de COVID-19. Ademais, as metodologias de sequenciamento
permitiram uma abordagem mais abrangente e precisa no diagnostico molecular,

melhorando significativamente as estratégias de deteccéo precoce.

Além disso, a patogenémica contribui para o desenvolvimento de novos
farmacos e antibiéticos, auxiliando na identificacdo de novos alvos terapéuticos
e ha compreensao das interacdes patdégeno-hospedeiro, que sao cruciais para a
inovacdo no combate a patdgenos de alta resisténcia. Em suma, este campo
emergente continua a transformar o modo como a ciéncia compreende e
responde as doencas infecciosas, sendo uma ferramenta indispensavel na
promocao de diagndésticos rapidos, tratamentos eficazes e controle eficiente de

surtos.

Diante disso, € evidente a revolucdo que a patogenémica trouxe para o
contexto de terapéutica e prevencdo. E a medida que compreensao da interacdo
patégeno-hospedeiro avancgou e a bioinformatica foi inserida no desenvolvimento
farmacéutico, também foi possivel identificar seus mecanismos de resisténcia a
medicamentos antimicrobianos, um dos maiores desafios da era moderna.
Dessa forma, a aplicacdo da gendmica na patologia e farmacologia torna a
identificagcdo de genes e proteinas essenciais para a sobrevivéncia destes
microrganismos patogénicos uma arma em potencial, reduzindo bastante as
chances destes seres contornarem efeitos terapéuticos e conferindo mais

eficacia e seguranca a nova geracao de farmacos.

Neste capitulo, reunimos evidéncias de como o conhecimento sobre o
genoma de patégenos tem revolucionado a medicina nas ultimas décadas. O
avango tecnologico proporcionado pela computacdo e pela internet foi
significativo, e a era do Big Data trouxe consigo um volume de dados complexo
e desafiador para analise. Isso ressalta a necessidade ndo apenas de novas

ferramentas analiticas, mas também de profissionais qualificados com uma viséo
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multidisciplinar e interdisciplinar, capazes de integrar diferentes campos do

conhecimento.

Espera-se que a acessibilidade as ferramentas de sequenciamento e
analise de genomas de patogenos, de forma mais rapida, permita o
desenvolvimento de pesquisas e aplicacdes na profilaxia, tratamento e controle
de patdgenos na saude publica global. Na profilaxia, sera possivel identificar
genes candidatos para vacinas, por exemplo. No tratamento, sera viavel
identificar genes candidatos como alvos de farmacos. Quanto ao controle, a
vigilancia gendémica de patdgenos permitird 0 monitoramento de novas variantes
circulantes, identificando aquelas com alta morbidade, o que pode levar a uma
pandemia, além de possibilitar o acompanhamento da circulagdo de genes de

resisténcia a antimicrobianos.

“wAa

Além disso, espera-se que a patogenémica integre-se a outras “6micas’,
como a transcriptomica e a metabolémica, para melhorar o entendimento sobre
a biologia dos patégenos e a interacdo patégeno-hospedeiro. Combinados esses
esforcos, espera-se que as '6micas’ continuem revolucionando a biomedicina e
que os profissionais atuantes nesta area estejam atentos aos desafios e
preparados para enfrenta-los, promovendo o constante desenvolvimento do

conhecimento cientifico e tecnolégico.
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