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Resumo

O potencial das investigacdes microbiol6gicas aumentou drasticamente apds o
desenvolvimento de técnicas moleculares, representando um marco importante
na medicina. Na atualidade, os métodos convencionais estdo sendo substituidos
por métodos avancados como a amplificacdo de &cidos nucleicos,
sequenciamento rapido de DNA, polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP), técnicas de hibridizacdo molecular fluorescente in situ (FISH),
ARISA (analise automatizada de espacador ribossémico intergénico),
diagnostico baseado na metodologia Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR). Além disso, o desenvolvimento de bibliotecas
de clones ribossébmicos remodelou a compreensdo da microbiologia e
revolucionou a abordagem das terapias com agentes antimicrobianos. Essas
novas tecnologias faciltaram a investigacdo aprofundada da microbiota
anfibibntica humana, identificando um grande niamero de organismos existentes
ou ndo cultivaveis. Atualmente, os resultados das técnicas moleculares fornecem
informagdes fundamentais que podem ser correlacionadas com a evolucao
clinica e o tratamento adequado durante infec¢Bes invasivas. As abordagens
moleculares para analises epidemiolégicas complementam o0s métodos
tradicionais, fornecendo novos meétodos filogenéticos e filodinamicos para
rastrear a transmissao de doencas causadas por varios microrganismos,
contribuindo para a melhor compreensao e gestdo de pandemias e epidemias.
Sendo assim, os resultados da investigagcédo translacional podem melhorar a
prevencdo de doencas e levar a tratamentos médicos mais eficazes e
direcionados. Desta forma, o enfoque desta revisdo sera sobre a deteccéo de
patdbgenos por meio de métodos rapidos, sensiveis, precisos e acessiveis,
demonstrando atualizacdes, impactos e perspectivas das técnicas moleculares
para pesquisas avancgadas sobre microrganismos responsaveis por doencas em
humanos.

Palavras-chave: DNA, RNA, atualiza¢cbes, microrganismos, técnicas
moleculares.
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1. Introducéo

Durante a ultima década, houve um avanco significativo das metodologias
moleculares para a deteccao de diferentes microrganismos. A implementacao
das tecnologias de diagndéstico rapido em laboratdrios de microbiologia clinica e
de pesquisa basica é fundamental para a identificacdo definitiva de diferentes
microrganismos e para o tratamento de amplo espectro. As abordagens
utilizando a biologia molecular para andlises epidemiolégicas avancam e
complementam os métodos epidemiolégicos tradicionais para a compreensao da
frequéncia e da disseminacdo das doencas. Atualmente, cada uma das
ferramentas disponiveis apresenta vantagens e desvantagens distintas que
dependem da natureza do patdgeno que esta sendo investigado, bem como da

qualidade e da quantidade do material genético a ser analisado.

Como marco no século XIX, em 1865, o biélogo austriaco Gregor Mendel
foi responsavel pela descoberta das leis da herdabilidade que sinalizaram a
transformacao da biologia em uma ciéncia comprovada, situada no mesmo nivel
da quimica e da fisica. As quatro leis basicas de Mendel desencadearam uma
revolucdo na biologia, pois forneceram uma base racional para quantificar
observacdes e investigar relacbes de causa-efeito (GAYON, 2016). Assim, a
bioquimica que se concentrava na sintese de novas moléculas passou a ser
denominada como biologia molecular. Contudo, a pergunta mais importante
sobre a herdabilidade das caracteristicas genéticas ainda se encontrava em
aberto: como as informacdes hereditarias sdo armazenadas dentro da célula?
Naquela época, o conhecimento do DNA como uma sequéncia linear de
aminoacidos ou nucleotideos ainda ndo havia sido descoberta e descrita
(KALLENBERGER, 2001).

Classificadas como macromoléculas biolégicas, as proteinas e os acidos
nucléicos se tornaram o tema central das investigacfes dos pesquisadores. Os
cientistas buscavam expandir os conhecimentos da recente biologia molecular,
area inicialmente definida como a bioquimica relacionada ao DNA e a sua
expressdo em proteinas. Os estudos da biologia molecular comecaram a se
concentrar em como a informagdo genética era armazenada, transmitida e
traduzida em fenotipos (KELLENBERGER, 2001). Nos primeiros anos da

biologia molecular, os pesquisadores perceberam que 0s organismos Vivos
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apresentavam multiplos sistemas de regulagem e feedback; ainda nessa
primeira temporalidade da biologia molecular, os cientistas defendiam a teoria
de que o codigo genético seria diferente em organismos superiores,
especialmente, nos seres humanos (LAl et al, 2001; KELLENBERGER, 2004).

No final da década de 1930, o fisico alemdo Max Delbruck fez sua
migracao para a area da biologia para estudar as regras basicas de heranca nos
organismos mais simples como os virus bacteriofagos e seus hospedeiros
bacterianos. Nos anos seguintes, os estudos com bactérias permitiram a
descoberta das sequéncias de DNA ribossémico 16S, conhecidas como primer
universal, que permitiram avancos nas analises do microbioma bacteriano
(MARTIN; ZENILMAN; LAZARUS, 2010). Essas sequéncias sédo encontradas
em procariotos, normalmente adjacentes ao DNA ribossémico 16S e, por serem
Gnicas em cada espécie, podem ser usadas para identificacdo de espécies
bacterianas individuais. Posteriormente, ferramentas gendmicas, como a
amplificacdo de acidos nucleicos, sequenciamento rapido de DNA e o
desenvolvimento de bibliotecas de clones ribossdmicos 16S, revolucionaram
nossa capacidade de compreender a microbiologia, podendo revolucionar a
abordagem no uso de agentes antimicrobianos para a terapia de doencas
cronicas (WHITFIELD, 2013). Desta forma, a gen6mica bacteriana revolucionou
o campo das doencas infecciosas. Os agentes bacterianos causadores da
doenca da arranhadura do gato e da doenca de Whipple, por exemplo, sé foram
identificados de forma conclusiva com a utilizacdo de métodos gendmicos
(COSTERTON, 2007).

Atualmente, os marcadores moleculares tém sido usados para identificar
0s agentes etioldgicos de doencas, avaliar o progndstico e estudar os padrées
de transmissdo de doencas. Um dos primeiros relatos da aplicacdo da
epidemiologia molecular foi na década de 1970, quando polimorfismos
polipeptidicos, identificados por eletroforese em gel de acrilamida, foram usados

como marcadores para caracterizacao viral (RILEY et al., 2018).

O diagnostico molecular, incluindo sorologia e Polymerase Chain
Reaction (PCR), fornece ferramentas robustas para a determinacdo precisa da
propagacéo das doencas causadas por microrganismos. O sequenciamento do

genoma viral e bacteriano forneceu novos métodos filogenéticos (ex.
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sequenciamento de DNA) e filodinamicos (ex. técnica de microarray) que séo
altamente complementares aos meios tradicionais de rastreamento de
transmissdo. Sendo assim, registros médicos eletrbnicos tornam-se um
importante recurso para associacdo de dados demograficos e de cuidados
clinicos de pacientes, permitindo uma melhor compreensao da patogénese e da

transmissao microbiana (LORENZO-REDONDO, 2021).

bY

As limitacbes diagnosticas e as incertezas relacionadas a baixa
sensibilidade (taxa de positividade), tempo prolongado para deteccdo de
patdgenos e tempos de resposta dos resultados, sdo muitas vezes
compensadas pela politica liberal do uso de terapia antimicrobiana de amplo
espectro. Contudo, considerando o aumento das taxas de resisténcia
antimicrobiana e o surgimento de novos tipos de resisténcia antimicrobiana, é
importante exercer uma abordagem criteriosa para o uso de amplo espectro da
terapia antimicrobiana (ASLAM et al., 2018).

Portanto, este capitulo descreve uma atualizagdo e avaliacdo de
melhorias recentes para a deteccdo de patdogenos e para epidemiologia
microbiana, se concentrando em tecnologias moleculares de diagndstico que
podem ser classificadas em técnicas especificas para diagnosticos de amostras
através de DNA (Reacédo de cadeia de polimerase, Clonagem, Southern Blotting,
Sequenciamento, RFLP, ARISA) , RNA (Nothern Blot Analysis, Reacdo de
cadeia de polimerase de transcriptase reversa, Microarray, Hibridizacdo in situ)
e as técnicas comuns para DNA e RNA (Eletroforese em gel, PCR, Hibridizacéo,
Stable Isotope Probing, PCR e CRISPR).

2. Técnicas comuns para utilizacdo em amostras de DNA e RNA

A eletroforese e 0 PCR séo as técnicas mais comumente utilizadas em
biologia molecular (BARTLETT et al., 2012). A eletroforese é um processo que
segrega moléculas, como proteinas ou DNA, com base em seu tamanho, sendo
frequentemente utilizada para identificar moléculas especificas ou fragmentos de
moléculas (GREEN et al., 2019). A PCR, por outro lado, € um processo usado
para amplificar quantidades bem pequenas de DNA, garantindo ampla
quantidade de DNA para utilizagdo em outras técnicas que serédo descritas ao
longo deste capitulo (WATERS et al., 2014).
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Dentre as aplicacdes clinicas e laboratoriais das técnicas moleculares
comuns para DNA e RNA podemos citar a identificacdo de padrdes
nutrigenéticos que avaliam a variagdo genética e a dieta alimentar. Esses
exames sdo recomendados para a prevencdo de doencas como obesidade,
diabetes e hipertensdo. Outras aplicacbes sdo a avaliacdo genética
personalizada para otimizar o treinamento dos atletas e melhorar o desempenho
fisico, exames de sexagem fetal e identificacdo de alteracdes cromossémicas no
bebé, incluindo a sindrome de Down. Sendo assim, existem varios tipos de testes
possiveis através da biologia molecular que irdo beneficiar diretamente a

sociedade.

2.1. Eletroforese em gel

A eletroforese pode ser utilizada para moléculas de DNA e de RNA. A
presenca de cargas negativas permitem a movimentacdo no gel em direcdo ao
eletrodo positivo quando adicionadas a uma solucao especifica e na presenca
de um campo elétrico (CHANDLER et al., 2006). Os tamanhos das moléculas de
DNA e de RNA podem ser utilizados para identifica-las quando posicionadas em
uma malha em gel (TOWBIN et al., 1993). O gel € uma malha semi soélida
constituida de polimeros a base de agarose ou poliacrilamida que apresenta
espacos em sua malha, permitindo que as moléculas do material genético
analisado (DNA ou RNA) migrem através desses espa¢cos com base no tamanho
da molécula (CHANDLER et al., 2006). As moléculas menores migram de forma
mais rapida e facilitada, enquanto as moléculas maiores migram de forma mais
lenta (GREEN et al., 2019).

O método mais comum de visualizacdo das moléculas de DNA e RNA é
através da coloracao do gel de agarose com brometo de etidio, responséavel por
se intercalar ao longo da estrutura do &cido nucléico, apresentando coloragcao
laranja fluorescente quando submetidos a luz ultravioleta (CHANDLER et al.,
2006). Além da coloracdo tradicional com brometo de etidio, a marcacdo
radioativa com fosforo radioativo para a visualiza¢do dos acidos nucléicos é outra
técnica utilizada para coloragao do gel de eletroforese (VOYTAS et al., 2001). As
aplicagoes clinicas e laboratoriais da técnica de eletroforese em gel permitem a

separacdo dos componentes individuais presentes em solugbes complexas, o
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estudo dos componentes de forma isolada e a deteccdo de doencas genéticas
através do padrdo de bandas do material genético (BUSZEWSKI et al., 2017;
GREEN et al., 2019).

2.2. Hibridizacéo

7

A hibridizagdo € a formagdo de moléculas de acido nucleico com
sequéncias complementares de nucleotideos nas formas de DNA:DNA,
DNA:RNA ou RNA:RNA. O principio de hibridizacdo, também chamado de
anelamento, é utilizado para identificacdo de produtos de DNA e RNA. A técnica
de hibridizacdo é realizada através da ligacdo de uma sonda previamente
marcada ao material genético selecionado, seja esse DNA ou RNA. As sondas
sdo DNAs de cadeia simples marcados com agentes radioativos (radiois6topos)
e fluorescentes. A funcdo da sonda utilizada no processo de hibridizacdo €
realizar a identificacdo dos acidos nucleicos tidos como sequéncia-alvo; caso a
sonda ndo seja 100% compativel com o alvo, essa sera classificada como

incompativel (CHANDLER et al., 2006).

Durante a hibridizac&o, os nucleotideos das sequéncias complementares
sdo ligados a uma membrana que sofrera alteracdo devido ao tamanho dos
acidos nucleicos hibridizados, ao numero total de moléculas de guanina e
citosina, bem como na concentra¢do dos acidos nucleicos e o quéo préximo 0s
alvos estdo das sondas. A hibridizacdo também pode ser realizada através da
técnica in situ para localizar a expressao de diferentes transcritores em sec¢fes
de tecido (ex: cortes de tecido, biépsias ou em células), onde as sondas de DNA
ou RNA podem conter ou ndo marcadores radioativos. As vantagens
apresentadas para o0 seu uso sdo o fato de que ela pode ser aplicada em tecidos
congelados ou materiais armazenados e pode ser combinada com técnicas de

imunohistoquimica para detectar as proteinas, nem como o0 mRNA.

A técnica de hibridizacéo in situ tem sido utilizada na identificacéo de sitios
de expressdo génica, analise da transcricio de mRNA, mapeamento de
sequéncias de genes em cromossomos. O diferencial dos resultados obtidos
através desta técnica € que a localizacdo do mRNA pode ser visualizado no
contexto de todo o tecido. A hibridizacdo in situ permite estimar o nivel e a

localizagdo da expressdo do RNA mensageiro (MCNICOL et al., 1997). Na
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maioria das vezes, as sondas de RNA, também denominadas ribossondas
oferecem maior sensibilidade e especificidade em comparagcdo com as sondas
de DNA (NOURI-ARIA, 2008).

2.3. SIP (Stable-Isotope Probing)

A sondagem de is6topos estaveis de DNA (DNA-SIP) é uma técnica
relevante para identificar microrganismos ativos que assimilam substratos de
carbono e nutrientes especificos na biomassa celular. A SIP € baseada na
assimilacdo de isotopos estaveis (mais comumente 13C, 15N, 180 e 2H) na
amostra a ser estudada e na subsequente deteccdo de is6topos na biomassa a
granel, células individuais ou componentes celulares usando instrumentacdo
especializada, como hibridizagéo fluorescente in situ (FISH) para estudo de
amostras de DNA, ou abordagens baseadas no sequenciamento de amplicon de
genes marcadores (ex: PCR / sequenciamento de DNA). Apos a incubacéo de
uma amostra ambiental com compostos marcados com isétopos estaveis, o
acido nucléico extraido é submetido a ultracentrifugacdo em gradiente de
densidade e subsequente fracionamento do gradiente para separar acidos
nucleicos de diferentes densidades. A purificacdo de DNA a partir do cloreto de
césio permite recuperar o DNA marcado e ndo marcado para posterior
caracterizagcdo molecular (impressao digital, microarranjos, bibliotecas de
clones, metagenémica) (DUNFORD e NEUFELD, 2010). Sendo assim, esta
técnica tem sido importante para atribuir funcdo metabdlica as diversas

comunidades que habitam ambientes terrestres e aquaticos.

A SIP é uma técnica usada para sondar a identidade e a funcdo de
microrganismos nao cultivados em amostras ambientais. Empregando isétopos
estaveis de elementos comuns, como carbono e nitrogénio, o RNA-SIP
consegue explorar um aumento na densidade flutuante do RNA causado pelo
metabolismo ativo e pela incorporacdo de is6topos de massa mais pesada no
RNA (GHORI et al, 2019). Os RNAs marcados sdo subsequentemente
separados dos RNAs ndo marcados por centrifugagcdo em gradiente de
densidade, seguida pela identificacdo dos RNAs por sequenciamento. Portanto,
a sondagem de isOtopos estaveis de RNA é uma técnica que fornece
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informacdes simultaneas sobre a comunidade, composicdo e funcdo do

microbioma.

7

A SIP é uma estratégia poderosa para elucidar a ecofisiologia de
microrganismos em microbiotas complexas associadas ao hospedeiro. A analise
metabolémica produziu uma imensa quantidade de conhecimento sobre a
composicdo e o desenvolvimento dos microbiomas humanos e animais, mas a
maioria das fun¢des codificadas no metagenoma séo desconhecidas. A SIP é
uma estratégia para elucidar a ecofisiologia de microrganismos individuais em
microbiotas complexas associadas ao hospedeiro. Uma série de abordagens SIP
foi desenvolvida para permitir testar hipoteses de conjuntos de dados
metabolémicos e descobrir novas funcdes. A SIP esta sendo usada para
determinar as estratégias de utilizacdo de nutrientes dos micrébios in vivo e ex
vivo, bem como as relagbes ecoldgicas, como competicdo, cooperacdo e
alimentacao cruzada (ABU-ALI, 2018).

No entanto, os métodos SIP sdo demorados e muitas vezes requerem
instrumentacédo cara e de alta qualidade, o que limita severamente o numero de
amostras que podem ser analisadas e, portanto, requer um planejamento
experimental cuidadoso. A maioria dos estudos SIP concentra-se na utilizagéo
microbiana de compostos especificos e totalmente marcados isotopicamente
(SIP mediada por substrato). No entanto, também € possivel usar compostos
como marcadores de atividade geral, como agua na forma de 2H20, 13CO:2 ou
marcacao total de 15N, pois as células ativas irdo incorporar hidrogénio da agua,
carbono 13C durante a assimilacdo autotrofica ou heterotréfica de COz,
independentemente de sua fisiologia (WALCZYK et al., 2002).

2.4. RepeticBes Palindrdbmicas Curtas Agrupadas E Regularmente Inter
Espacadas (CRISPR_Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats)

As repeticbes palindrébmicas curtas agrupadas e regularmente inter-
espacadas, conhecidas pelo nome em inglés Clustered Regularly Interespaced
Palindromic Repeat (CRISPR) remodelou o diagnéstico atual. CRISPR séo as
sequéncias de DNA encontradas em bactérias e arqueas que tém sido

amplamente utilizadas em experimentos de edicdo de genes, s&o como 0O
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sistema imune adaptativo presente na maioria das arqueas e em muitas
bactérias, promovendo protecdo (MARRAFFINI et al., 2010; BARRANGOU et
al., 2014). Dentro do sistema CRISPR, existe um locus que consiste em
repeticdes breves e consecutivas que séo intercaladas com diversas sequéncias
de DNA conhecidas como “espagadores”. Esses espagadores sdo cercados por
multiplos genes cas. O processo de “imunidade” dentro do sistema CRISPR-Cas
abrange trés mecanismos distintos: adaptacdo, expressao e interferéncia
(GARNEAU et al., 2010; SAMPSON et al., 2014).

Na fase inicial de adaptacdo, a célula integra fragmentos externos de
DNA, chamados de “protoespagadores”, derivados de virus e plasmideos
invasores, no arranjo CRISPR para criar novos espacos. Esses espacos servem
como sequéncias de memoria que permitem a defesa direcionada contra futuras
invasdes do mesmo virus ou plasmideo. Passando para a fase de expresséao, o
array CRISPR é transcrito como um precursor conhecido como pré-crRNA que
passa por processamento e maturagéao para produzir RNAs CRISPR (crRNAS)
(WESTRA et al, 2012; BARRANGOU, 2013). Finalmente, na fase de
interferéncia, os crRNAs, com o auxilio de proteinas Cas, atuam como guias para
identificar alvos especificos e clivar o acido nucleico do virus ou plasmideo
correspondente. Estudos recentes indicaram que o sistema CRISPR-Cas tem a
capacidade ndo apenas de defesa contra ameacas, mas também de regular o
comportamento coletivo e a patogenicidade (WESTRA et al., 2014; LOUWEN et
al., 2014).

Originalmente encontrado como um mecanismo de defesa em bactérias,
o sistema CRISPR/Cas é uma grande promessa no combate a doencas
infecciosas. Além disso, tem um vasto potencial como ferramenta para o
tratamento de doencas genéticas como o cancer e doencas monogénicas,
editando ou eliminando mutacdes genéticas, incluindo oncogenes e proto-
oncogenes (JINEK et al., 2012; JIANG et al., 2019). Também desempenham um
papel importante na defesa antiviral, pois as sequéncias sao derivadas de
bacteriéfagos que ja infectaram bactérias (BARRANGOU, 2015). Muitas técnicas
baseadas em CRISPR estdo atualmente em uso ou tém potencial para ser uma
opcao de teste no local de atendimento para o diagndéstico de patégenos (ISLAM
e IQBAL, 2020).
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3. Técnicas para utilizacdo em amostras de DNA
3.1. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR_Polymerase chain reaction)

De acordo com a literatura cientifica, a técnica de PCR foi desenvolvida
em 1987 e, atualmente, se apresenta como a técnica de biologia molecular mais
utilizada na ciéncia. As aplicacdes dessa técnica incluem diagndsticos clinicos,
andlises genéticas e engenharia genética (ROGERS, 2015; KERI e
CHANDRASEKAR, 2023).

s

A técnica é utilizada para amplificar sequéncias especificas de DNA
atraves da utilizacdo de um modelo de DNA que contém a sequéncia alvo a ser
estudada, como exemplo, a sequéncia do paciente. Um par de oligoiniciadores,
conhecidos como primers, também sdo necessarios. A maioria das técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase utiliza um oligoiniciador direto (foward) que esta
localizado na extremidade 5 da sequéncia alvo que sera analisada e um
oligoiniciador reverso (reverse) que esta localizado na extremidade 3’ na fita
complementar. Enzimas resistentes ao calor s&o utilizadas para conduzir as
reacoes, sendo a enzima taq polimerase (Thermus aquaticus) utilizada
rotineiramente. Dentre as vantagens conferidas pela termoestabilidade da taq
polimerase estd a sua capacidade de suportar o aquecimento e resfriamento
repetidos inerentes a PCR e de sintetizar DNA em altas temperaturas que
desnaturam os oligoiniciadores incompativeis. A enzima, contudo, ndo €
infinitamente resistente ao calor e, para maior eficiéncia, ndo deve ser submetida
a etapas desnecessarias de desnaturacdo. Adicionar mais enzima as vezes
pode aumentar o rendimento de produtos de PCR inespecificos em detrimento
do produto de interesse. A reacdo de PCR necessita de um grande suprimento
de nucleotideos para confeccao das fitas de DNA e tampéo apropriado (KERI e
CHANDRASEKAR, 2023).

Posteriormente, a reacdo criada com a adicdo de todos esses
componentes é colocada em um aparelho termociclador programado para mudar
rapidamente a temperatura de acordo com a programacdo de ciclos pré
definidos. A mistura é aquecida a uma temperatura entre 90°C e 96°C para que
aconteca a desnaturacdo ou a separacao da fita dupla de DNA adicionado a
solucdo como modelo. Apds essa fase inicial, a temperatura cai para um intervalo

entre 50°C a 65°C permitindo que os primers realizem a ligacdo e o
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emparelhamento com a sequéncia de DNA adicionada como modelo. Por ultimo,
o termociclador eleva a temperatura para 72°C durante 1 a 2 minutos para que
a enzima taq polimerase alongue as novas cadeias de DNA iniciadas pelos
oligoiniciadores. A fase de alongamento das cadeias ocorre no sentido 5' para
3. Em cada ciclo é realizada a duplicacdo da quantidade de DNA presente na
mistura inserida no termociclador, sendo assim, ao final de 300 ciclos, havera
mais de 1 milhdo de coépias de DNA de fita dupla presentes na amostra de
trabalho. O produto da PCR sera analisado em eletroforese em gel de agarose
(YANG et al. 2004; EVANS et al. 2009).

3.2. Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH fluorescence in situ

hybridization)

O desenvolvimento de técnicas de hibridizagdo molecular, como a
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH_fluorescence in situ hybridization), teve
um grande impacto na detec¢do e caracterizacdo das alteracdes genéticas que
dao origem aos tumores humanos. Com sondas projetadas para identificar
cromossomos e regibes cromossémicas especificas, a FISH ¢é usada
rotineiramente por laboratérios de citogenética e patologia para identificar
anormalidades cromossOmicas associadas a doencas hematoldgicas malignas
(GOZZETTI e LE BEAU, 2000).

A técnica FISH envolve a preparacdo de dois componentes principais: a
sonda de DNA e o DNA alvo. A sonda de DNA normalmente vem de fontes
clonadas, como plasmideos, cosmideos, PACs (P1 derived artificial
cromossomes), YACs (Yeast artificial cromossomes) ou BACs (Bacterial artificial
cromossomes); onde a insercdo pode conter um gene especifico ou originar-se
de um locus cromossémico especifico. O DNA purificado pode entdo ser
marcado e detectado indiretamente. Inicialmente a descricdo dessa técnica
preconizava a utilizacdo de sondas marcadas radioativamente. Na atualidade,
0s protocolos sugerem a utilizacdo de sondas nao-radioativas que apresentam
vantagens como: a alta resolugdo e menor tempo de processamento. A
marcacao isotipica adiciona enzimas, haptenos ou fluorocromos. Os ultimos
protocolos utilizam a deteccdo por flurocromos (moléculas que fluorescem

guando excitadas por um comprimento de luz ultravioleta especifico).
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O DNA alvo pode assumir a forma de cromossomos espalhados ou
nudcleos interfasicos. As fontes de alvos interfasicos podem vir de preparacdes
citogenéticas ou de tecidos embebidos em parafina. A sonda de DNA marcada
e 0 DNA alvo sdo desnaturados para um estado de cadeia simples e podem
hibridizar entre si. Lavagens pos-hibridizacdo e incubacdes de anticorpos
marcados com fluorescéncia durante 24 horas possibilitam a visualizagédo por
microscopia fluorescente. A interpretacdo bem-sucedida dos experimentos FISH
depende da qualidade dos materiais de partida, da eficiéncia da hibridizacéo, do
rigor das lavagens poés-hibridizacdo e das deteccdes de anticorpos (TSUCHIYA,
2011).

3.3. Clonagem

A técnica de clonagem pode ser dividida em algumas fases, na primeira
fase isola-se o fragmento do DNA de interesse, utilizando-se enzimas de
restricdo, estas enzimas sao responsaveis por reconhecer a sequéncia alvo
especifica e cortar de forma seletiva o fragmento que sera utilizado. Na segunda
fase, o fragmento de DNA é inserido em um vetor; os plasmideos sdo moléculas
comumente utilizadas como vetores para clonar fragmentos de DNA. Esse
processo permite que o fragmento do gene alvo se ligue ao vetor, atraves da
DNA ligase, formando uma molécula de plasmideo recombinante contendo o
gene de interesse. Ao final dessa etapa, o DNA recombinante é transportado
para dentro de uma célula hospedeira, na qual ocorre o processo de
transformacao bacteriana. Assim, a célula que recebeu o DNA recombinante
passa a ser denominada de célula transformada. A célula transformada passara
por multiplos ciclos de divisdo produzindo varias cépias de DNA recombinante
(BROWN et al., 2003).

O DNA obtido como produto do processo de clonagem pode, entdo, ser
utilizado em outros experimentos como a PCR (MIKIC, ALOMARI e GOWERS,
2023). Situacdes onde o gene de interesse ndo é conhecidamente descrito, a
abordagem realizada sera alinhar as sequéncias deste gene como duas ou até
trés espécies proximas e realizar a comparacdo da sua homologia. Para
realizacdo desta técnica, o DNA da espécie de interesse € usado como modelo.

Posteriormente, serdo adicionados primers, nucleotideos responsaveis por
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sintetizar a nova fita de DNA, bem como a enzima taq polimerase para conduzir
a reacdo (ALBERTS et al., 2002; MIKIC, ALOMARI e GOWERS, 2023).

A maioria das técnicas de clonagem utiliza uma temperatura de
anelamento mais baixa e um nimero maior de ciclos, o que permite uma ligacao
mais intima entre primers e as areas que ndo estdo exatamente corretas,
resultando em mudltiplas bandas no gel de agarose. Para descobrir qual banda
de DNA foi o produto dessa técnica, outras ferramentas de biologia molecular
deverdo ser aplicadas em sequéncia, como exemplo as técnicas de Southern
Blot ou a técnica de sequenciamento de DNA (ALBERTS et al., 2002).

3.4. Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao

(RFLP_Restriction Fragment Length Polymorphism)

Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) é uma
diferenca nas sequéncias homologas de DNA que pode ser detectada pela
presenca de fragmentos de diferentes comprimentos apos digestdo das
amostras de DNA com endonucleases de restricao especificas. O RFLP, como
marcador molecular, € especifico para uma Unica combinacao clone/enzima de
restricdo. O isolamento de DNA suficiente para analise de RFLP é demorado e
trabalhoso. Contudo, a PCR pode ser utilizada para amplificar quantidades muito
pequenas de DNA, geralmente em 2-3 horas, até aos niveis necessarios para a
analise RFLP. Portanto, mais amostras podem ser analisadas em menos tempo.
Um nome alternativo para a técnica é o ensaio de Sequéncia Polimoérfica
Amplificada Clivada (CAPS) (NARAYANAN, 1991).

O uso principal de RFLPs é como parte de uma abordagem de gene
suspeito, na qual € analisado um polimorfismo especifico conhecido por estar
dentro ou muito proximo de um gene candidato. Se o gene candidato nao tiver
nenhum polimorfismo associado conhecido, uma busca por polimorfismos é
usada para encontrar um RFLP. O uso de RFLPs como parte de pesquisas
gendbmicas, embora bastante bem-sucedido no passado, tornou-se menos
comum a medida que marcadores mais novos € mais poderosos, como

repeticdes de sequéncia simples (SSRs), foram desenvolvidos (JARCHO, 2001).
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A anélise RFLP tem sido usada na localizacdo de genes de doencas para
distarbios mendelianos simples, incluindo condi¢cdes autossdémicas dominantes,
autossémicas recessivas e ligadas ao cromossomo X. Além disso, os RFLPs tém
sido usados para investigar mutacdes de delecdo, como perda de
heterozigosidade em doencas malignas, para analisar disturbios poligénicos
(diabetes e hipertensao) e para distinguir individuos uns dos outros em estudos
forenses. A maioria dos RFLPs conhecidos ocorre como resultado de mutacdes
pontuais ou variacdes de nucleotideo Unico na sequéncia de DNA, embora

insercdes e delecbes também sejam responsaveis por alguns sitios polimaorficos.

Nem todas as mutac¢des naturais podem ser detectadas pela analise de
RFLP, pois muitas ndo resultam numa alteragcdo no comprimento dos fragmentos
de restricdo gerados com enzimas conhecidas. Desta forma, aproximadamente
40% das substituicbes de nucleotideo unico podem ser detectadas usando um
conjunto de 30 endonucleases de restricdo (WHITE e LALOUEL, 1987). Algumas
enzimas de restricdo expdem mais variantes de sequéncia do que outras, devido
ao numero de sitios de restricdo reconhecidos por cada enzima. Em geral,
enzimas que possuem mais locais de reconhecimento detectam mais variantes
de sequéncia (WIJSMAN, 1984; HAINES et al., 2001).

3.5. Analise Automatizada de Espacador Intergénico Riboss6mico

(ARISA_Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

ARISA (Anélise Automatizada de Espacador Intergénico Ribossémico) é
um método de analise molecular que fornece estimativas de riqueza e
diversidade microbiana, sendo baseado na heterogeneidade de comprimento do
operon rRNA bacteriano 16S-23S denominado espacador intergénico (também
conhecido como espacador transcrito interno ou ITS). Desde a sua introducao
em 1999, o ARISA tem sido utilizado para o estudo do solo, ambientes aquéticos
e intestino humano. ARISA tornou-se uma ferramenta muito Gtil para comparar
a estrutura da comunidade em mudltiplas amostras com base em padrées
previamente descritos. No entanto, também pode ser usado para estimar a
diversidade bacteriana, apresentando a possibilidade de estimar a quantidade,
pois microrganismos ndo relacionados podem expor regides espacadoras de

comprimento idéntico. Por outro lado, multiplos operons dentro de um Unico
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genoma podem diferir no comprimento do espacador, levando assim a uma
superestimacdo da variedade Dessa forma, sdo necessarias investigacdes
adicionais para obter uma compreensao mais clara dos dados obtidos pela
técnica ARISA (KOVACS, YACOBY e GOPHNA, 2010).

3.6. Sequenciamento de DNA

As fitas de DNA séo escritas através da combinacdo e alternancia dos
nucleotideos adenina, timina, citosina e guanina (A, T, C, G). Uma sequéncia de
DNA é a ordem prépria na qual os nucleotideos sé@o organizados para realizar a
transcricdo de genes especificos (GLENN, 2011). Com isso, a técnica de
sequenciamento de DNA basicamente é a ferramenta responséavel por elucidar
a ordem que os nucleotideos compdem um trecho da fita de DNA amplificada
através da técnica de PCR ou através da técnica de clonagem de DNA. As
sequéncias de DNA que apresentam um montante menor que 700 nucleotideos
podem ser obtidas a partir de uma reagédo de sequenciamento, trechos maiores
de DNA precisam ser seccionados em fragmentos menores para entdo serem

sequenciados pelas técnicas (LIU et al., 2012).

De forma simplificada, dois métodos de sequenciamento de DNA sao
utilizados comumente na rotina laboratorial, o primeiro € através do método
quimico (Maxam-Gilbert) e o segundo é através do didesoxi enziméatico (Sanger).
Na década de 1970, os cientistas desenvolveram o método Maxam-Gilbert, uma
técnica que envolve a fragmentacdo quimica do DNA em segmentos precisos.
Esses segmentos sdo posteriormente isolados e analisados para determinar a
sequéncia de bases nitrogenadas no DNA. Este método inovador desempenhou
um papel fundamental no sequenciamento do genoma humano e serviu como
pedra angular no Projeto Genoma Humano. O método Maxam-Gilbert possui a
capacidade de sequenciar com precisdo secdes especificas de DNA, o que é
vantajoso. Esse recurso permite a identificacdo de mutacdes genéticas e o
exame da estrutura genética. No entanto, o método Maxam-Gilbert € dificultado
pela sua natureza trabalhosa e demorada, o que restringe a sua implementacéao

generalizada (STAMM e LONGO, 1990; VERMA e KULSHRESTHA, 2017).

Outra aplicagédo envolve produtos de PCR feitos com primers

degenerados. Frequentemente, resultados ruins sao obtidos se primers
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degenerados forem usados no sequenciamento didesoxi, devido a uma
preparacao incorreta. Portanto, um método simples que ndo requer uma etapa
enzimatica adicional (exonuclease lambda), re-amplificacdo ou uma
correspondéncia exata de primer para gerar fragmentos de DNA para
sequenciamento de Maxam-Gilbert (Eren, Taktakoglu e Pirim, 2022). Embora
tenha suas limitagcBes, o método Maxam-Gilbert continua a ser utilizado em
laboratérios de pesquisa para sequenciar pequenas se¢des do genoma. A
medida que a tecnologia progrediu, surgiram novos métodos de sequenciamento
de DNA. Assim, o método Maxam-Gilbert se destaca como uma técnica pioneira
para sequenciamento de DNA e mantém sua relevancia em determinadas
circunstancias. No entanto, & medida que a tecnologia avanca, surgem métodos
novos e rapidos para sequenciar os genomas dos seres humanos e de outros
organismos com maior eficiéncia (VERMA e KULSHRESTHA, 2017).

Além disso, ainda existem duas metodologias mais prevalentes: o método
Sanger, também conhecido como método de terminacdo de cadeia, e 0
sequenciamento de proxima geracdo (NGS). O método Sanger, iniciado por
Frederick Sanger e Alan Coulson em 1977, € uma das primeiras técnicas
empregadas para sequenciamento de DNA. Para ler a sequéncia de bases, 0
método Sanger emprega ddNTPs marcados com cores distintas para
interromper a replicacdo do DNA em locais especificos. Amplamente utilizado
em laboratdrios de pesquisa e diagndéstico, este método € altamente considerado
por sua confiabilidade e precisdo (KRAMER e COEN, 2001). A andlise de
multiplas amostras de DNA simultaneamente e em ritmo acelerado € possivel
gracas ao sequenciamento de proxima geracdo (NGS), uma técnica mais
moderna. Este método depende de sequenciamento paralelo, em que milhdes
de fragmentos de DNA sdo sequenciados simultaneamente (EREN,
TAKTAKOGLU e PIRIM, 2022).

Além do método Sanger e do sequenciamento de préxima geracao,
existem varias outras técnicas amplamente utilizadas na area de
sequenciamento. Isso inclui sequenciamento por sintese (lllumina),
sequenciamento de torrente de ions (lon Proton) e sequenciamento de
nanoporos (MinlON). Cada um destes métodos tem 0 seu proprio conjunto de

beneficios e restricbes, onde a escolha da técnica depende do objetivo da
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investigacdo, bem como dos recursos financeiros disponiveis (MARDIS, 2008;
MOHAMED e SYED, 2013). Portanto, 0 método Sanger e 0 sequenciamento de
proxima geracdo sdo as principais técnicas empregadas para sequenciamento
de DNA nos tempos contemporaneos, complementados por métodos
alternativos como sequenciamento sintético, sequenciamento de torrente de ions
e sequenciamento de nanoporos. Essas técnicas tém revolucionado a genética
e a biologia molecular, possibilitando avancos significativos no estudo do DNA e
sua aplicacdo em diversas areas da ciéncia (VERMA e KULSHRESTHA, 2017).
As possibilidades de aplicacdes de sequenciamento de DNA se expandiram nas
Ultimas décadas, moldado em parte pelas crescentes atualizacbes dessas
tecnologias de sequenciamento. Incluindo as aplicacdes clinicas do
sequenciamento, ressequenciamento do genoma individual, sequenciamento
clinico e a transformacdo de sequenciadores em dispositivos de contagem
molecular (SHENDURE et al., 2017).

As tecnologias de sequenciamento de nova geracgao e tecnologias NGS,
possibilitaram avancos significativos no campo do conhecimento dos genomas
dos organismos. Com a reducéo dos custos de sequenciamento e aumento na
rapidez do processamento das amostras, o nimero de genomas sequenciados
e disponiveis em bancos de dados cresceu exponencialmente. Paralelamente, a
enorme quantidade de dados gerados e a falta de recursos humanos
capacitados para trabalharem com estas informacfes representam desafios
significativos para a bioinformatica (GLENN, 2011). Dessa forma, armazenar
racionalmente os dados, gerenciar solu¢cdes computacionais e a analise
exploratdria dos dados viabilizam a extracdo de informacdes valiosas a respeito

da sequéncia gendémica do organismo (LIU et al., 2012).

Os dados inseridos nas diferentes plataformas de sequenciamento,
utilizam diferentes metodologias experimentais, gerando sequéncias com
tamanhos desiguais e em formatos distintos. Além disso, cada plataforma NGS
possui tendéncias associadas a metodologia, tal como, erros de nomeamento de
bases (LIU et al.,, 2012). Para lidar com esses desafios, houve um grande
desenvolvimento de programas e ferramentas para analise de dados, desde a
avaliacdo da qualidade das leituras até a anotacdo e montagem dos genomas.

As plataformas NGS utilizam diferentes metodologias de sequenciamento, mas



84

em comum, elas ndo precisam passar pela etapa de clonagem dos fragmentos
de interesse. Adicionalmente, as tecnologias NGS séo capazes de gerar milhdes
de sequéncias em uma unica corrida (THUDI et al., 2012). Dentre essas
plataformas podemos salientar as da Illumina (Genome Analyser), pois se
destacam pelo grande volume de sequéncias obtidas, grande espectro de
utilidade, além de ter o menor custo por base sequenciada do mercado, fazendo
com que a empresa venha dominando a industria de sequenciamento em larga
escala (QUAIL et al., 2012). O sistema de sequenciamento HiSeq da Illumina
tem alto desempenho e € amplamente adotado. Em termos de dispéndio
monetério, o HiSeq reduziu o custo do sequenciamento a niveis incomparaveis
(INlumina). O método de sequenciamento adquirido pela lllumina foi uma grande
inovacdo, e atualmente, essa metodologia viabiliza o sequenciamento de
fragmentos de 2 x 150 pb na plataforma HiSeq e 2 x 300 pb na MiSeq (GLENN,
2011).

O surgimento de novas tecnologias de sequenciamento possibilitou o
sequenciamento de genomas completos em poucas horas (HENSON;
TISCHLER,; YI et al., 2014), contribuindo para o avan¢go no conhecimento dos
trés dominios da vida. Um grande exemplo ocorreu, nos ultimos 15 anos, com
dominio Bacteria apresentando 83.246 projetos relacionados e também
favoreceu o crescimento do nimero de drafts, até o final do ano de 2023, com
4.744 drafts e de 4230 projetos de genomas completos depositados nos bancos
de dados publicos. Portanto, se pode observar o avanco e o crescimento
impressionante no niumero de pesquisas envolvendo esta area, se tornando de
extrema importancia para o desdobramento de andlises mais profundas de

organismos até entdo pouco conhecidos.

4. Técnicas para utilizacdo em amostras de RNA
4.1. Reacdo em cadeia da polimerase de transcriptase reversa (RT-PCR)

A PCR em tempo real s6 pode ser aplicada para amplificacdo de moldes
na forma de moléculas de DNA. Para detectar e quantificar uma amostra de
RNA, a molécula de RNA é primeiramente transcrita reversamente em um DNA
complementar (cDNA) usando transcriptase reversa, seguida pela conversao do

cDNA de fita simples em DNA de fita dupla. Este DNA de fita dupla é entdo
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amplificado usando PCR padréo. Esse procedimento é conhecido como reacao
em cadeia da polimerase com transcrigdo reversa em tempo real (RT-PCR em
tempo real) (HILLMANN et al., 2009; BACHMAN et al. 2013; KARUNANATHIE
et al., 2022).

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa, € uma
modificacdo da PCR basica que permite monitorar o progresso da PCR. Além de
melhorar a acuracia, sensibilidade e rapidez, uma das principais vantagens da
PCR em tempo real sobre a PCR basica é que esta técnica fornece uma relacao
de quantificacdo confiavel entre 0 nUmero de sequéncias alvo iniciais (antes da
amplificagdo por PCR) e a quantidade de amplicon acumulada em um
determinado ciclo de PCR. A quantificacéo precisa dos &cidos nucleicos alvo é
uma etapa critica para a quantificacdo do RNAm durante a analise da expressao
génica e da determinacgéo da carga viral de um espécime clinico, ndo havendo a
necessidade de processos pos-PCR, minimizando a chance de contaminacdo
cruzada devido a amplicons prévios (OLIVEIRA et al., 2005). A técnica de PCR
em tempo real revolucionou a detecc¢éo e quantificacao de acidos nucleicos alvo,
possuindo atualmente, inUmeras aplicacfes. As principais vantagens deste
meétodo sdo a rapidez de set-up, 0 baixo custo e 0 menor manuseio das amostras
para reduzir erros de pipetagem e contaminagdo. Entretanto, como este método
emprega oligoiniciadores gene-especificos tanto para a RT-PCR quanto para a
PCR convencional que ocorrem em um tubo de reacdo, outros genes de
interesse ndo podem ser amplificados para andlise posterior (ARTIKA et al.,
2022).

No final de 2019, a pandemia de COVID-19 causada pelo coronavirus 2
da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), atingiu o mundo e deu
origem a um grande desafio para os laboratérios de saude publica. O diagnéstico
padrao-ouro para a infeccdo SARS-CoV-2 é um “teste de amplificagdo de acido
nucleico” (nucleic acid amplification test - NAAT), e 0 ensaio de PCR em tempo
real foi a principal técnica aplicada, juntamente com o método de
sequenciamento de DNA, a técnica de RT-PCR em tempo real foi aplicada com
sucesso para detectar e identificar pela primeira vez o novo coronavirus 2019
recém-emergido em Wuhan, China, em dezembro de 2019. Assim, o

procedimento RT-PCR em tempo real foi adotado pela Organizagdo Mundial da
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Saude como um método padrdo para a confirmacao de infecgcbes agudas por
SARS-CoV-2 devido a sua sensibilidade e especificidade (OMS, 2021).

Além de oferecer grande sensibilidade e especificidade, a PCR em tempo
real pode ser aplicada tanto para analises qualitativas quanto quantitativas.
Portanto, tornou-se o0 método de escolha para a detec¢éo e quantificacéo rapida
e sensivel de acido nucleico em amostras bioldgicas para as mais diversas
aplicacOes, tais como analise de expressdo génica, deteccdo de mutacéo,
determinacdo do status de cancer, analise de microRNA, deteccdo de
organismos geneticamente modificados, deteccdo bacteriana, quantificacéo
bacteriana, deteccao viral e medic&o de carga viral. Devido a sua versatilidade e
utilidade, a técnica de PCR em tempo real tem sido empregada em muitas areas
de pesquisa, incluindo biomedicina, microbiologia, ciéncias veterinarias,

agricultura, farmacologia, biotecnologia e toxicologia (ARTIKA et al., 2022).

4.2. Andalise Northern Blot

A andlise Northern Blot € descrita na literatura cientifica como a técnica
mais sensivel para a deteccdo da expressao dos niveis de RNA mensageiro
(CHANDLER et al. 2006). O RNA é separado por tamanho através de um gel
eletroforético de poliacrilamida e agarose (WIEGARD et al. 2021). De forma
similar com as outras formas de eletroforese, a movimentacdo da molécula no
gel se apresenta de forma inversamente proporcional ao seu tamanho, os
maiores fragmentos ndo realizam uma migracdo tdo rapida quanto o0s
fragmentos menores (SCHNEIDER et al., 2018). Como o RNA apresenta como
caracteristica sua carga negativa, sua migracdo no gel de agarose ocorre em
direcéo ao catodo (CHANDLER et al., 2006).

Apoés a separacgdao atraves da eletroforese, 0 RNA da amostra é transferido
para uma membrana de nitrocelulose e o RNA é ligado a membrana através da
utilizacao de irradiacéo ultravioleta (WANG et al., 2013). Sequéncias especificas
de RNA podem ser detectadas pela membrana de transferéncia através de
técnicas de hibridizacdo (CHANDLER et al., 2006). A sonda pode ser marcada
atraves da ligacdo de uma proteina como a digoxigenina que, por sua vez, pode
ser detectada com o auxilio de um anticorpo anti-digoxigenina conjugado com

fosfatase alcalina que converte um substrato corado permitindo a analise; além
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disso, a sonda também pode ser radiomarcada e detectada através de
autorradiografia (Lin et al., 1993). Os resultados dos experimentos com a técnica
de hibridizacdo sdo responsaveis por entregar a quantidade, o tamanho e a
abundéancia de transcritos, sendo a quantidade do produto proporcional a
guantidade do RNA especifico presente na amostra analisada (WIEGARD et al.,
2021). Através da utilizacdo desta técnica laboratorial, a concentracdo de um
gene de manutencédo (housekeeping) pode ser medido no mesmo experimento
do Northern blot para avaliar a intensidade relativa do sinal (HERRERA et al.,
2005).

Apesar da técnica apresentar a desvantagem de ser demorada e exigir
quantidades significativas de RNA para a analise do material genético da
amostra, a literatura cientifica a descreve como uma técnica rotineiramente
utilizada, pois os dados fornecem informacgdes quantitativas permitindo uma
avaliacao precisa do RNA mensageiro (CHANDLER et al., 2006). Na medicina
humana, a analise Northern Blot pode ser empregada para o estudo dos niveis
de expressdo dos genes causadores de cancer, quantificando os genes
superexpressos e subexpressos nas células cancerigenas em comparac¢ao com

as celulas normais presentes no tecido (WIEGARD et al., 2021).

4.3. Microarranjo (Microarray)

O microarray é uma ferramenta da biologia molecular que pode ser
empregada para analisar a expressdo relativa de um gene através da
determinacdo da quantificacdo de RNA mensageiro presente na amostra. A
técnica de microarray pode ser considerada a técnica reversa a performada nos
ensaios de Northern Blot, enquanto nos ensaios de Northern Blot as sondas
analisadas procuram ligar-se ao material genético que esta ligada a uma
membrana, nos ensaios de microarray, sondas para milhares de transcricbes
estdo imobilizadas na superficie de um chip ou de uma lamina, onde uma
solucdo contendo RNA marcado € adicionada. Essa tecnologia permite que o
material genético seja localizado ou sintetizado diretamente em uma superficie
sélida de maneira ordenada, facilitando a analise de forma rapida e eficiente da
expresséo de milhares de genes em um unico experimento (MARZANCOLA e
SEDIGHI, 2016).
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ApoOs a etapa inicial de hibridizacdo da amostra ser concluida, o material
genético é ligado ao microarranjo que é colocado em um scanner composto por
lasers exclusivamente projetados, um microscopio e um detector. As tags
fluorescentes ficam excitadas pelo laser e a intensidade da coloracao refletida
entre as cores vermelho e verde corresponderda a quantidade de material
genético presente em cada amostra. O microscépio e o detector sdo
responsaveis por gerar uma imagem digital do arranjo e a intensidade do
espectro vermelho-amarelo-verde é analisada para cada ponto do microarranjo.
Os pesquisadores evidenciam que, embora o microarray seja uma boa técnica
para estudar mudancas globais entre duas amostras, essa técnica deve ser
validada por outras técnicas de biologia molecular (ANDERSON, 2016).

Vérias andlises podem ser abordadas usando 0s microarranjos como
ponto inicial de investigacdo, tais como as mutacfes em um determinado gene
da doenca, diferenciacdo de subcategorias moleculares de doencgas,
escaneamento do numero de cOpias do material genético que podem significar
doencas adquiridas e a identificacdo de marcadores associados a doencas
(MARZANCOLA e SEDIGHI, 2016). De acordo com a literatura médica, a
aplicacdo mais frequente dos microarranjos na medicina é para a deteccao e
genotipagem rapida de patdgenos incluindo bactérias, fungos e virus
(GOVINDARAJAN et al. 2012).

5. Perspectivas e Considerac¢des Finais

As perspectivas das abordagens moleculares aplicadas aos
microrganismos sdo promissoras, com a expectativa de avangos continuos em
biotecnologia, medicina de precisdo e bioinformatica. Atualmente, as
ferramentas de sequenciamento génico em alta escala permitem analises em
mais de cem genes relacionados a hereditariedade. A demanda por avancos na
biologia molecular e na genética € generalizada em escala global.
Especificamente, o campo da salude humana necessita de estratégias
inovadoras que simplifiquem a andlise molecular diretamente no local de
atendimento, incluindo o desenvolvimento de plataformas compactas e portateis
gue atendem a doencas infecciosas e nao transmissiveis. Além disso, existe uma

necessidade premente de reducéo de custos nos métodos de sequenciamento
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de DNA, permitindo analises gendmicas para identificacdo de doencas em um

namero maior de pacientes.

O estudo da genética e da biologia molecular tem se beneficiado muito
com a utilizacdo de diversas técnicas destacadas neste capitulo. No entanto,
estas abordagens tém as suas limitacdes, o que pode levar a lacunas na nossa
compreensao do genoma. Uma é&rea importante que requer melhorias é a
precisdo do sequenciamento e a capacidade de cobrir todo o genoma. Isto é
especialmente desafiador para regidbes do genoma que sao ricas em contetudo
GC ou consistem em longos trechos de DNA homopolimero. Além disso, as
plataformas atuais usadas para sequenciamento normalmente produzem
comprimentos de leitura curtos, o que dificulta nossa capacidade de analisar com
precisdo grandes regides de repeticdo, indels e variagbes estruturais. Como
resultado, por¢cdes significativas do genoma permanecem inexploradas ou sao

representadas de forma imprecisa.

Ha um otimismo clinico para o tratamento de doencas potencialmente
fatais, como o cancer, gracas aos mais recentes avancos na tecnologia CRISPR.
Embora tenham sido feitos progressos notaveis, ainda ha uma série de desafios
técnicos que precisam ser enfrentados como a eficiéncia limitada no reparo indel
ou dirigido por homologia (HDR), entrega de componentes do sistema Cas in
Vivo e potenciais reacdes imunoldgicas. A superacdo destes obstaculos exige
avancos tecnoldgicos significativos ou o desenvolvimento de abordagens
inovadoras que possam combater eficazmente doencgas graves e, a0 mesmo
tempo, minimizar quaisquer efeitos adversos. Portanto, este capitulo introduz
atualizacdes e os impactos que as técnicas moleculares tém fornecido para o

diagnéstico e tratamento de doencas, especialmente em humanos.
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