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Resumo

Sistemas Multiplex para a detegéo e caracterizagcdo Molecular de Infe¢Ges

Atualmente existe uma enorme preocupagdo em estudar os microrganismos, em particular os patogénicos
para 0 Homem, uma vez que a sua presenca no organismo constitui um risco potencial para a salde
Humana. Por este motivo, nos Gltimos 10-20 anos, temos assistido a uma evolugdo significativa nas
técnicas disponiveis para a identificacdo laboratorial dos agentes responsaveis por patologias de base
infeciosa.

Os novos métodos, especialmente os baseados na tecnologia dos acidos nucleicos, apresentam enormes
vantagens em termos de sensibilidade, especificidade e grande rapidez na obtencdo de resultados. Por este
motivo, tém sido cada vez mais utilizados na detecdo e identificacdo de microrganismos com interesse
diagndstico, progndstico e de orientacdo do tratamento.

Diversas tecnologias moleculares sdo utilizadas em laboratorio para detetar agentes patogénicos. As mais
utilizadas dependem de plataformas de PCR, e mais recentemente de PCR-em-tempo-real,
disponibilizando sensibilidade, especificidade e rapidez sem precedentes na histéria da microbiologia e
virologia clinica. No entanto a elevada especificidade destas técnicas podem também constituir uma
desvantagem em situacBes clinicas que possam ter etiologias associadas a um largo espetro de
microrganismos. Por este motivo tém sido desenvolvidas estratégias moleculares para detetar
simultaneamente maltiplos agentes: os designados Sistemas Multiplex.

O primeiro destes sistemas a ser desenvolvido foi o PCR Multiplex o qual permite detetar e amplificar
simultaneamente mais do que um organismo identificando assim o agente etioldgico. Mais recentemente
tém sido desenvolvidos outros métodos multiplex com o mesmo fim: Técnicas baseadas em Microchips
(de hibridizacdo ou de amplificacdo as quais permitem a detecdo e identificagdo de até milhares de
sequéncias e consequentemente centenas a milhares de agentes patogénicos em simultaneo) bem comos
sistemas baseados na tecnologia X-Map (fusdo da citometria de fluxo e hibridizagdo em solugdo com
particulas fluorescentes). Do mesmo modo, os sistemas baseados na amplificacdo e sequenciacdo do gene
rRNA 16S permitem a detecdo e identificacdo de praticamente qualquer bactéria patogénica, sem
necessitar de qualquer suspeita prévia.

Finalmente, o advento das técnicas de sequenciacdo de 22 e 3% geragdo permitiu o desenvolvimento de
uma nova érea cientifica: a Metagendmica, a qual procura caracterizar simultaneamente e completamente
a composi¢cdo microbioldgica de ecossistemas complexos, sejam eles humanos (pele, urina, fezes, boca,
etc) ou ambientais (ar, aguas residuais, solo, etc).

Palavras-chave: agentes patogénicos, PCR-em-tempo-real, PCR Multiplex, Microchips, X-Map,
Sequenciacdo, Sistemas Multiplex.
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Abstract

Multiplex systems for the detection and molecular characterization of infections

Currently, a great deal of effort is being put into the study of microorganisms, particularly pathogenic
ones, since their presence in the human body poses a great deal of serious threats to human health. For
this reason, in the past 10-20 years, a significant evolution has occurred in the available methods for
Pathology associated microorganism detection and characterization.

The newly available methods, particularly the molecular based ones present huge advantages in terms of
sensitivity, specificity and speed of result availability. For this reason their use in the clinical diagnosis,
prognosis or treatment guidance setting has dramatically increased in recent years.

Various technologies are used in the lab for the molecular detection of pathogens. The most used ones
depend on PCR platforms or more recently, on Real-time-PCR technologies, and provide sensitivities,
specificities and speed of results without parallel in the history of clinical microbiology and virology.
However, the enormous specificity of these techniques may also prove problematic in clinical settings
whose etiology may be associated with a broad range of microorganisms. For this reason, molecular
strategies have been developed for the simultaneous detection of several agents: the so called multiplex
assays.

The first of the multiplex assays being developed was the multiplex PCR, allowing the amplification and
detection of several microorganisms, thus providing a more broad identification of pathology associated
microorganisms. More recently other multiplex assays have been developed with the same goal in view,
but with an even broader range of microorganisms as targets: techniques based on microchips (either
hybridization or amplification based, and allowing the detection and identification of up to thousands of
different microorganisms) and the X-MAP based systems (a fusion of the cytometry and fluid based
fluorescent-bead associated hybridization techniques). Also, assays based on the sequencing of universal
genes such as the 16S rRNA gene allows the detection and identification of virtually any bacteria
(pathogenic or not).

Finally, the advent of 2" and 3" generation sequencing techniques has allowed the development of a new
science area (Metagenomics), which aims at the full and simultaneous characterization of complete
complex microbiological ecosystems such as the ones found in the Human body (urine, stool, mouth,
skin, etc) or in the environment (air, residual waters, soil, etc).

Keywords: pathogen agents, Real-Time PCR, Multiplex PCR, Microchips, X-Map, Sequencing,
Multiplex Systems.
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1. InfecOes

1.1.Perspetiva historica

A ciéncia da Microbiologia nasceu com Pasteur e dela divergiram outras areas
cientificas, como a Genética, a Biotecnologia e a Imunologia. A Microbiologia é uma
ciéncia com carater pluridisciplinar, que outrora Sedillot e Pasteur designaram como a
ciéncia dos microrganismos unicelulares microscopicos, que surgiu com as primeiras
observacdes de seres com dimensdes realmente microscopicas. A sua designacdo deriva
de trés palavras: mikros (pequeno), bios (vida) e logos (ciéncia) (Ferreira & Sousa,
1998).

As observacdes do holandés, mercador de tecidos, Antony van Leeuwenhoek, que nessa
época ja utilizava lentes para observar as fibras dos seus tecidos foram de extrema
relevancia para o desabrochar da Microbiologia. Ao longo da sua vida Leeuwenhoek
construiu mais de 250 microscopios e pela primeira vez conseguiu visualizar
microrganismos da saliva, da dgua e das fezes designando-os de “animaculos” (Ferreira
& Sousa, 1998).

Nessa época imperava a ideia da geragdo esponténea, que defendia a teoria que partindo

de matéria inerte em decomposicdo se originava vida de uma forma esponténea.

Louis Pasteur, considerado o génio da Microbiologia, veio demonstrar com o
desenvolvimento das suas experiéncias que ndo era possivel o aparecimento de
microrganismos de uma forma espontanea desacreditando assim a teoria da geracdo
espontdnea. Pasteur deixou assim a sua marca e tentou desenvolver métodos para

compreender as causas das doencas infeciosas (Ferreira & Sousa, 1998).

E de salientar outros trabalhos desenvolvidos por alguns estudiosos da época, que
vieram dar o seu contributo para o desenvolvimento da Microbiologia, como € o caso de
John Tyndall, um fisico, e Ferdinand Cohn, que com as suas investigacbes e
experiéncias levaram a pensar na possibilidade da existéncia de formas

termorresistentes designadas, mais tarde, por esporos (Fernandes et al., 2010).
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Também Joseph Lister, entre muitos outros, tentaram demonstrar que 0s
microrganismos eram capazes de provocar doencas, transmitindo-se de individuos

portadores a individuos saudaveis (Fernandes et al., 2010).

Robert Koch, que também ocupa um lugar de peso na Microbiologia, desenvolveu os
tdo conhecidos Postulados de Koch, os quais ainda hoje sdo utilizados para definir a
origem infeciosa de uma patologia (Fernandes et al., 2010).

Mais tarde, em 1953, surge Watson e Crick que descobrem a estrutura do DNA (&cido
desoxirribonucleico), fazendo assim nascer a Biologia Molecular e a Genética
Molecular, as quais se aplicam também ao estudo de microrganismos (Fernandes et al.,
2010).

1.2.Tipos de Agentes Patogénicos

Existem varios tipos de microrganismos altamente virulentos denominados de agentes
patogénicos, que sdo responsaveis pelo aparecimento de determinadas doengas
infeciosas no Homem. Dentro do vasto leque de agentes considerados patogénicos
podemos encontrar bactérias, fungos e virus, considerados como 0s principais tipos de

patogénicos (Fernandes et al., 2010).

Os microrganismos que causam doenca infeciosa em individuos imunodeprimidos séo

classificados de patogénicos oportunistas.

Muitos destes microrganismos podem adaptar-se ao hospedeiro desenvolvendo
resisténcias aos seus mecanismos de defesa. Um exemplo desta adaptacdo sdo as
bactérias que produzem macromoléculas causadoras de inflamacdo, aderéncia aos
tecidos e até mesmo toxinas que alterando o metabolismo do hospedeiro estdo na
origem de patologias especificas (Fernandes et al., 2010).

Por outro lado os fungos normalmente ndo causam doenca em individuos
imunocompetentes. Geralmente ocorre a doenca quando acidentalmente estes
atravessam algum tipo de barreira que os faca penetrar no hospedeiro, permitindo o seu
crescimento (Fernandes et al., 2010).
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Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios que contém apenas um Unico acido

nucleico (RNA ou DNA) e podem infetar todas as formas de vida.

Um conhecimento mais aprofundado acerca destes patogénicos é crucial para o
estabelecimento de um répido e correto diagndstico clinico (Fernandes et al., 2010).

1.2.1. InfecOes Bacterianas

Inimeras espécies bacterianas habitam o Organismo Humano de forma comensal, ou
seja, ndo s6 ndo provocam qualquer tipo de dano no organismo, como, pelo contrario
desempenham um importante necessario e benéfico papel para o Homem (Ferreira &
Sousa, 1998). Em contrapartida, estes organismos podem ser suscetiveis de causar
doenca caso ndo se verifiquem as condi¢fes favordveis e necessarias para que as
bactérias possam exercer o seu papel benéfico no hospedeiro, designando-se neste caso
por agentes patogénicos (Ferreira & Sousa, 1998). O termo infecdo é utilizado quando
um determinado microrganismo se instala num hospedeiro e é capaz de provocar
doenca. Quando a infecdo produz sintomas é denominada doenca infeciosa (Ferreira &
Sousa, 1998).

Os agentes patogénicos podem subdividir-se em agentes patogénicos primarios, quando
infetam individuos saudaveis e agentes patogénicos oportunistas, se conseguirem
apenas infetar determinados individuos afetados previamente por patologia, que reduz a
sua capacidade de combater a infecéo oportunista (Ferreira & Sousa, 1998).

As infecbes de etiologia bacteriana sdo muito variadas. Determinadas espécies de
bactérias sdo capazes de provocar doenca sem que haja invasdo dos tecidos,
permanecendo associadas a mucosas (V. cholerae), outras podem simplesmente invadir
os tecidos de uma forma mais superficial (H. pylori) ou podem também disseminar-se
nos tecidos (Salmonella) (Fernandes et al., 2010).

Enguanto agentes patogénicos, as bactérias podem replicar-se fora das células nos
tecidos e ai sdo denominadas como agentes patogénicos extracelulares, ou podem
comportar-se como agentes patogénicos intracelulares quando o fenémeno de replicagdo
ocorre dentro de células. Nestes locais a replicagdo pode ser rapida, podendo também

causar infegdes persistentes (Ferreira et al., 2010).
4
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O desenvolvimento de novos métodos baseados na tecnologia dos acidos nucleicos veio
permitir uma maior rapidez e especificidade na detecdo e identificacdo de agentes
patogénicos nomeadamente as bactérias, contribuindo assim para um rapido diagnostico
e consequente tratamento das infecGes causadas por este tipo de agente causador da
infecdo. (Mothershed & Whitney, 2005).

1.2.2. Infecdes Virais

Os virus representam entidades potencialmente patogénicas, cuja informacdo genética
estd contida num Unico tipo de é&cido nucleico (acido ribonucleico ou écido

desoxirribonucleico) mas nunca em ambos (Ferreira & Sousa, 1998).

Os virus caracterizam-se como entidades microscopicas, intracelulares obrigatérias, que
para se replicarem necessitam indispensavelmente de uma célula viva. Uma vez no
interior da célula hospedeira, estes agentes utilizam a maquinaria bioquimica da célula
infetada provocando a sintese de particulas podendo assim transferir o seu genoma para
outras células. Este fendmeno pode ser designado como parasitismo a nivel genético
(Ferreira & Sousa, 1998).

Outra caracteristica essencial dos virus aponta para uma fase extracelular, sob a forma
de particulas inertes, geradas pela propria célula, que védo funcionar como veiculo para a
introducéo da informag8o genética do virus em questdo em novas células. Com vista a
ultrapassar as barreiras de defesa das células hospedeiras, os virus foram desenvolvendo
mecanismos especificos de modo a conseguir penetrar e a adaptar-se nas células que
infetam (Ferreira & Sousa, 1998).

Deste modo é facil entender que o primeiro passo para que ocorra infecdo viral se inicia
por contacto com um hospedeiro. O contacto com o hospedeiro pode ocorrer através de
varias vias de transmissdo viral, como por exemplo o contacto sexual, transfusdes,
material médico, via fecal-oral, aerossois respiratérios, fomitos entre outras. (Ferreira
&Sousa, 1998).
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1.2.3. Infe¢des Fungicas

Durante muitos anos, os cogumelos foram os Gnicos fungos conhecidos e observados

microscopicamente por Antony van Leeuwenhoek. (Ferreira et al., 2010).

Mais tarde surge o termo Micologia, que é hoje definido como a ciéncia que estuda os
fungos. Atualmente existe um ramo da Micologia, que se dedica ao estudo de fungos
patogénicos que como o préprio nome indica, trata-se de fungos que sdo capazes de
provocar doenga no Homem ou no animal (Ferreira et al., 2010).

Tal como se verifica com as bactérias, os fungos também podem possuir um carater
benéfico ou prejudicial para 0 Homem. Estes microrganismos sdo responsaveis pela
decomposicdo da matéria orgénica, interferindo com alguns nutrientes da biosfera, o seu
forte poder patogénico é muito importante especialmente nos vegetais uma vez que séo

responsaveis por muitos prejuizos economicos (Ferreira et al., 2010).

Em contrapartida, a nivel industrial, os fungos sdo extremamente Uteis e necessarios
para variados processos de fabrico de péo, vinhos, cervejas e alguns tipos de queijos
(Ferreira et al., 2010).

Também do ponto de vista farmacoldgico, estes microrganismos sdo muito utilizados na
producdo de alguns farmacos, como a cortisona, na producdo de acidos organicos, na
producdo de alguns antibidticos, como a penicilina e de substancias imunossupressoras,

como a ciclosporina (Ferreira et al., 2010).

De um modo geral estes organismos sdo saprofitas. Desenvolvem-se a superficie de
células vivas ou a partir de matéria organica morta, sem causar qualquer tipo de dano.
Outros sdo denominados como fungos parasitas, que se desenvolvem a custa de outro
organismo Vvivo, provocando-lhe lesbes, sendo portanto prejudiciais, como é o exemplo
do Blastomyces dermatitidis, que causa lesdes graves na pele. Existem ainda os fungos
simbiontes que sdo aqueles que vivem em associagdo com outro organismo vivo, como

é 0 caso dos liquenes, em que ambos beneficiam dessa associacdo (Ferreira et al., 2010).

Estes fungos patogenicos podem aceder ao nosso organismo através de diferentes
mecanismos de entrada. Podem ser inoculados por vetores invertebrados no seu
hospedeiro, como no caso do protozoario Plasmodium cujo vetor é o mosquito

Anopheles, que quando inoculado provoca a maléaria. Outros podem aceder ao
6
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hospedeiro por ingestdo de alimentos contaminados por formas resistentes, como no

caso da Entamoeba (Ferreira et al., 2010).

1.3.Métodos de Diagnostico

Em 1677 Antony van Leeuwenhoek deu inicio a identificacdo e caracterizacao

fenotipica de microrganismos, através das suas observacdes microscépicas.

Mais tarde Robert Koch introduziu os primeiros meios de cultura sélidos, permitindo
assim a identificacdo e diferenciacdo de bactérias. (Ferreira & Sousa, 2000).

Com o avancgo da ciéncia, foram desenvolvidas e utilizadas no diagnostico as técnicas
imuno-serologias e posteriormente as bem mais complexas técnicas de biologia
molecular como por exemplo a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Ferreira &
Sousa, 2000).

Atualmente existem métodos moleculares e imunoldgicos que rapidamente e com
elevada especificidade permitem identificar as diferentes espécies e estirpes de
microrganismos (Ferreira & Sousa, 2000).

As técnicas de biologia molecular, e em particular as que envolvem a amplificagdo de
genes sdo cada vez mais utilizadas como meio de diagndstico em microbiologia,
permitindo a répida, sensivel e muito especifica identificacdo de microrganismos, bem
como a avaliagdo das resisténcias a determinados grupos de antibidticos (Visser & Fluit,
1995).

Os métodos de sequenciagdo dos &cidos nucleicos também vieram dar o seu contributo
em diversas areas da microbiologia, permitindo uma maior rapidez e especificidade dos

resultados, quando comparados com 0s métodos classicos (Ferreira & Sousa, 2000).



Parte | — Introducao

1.3.1. Métodos Microbiologicos Classicos

A metodologia cléssica usada para a identificacdo dos microrganismos baseia-se
sobretudo na observacdo morfoldgica, efetuada diretamente no produto biolégico ou
através das sequéncias genomicas para detetar antigénios (Fernandes et al., 2010).

Pode também recorrer-se a métodos de caracterizacdo bioquimica, antigénica e
genotipica do agente, nos casos em que o microrganismo sofreu multiplicagdo
(Fernandes et al., 2010).

O microscopico Otico &, por exceléncia, o exemplo da ferramenta classica em
microbiologia. Persiste ainda hoje como a ferramenta mais usada para a visualizagdo

direta de bactérias, fungos e parasitas (Fernandes et al., 2010).

A Obvia exce¢do sdo 0s virus que, devido as suas dimensfes e caracteristicas s6 podem

ser visualizados através de microscopia eletrénica (Fernandes et al., 2010).

A detecdo de antigénios especificos presentes num determinado microrganismo pode ser
realizada através de reagdes antigénio/anticorpo, podendo recorrer-se a varias técnicas,
como por exemplo reacdo de aglutinagdo, ensaios imunoenzimaticos e

imunofluorescéncia. (Fernandes et al., 2010).

1.3.2. Biologia Molecular

Hoje em dia sdo cada vez mais utilizadas as técnicas de biologia molecular, no
diagndstico direto, ja que, apesar de apresentarem custos mais elevados, compensam na

rapidez e especificidade dos resultados (Mothershed & Whitney, 2005).

Através dos métodos de biologia molecular baseados nos acidos nucleicos é possivel
detetar, identificar e caracterizar diferentes microrganismos. (Ferreira & Sousa, 2000).

Com a evolucdo da tecnologia, foi possivel detetar e analisar os &cidos nucleicos
diretamente sem amplificacdo utilizando técnicas como a hibridacdo com sondas e a
amplificacdo de sinal pela técnica do DNA ramificado (que entretanto foi ultrapassada
pela PCR-em-tempo-real) (Ferreira & Sousa, 2000).
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Os &cidos nucleicos podem também ser detetados diretamente ap6s amplificacdo de
sinal através de sistemas de amplificacdo de sondas e sistemas de amplificacdo
especificos de alvo (Ferreira & Sousa, 2000).

Os sistemas de amplificacdo de sondas incluem a reacdo de ligagcdo em cadeia (LCR) e a

reacdo de amplificacdo pela Qp replicase (Ferreira & Sousa, 2000).

Por outro lado, os sistemas de amplificacdo especificos de alvo englobam a reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR), a amplificagdo com remocdo de cadeia (SDA), e o0s
sistemas de amplificagdo baseados em reagOes de transcricdo, que permitem a
amplificacdo direta e especifica do RNA alvo (Ferreira & Sousa, 2000).

1.3.2.1. Desafios a Satisfazer

Com a descoberta da biologia molecular e com o desenvolvimento das metodologias
associadas a esta vasta area procurou-se ultrapassar varios obstaculos relativamente ao

que acontecia com as técnicas tradicionais.

Procura-se assim obter resultados mais rapidos e precisos, uma maior especificidade na
detecdo de microrganismos a nivel hospitalar, jA& que uma rapida detecdo do agente
patogénico implica um tratamento mais rapido e eficaz. Também na industria alimentar,
0s métodos moleculares sdo indispensaveis no controlo da qualidade dos alimentos,

bem como no controlo de doencas infeciosas (Mothershed & Whitney, 2005).
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2. Métodos moleculares tradicionais

2.1.Métodos baseados na Hibridizacao

A técnica de hibridizagdo (ou hibridagdo) depende sobretudo da associacdo entre duas
cadeias polinucleotidicas. Este fendmeno de associagdo por complementaridade de
bases pode ocorrer entre cadeias de DNA, entre cadeias de RNA e até entre
combinagdes de DNA e RNA, desde que exista complementaridade de bases entre
ambas as cadeias (Cabeda et al., 2012).

Vérias tecnicas baseadas na hibridizacdo foram desenvolvidas ao longo dos anos e sdo
cada vez mais utilizadas no ambito da biologia molecular. Permitem verificar se
determinadas sequéncias ocorrem no DNA de um organismo, demonstrar a relagéo
evolutiva e genética entre organismos distintos, determinar e quantificar os genes
transcritos num mRNA (RNA mensageiro) especifico, e localizar uma determinada
sequéncia de DNA complementar de um oligonucleotideo (sonda) (Ferreira & Sousa,
2000).

As sondas, geralmente sdo limitadas a 15-30 nucledtidos (sondas oligonucleotidicas),
mas também podem conter centenas de nucleétidos (sondas intragénicas) (Ferreira &
Sousa, 2000).

As sondas sdo marcadas especificamente para detetar com maior facilidade um hibrido.
Se a sonda for marcada com um is6topo radioativo, o hibrido formado é detetado
através da emissdo da radiacdo. Pode também ser detetado pelo aparecimento de
coloracdo, quando a sonda é marcada com uma enzima que atua sobre um substrato
cromogéneo. Se a sonda for marcada com um fluorocromo visualiza-se a emissdo de
fluorescéncia ou ainda pela emisséo de luz, se a sonda for marcada com uma enzima

gue atua sobre um substrato luminescente (Ferreira & Sousa, 2000).

E de salientar que sondas de DNA ou de RNA tém sido bastante Gteis no que respeita a
detecdo de acidos nucleicos in situ, possibilitando o fornecimento de informagdo quanto
a distribuicdo de microrganismos quer a nivel celular, dos tecidos ou até mesmo no
ambiente (Ferreira & Sousa, 2000).
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Os métodos mais comuns de hibridizacdo em fase sélida sdo o Southern blot e o Dot-
blot, que irdo ser descritos a seguir (Ferreira & Sousa, 2000).

2.1.1. Southern Blot

O Southern Blotting consiste na transferéncia de fragmentos de DNA, (depois de
separados em fungéo do seu peso molecular num gel de eletroforese) para um suporte de
membrana (Brown, 2003).

Na técnica de Southern blot, os fragmentos sdo produzidos com recurso a enzimas de
restricdo, cuja funcéo é cortar a dupla cadeia de DNA em funcéo da sequéncia do DNA.

Os fragmentos de DNA obtidos sdo separados consoante 0 seu tamanho através do
processo de eletroforese em gel de agarose, por meio de uma corrente elétrica. Os
fragmentos que apresentam dimensdes menores migram em primeiro lugar (Ferreira &
Sousa, 2000).

Os fragmentos resultantes podem sofrer desnaturagéo e ser transferidos (blotting) para
uma membrana de nylon ou de nitrocelulose. Os fragmentos fixam-se de forma estavel a
membrana e permanecem nas mesmas posicdes em que se encontravam no gel. Uma

vez fixo na membrana do gel, o DNA pode entdo ser analisado (Cabeda et al., 2012).

A identificacdo das sequéncias gendmicas é feita através de sondas, constituidas por
sequéncias nucleotidicas complementares das sequéncias especificas que queremos
encontrar. Na presenca da sequéncia desejada ocorre a hibridizagdo com a sonda
(Cabeda et al., 2012).

2.1.2. Dot-blot

O Dot-blot é uma variante da técnica de Southern blot em que o DNA alvo é aplicado
diretamente sobre a membrana de nitrocelulose ou nylon sendo de seguida hibridizado

com uma sonda.

A diferengca principal entre o Dot-blot e o Southern blot consiste na separagéo
eletroforética que ocorre no Southern blot, mas que ndo se verifica no Dot-blot.

12
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O método de Dot-blot € utilizado para determinar de uma forma rapida, as
concentragdes relativas dos acidos nucleicos numa mistura (Kafatos et al., 1979).

O Dot-blot é portanto um método muito utilizado em ensaios em que se procura analisar
a quantidade de produto obtido, sem que seja necessario obter qualquer informacédo
quanto ao peso molecular e nimero de espécies de DNA obtidas no sinal (Cabeda et al.,
2012).

Uma variagdo da técnica de Dot-blot é o Slot-blot. Existe uma diferenca entre estas duas
técnicas que consiste na origem do sinal de hibridizacdo. No Dot-blot 0 DNA é aplicado
numa fenda em circulo originando um sinal circular. No Slot-blot o DNA ¢é aplicado
numa fenda retangular, em que uma das dimensdes é muito reduzida, originando um
sinal tipo banda. Assim a quantificacdo do sinal originado pelo slot-blot é mais facil,
fiavel e reprodutivel (Cabeda et al., 2012).

2.2.Métodos baseados na conformacéo dos acidos nucleicos

2.2.1. SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism

SSCP é uma das técnicas utilizadas para identificar sequéncias que sofreram mutacao ou
detetar polimorfismos de genes conhecidos. Trata-se de uma técnica genética de
rastreio, que permite uma rapida detecdo de substituicGes de uma base em fragmentos
de DNA, amplificados pela técnica de PCR (Albuquerque & Costa, 2003).

O principio da analise por SSCP baseia-se no facto da cadeia simples de DNA possuir
uma conformacdo definida. Esta conformagéo vai ser alterada devido a uma mudanca de
uma Unica base na sequencia de DNA, podendo originar uma migracdo diferencial da
ssDNA (single strand DNA), sob condigdes ndo desnaturantes, no gel de eletroforese
(Albuquergque & Costa, 2003).

Como tal, as amostras de DNA do tipo mutante e do tipo selvagem (wild-type) véo
exibir diferentes padrdes de bandas, no processo eletroforético (Albuquerque & Costa,
2003).

A Single Strand Conformation Polymorphism realiza-se com as seguintes etapas: 1)

amplificacdo das sequéncias do DNA de interesse, através da PCR; 2) desnaturacdo dos

produtos resultantes da amplificacdo; 3) arrefecimento do DNA desnaturado, para
13
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maximizar o self-annealing; 4) detecdo da diferenca de mobilidade do ssDNA pela
eletroforese, sob condic¢Ges ndo desnaturantes (Dong & Zhu, 2005).

Uma anélise semi-automatizada de SSCP utiliza sistemas de coloracdo para uma
detecdo mais rapida dos produtos a analisar e consequente eliminacdo de técnicas de
radioatividade.

Estudos demonstram que esta técnica pode ser utilizada para a genotipagem uma vez
que permite detetar variagdes nas sequencias que se encontram fora do local comum de
reconhecimento bem como podem detetar polimorfismos de DNA e mutagfes pontuais
numa variedade de posi¢des em fragmentos de DNA (Albuquerque & Costa, 2003).

2.2.2. Analise de Heterodupletos (HA)

Alguns métodos foram desenvolvidos para identificar mutaces em pequenos
fragmentos de DNA, entre os quais a analise de heteroduplexos (HA) (Tchernitchko et
alli., 1999).

O principal objetivo desta técnica consiste em separar 0s homoduplexos (tipo mutante e
normal) e os heteroduplexos dos fragmentos de DNA, com base nas suas conformagoes,
sob condigdes nativas.

O HA convencional envolve o uso de um gel de poliacrilamida de eletroforese, na
presenca de aditivos neutros, com por exemplo: o glicerol, a ureia, o etilenoglicol, e a
formamida, que véo facilitar a discriminagdo entre homo e heteroduplexos (Tian et al.,
2000).

Assim a anélise de heteroduplexos fundamenta-se na separagdo das moléculas hibridas
de DNA, por meio de um sistema de eletroforese, em condi¢des ndo desnaturantes.

Por aquecimento, a dupla hélice de DNA de amostras problema (potencialmente com
mutacdo) sdo desnaturadas e a seguir s&@o hibridizadas com amostras sem mutagéo,
originando os hibridos homo e heteroduplexos (se efetivamente existe mutacdo na
amostra problema) (Hirata et al., 2006).

As moléculas hibridas sdo separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida nédo
desnaturante, sendo que as moléculas de homoduplexos e heteroduplexos apresentam

diferentes migragdes no gel de eletroforese.
14
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A detecdo dos produtos pode ser realizada por coloracdo com brometo de etideo ou
nitrato de prata.

Podem utilizar-se geis especiais como o MDE, para aumentar a resolugdo da técnica,
bem como ureia a 15% para melhorar a defini¢do das bandas.

O tamanho do produto detetado por HA varia entre os 200 e os 600pb, no entanto tem-
se realizado a detecdo de algumas mutacGes para produtos com tamanho superior
(Hirata et al., 2006).

2.2.3. CSGE - Conformation Sensitive Gel Electrophoresis

Esta técnica, baseada na conformacdo dos acidos nucleicos, tem sido cada vez mais
utilizada para detetar mutagdes em diferentes genes, por exemplo nos fatores VIII e 1X
da hemofilia, genes do colagénio e os genes BRCAL e BRCA2 (Fard-Esfahani et alli.,
2005).

O método baseia-se na migracdo diferencial de heteroduplexos de DNA, durante a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), em condigdes desnaturantes.

O ambiente ligeiramente desnaturante provoca um aumento da capacidade de ocorrerem
mutacdes pontuais que sdo suscetiveis de provocarem alteracdes conformacionais,
causadas pela inadaptacdo de uma Unica base durante o processo de PAGE. A presenca
de desnaturante vai amplificar as alteracdes de conformacéo. Essa amplificacéo ¢é devida
a formacdo de uma curva ou de uma torcdo do fragmento de DNA, provocada pela
rotacdo, para fora, de uma das bases incompativeis da dupla hélice, sob condicdes
ligeiramente desnaturantes (Fard-Esfahani et alli., 2005).

Uma das desvantagens deste método € a sua incapacidade para detetar a presenca de
algumas mutacGes (Fard-Esfahani et alli., 2005).
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2.3. Métodos baseados na Temperatura de Melting dos A.N

Associado a hibridizacdo dos acidos nucleicos estd uma propriedade denominada
temperatura de melting ou de fusdo (Tm) (Cabeda et al., 2012).

Esta temperatura € definida como a temperatura a qual metade da sequéncia de bases de
uma determinada molécula de DNA se encontra desnaturada (Bosson, 2002).

A temperatura de melting depende da sequéncia do oligonucleotideo e em particular da
sua riqueza em guanina/citosina, bem como da composicdo do solvente utilizado
(Persing et alli., 1993).

Assim sendo, as técnicas baseadas na desnaturagdo assentam no principio que a
temperatura a que uma molécula desnatura (Tm) depende da sua sequéncia, pelo que
qualquer alteracdo desta induz habitualmente uma alteracdo na Tm, que serd detetavel
(Cabeda et al., 2012).

2.3.1. DHPLC - denaturing high-performance liquid chromatography

Desde a década de 80 que a técnica de DHPLC tem sido muito utilizada, inicialmente,
para separar cadeias de SSDNA de tamanhos diferentes (Bosson, 2002).

Mais recentemente este método tem sido usado para diferentes fins, como para separar
dupletos de DNA.

A DHPLC é uma tecnologia relativamente recente, que compara dois ou mais
cromossomas numa mistura de produtos desnaturados ou renaturados com tamanho até
1000bp (Spielgelman et al., 2000).

O DHPLC tem variadas aplicagcdes, nomeadamente: a descoberta de sequéncias com
polimorfismos, 0 mapeamento de genes, a analise de genes, os rastreios de mutagdes,
discriminacdo direta de alelos, analise de produtos de extensdo de primers,
quantificacdo de genes de expressdo (Spielgelman et al., 2000).
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A presenca de um Unico ou de multiplos ndo emparelhamentos (mismatches) é revelada
pelo aparecimento de um ou mais picos de eluigdo, que ocorreram precocemente, no

perfil cromatogréfico, representando assim, heteroduplexos (Spielgelman et al., 2000).

O DHPLC é um método rapido e sensivel que deteta mutaces genéticas. Em termos de
custos € um método econdmico sendo capaz de rastrear um largo nimero de amostras

num periodo de tempo relativamente curto (Hurtle et alli., 2002).

A técnica esta dividida em quatro etapas: amplificagdo através da PCR, quantificacéo,
hibridizac&o e por altimo, anlise dos produtos hibridizados (Hurtle et alli., 2002).

2.3.2. DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Na técnica da eletroforese em gel desnaturante em gradiente (DGGE) é aplicado um
gradiente de desnaturacdo no préprio gel, para detetar mutagdes desconhecidas
(Landegren, 1996). A execucgdo desta técnica consiste na producéo do gel de acrilamida,
misturando em proporgdes crescentes duas solucGes de acrilamida. Sendo que uma
dessas solucbes contém 0% de concentracdo desnaturante (por exemplo ureia) e outra
contém uma concentracdo maxima de desnaturante (Cabeda et al., 2012).

Esta técnica permite a separacdo de moléculas de DNA que difiram entre si numa Unica
base. A DGGE e suas variantes tém sido utilizadas com sucesso para detetar mutacoes
associadas com a resisténcia a antibiéticos (Ferreira & Sousa, 2000).

Os fragmentos de DNA sdo aplicados num gel de poliacrilamida que contém um
gradiente linear de concentragdes crescentes de um desnaturante quimico. As cadeias de
DNA véo-se separando em regides especificas (dominios de fusdo), de acordo com as
propriedades intrinsecas de desnaturagdo de cada DNA, & medida que vao migrando no
gel e encontrando diferentes concentracfes do desnaturante. Isto faz com que a
mobilidade no gel diminua. (Ferreira & Sousa, 2000).
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2.3.3. CDGE - Constant Denaturing Gel Electrophoresis

Esta técnica é uma variante da técnica DGGE. Nesta técnica, a concentracdo de
desnaturante (ou temperatura da eletroforese) que oferece uma melhor resolugdo é
aquela cuja concentragdo, a partir de um gel de DGGE paralelo ou perpendicular, €
mantida constante (BioRad, 1996).

A concentracdo Otima de desnaturante que deve ser utilizada na técnica de CDGE é
determinada a partir da divisdo maxima entre o0 DNA mutante e 0 DNA do tipo
selvagem (wild-type), visualizada no gel (BioRad, 1996).

Apos identificar uma mutacdo pelo método DGGE, a técnica de CDGE pode ser
rapidamente usada para rastrear a presenca de novas mutacdes (BioRad, 1996).

2.3.4. TTGE - Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis

O TTGE € uma variante da técnica DGGE, sem a necessidade de usar um gradiente
quimico de desnaturacdo (BioRad, 1996).

O DNA mutante e do tipo selvagem é amplificado, a partir do gene de interesse, e €
depois carregado num gel de poliacrilamida que contém uma concentracdo constante de

ureia.

Esta técnica aplica um gradiente térmico temporal, ou seja, a eletroforese esta a decorrer
a uma unica temperatura, mas esta vai variar durante a corrida eletroforética (a
temperatura comeca a aumentar gradual e uniformemente). O resultado é um gradiente

de temperatura paralelo a corrida de eletroforese (Cabeda et al., 2012).

A vantagem desta técnica em relacdo a DGGE é o facto de ser mais barata e mais
reprodutivel. Em contrapartida é mais dificil de definir a Tm do DNA estudado (Cabeda
etal., 2012).
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3. Técnicas baseadas na amplificacdo de acidos nucleicos

3.1.Técnicas baseadas no PCR

3.1.1. PCR

Nos anos 80 Kary Mullis desenvolveu a reacdo de polimerase em cadeia (PCR),
permitindo deste modo amplificar mais de mil milhdes de vezes regibes especificas de
DNA (Kubista et alli., 2006).

O principio subjacente a técnica é muito simples: a partir de uma DNA polimerase
termo-estavel, é amplificado um segmento de DNA alvo de tamanho delimitado por
dois primers oligonucleotidicos especificos (Cabeda et al., 1999).

A reacédo de amplificacdo ocorre em ciclos sucessivos e cada ciclo envolve um passo de
desnaturacdo da molécula de DNA, que por aquecimento (aproximadamente 95°C),
separa a dupla cadeia de DNA em duas cadeias simples de DNA; um passo de
hibridizag&o/annealing do primer alvo, que ocorre por um abaixamento da temperatura
(entre 50-72°C), ou seja esta temperatura vai permitir ocorrer uma ligacao especifica de
um oligonucle6tido sintético, especifico para a regido 5’ do segmento de DNA a
amplificar e um Gltimo passo de extensdo enzimatica dos primers, entre 0s 68-72°C, em
que a DNA polimerase inicia a sintese da cadeia complementar ao molde (Roche
Molecular Systems, 2003).

Os produtos resultantes do dltimo passo podem ser amplificados no préximo ciclo e
como em cada ciclo se duplica a quantidade de DNA alvo que existia no inicio do ciclo,
no final do processo amplifica-se duas vezes o segmento de DNA alvo. Assim, 35 ciclos
de PCR originam uma amplificacdo de cerca de 2* ~ 10° = 1,000,000,000 vezes
(Cabeda et al., 1999).
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Targel Sequence

a) Desnaturagéo b) Annealing/ Hibridizacéo

Targel Sequence

c) Extensao d) Duplicacdo

Figura 1. Esquema representativo da reacdo de polimerase em cadeia — PCR. a)
Desnaturacédo. b) Annealing ou Hibridizacdo. c) Extensdo das cadeias. d) Duplicagdo do
namero de cadeias de DNA (Mendes, 2008).
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3.1.2. RT-PCR

A anélise da expressdo genética € cada vez mais importante nas pesquisas bioldgicas.
Para isso recorre a metodologias de PCR em tempo real de transcrigdo reversa (RT-
PCR) que é um método especifico e sensivel, bastante Util para a detecdo de mRNA
raros ou para a analise de amostras disponiveis em quantidades limitadas
(Vandesampele et alli., 2002).

A Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) é uma reacdo de PCR
normal mas que é realizada a partir de um DNA sintetizado por transcri¢do reversa a

partir de uma molécula de RNA (Roche Molecular Systems, 2003).

Tendo em conta que 0 RNA ndo serve de molde para a PCR, este deve ser entéo
inicialmente copiado para a cDNA (DNA complementar) através da transcriptase
reversa. De seguida a cDNA ja pode ser amplificada por uma enzima da PCR
tradicional, para um nivel em que seja possivel deteta-la (Kawasaki, 1990).

Esta técnica utiliza a DNA polimerase dependente do RNA (transcriptase reversa) e a
DNA polimerase dependente do DNA (a Tag DNA polimerase normal). Deste modo a
RT-PCR pode ser efetuada utilizando sequencialmente as duas enzimas (ajustando as
condicdes necessarias a reacdo) ou através da utilizacdo de enzimas especiais que

possuem ambas as atividades (Cabeda et al., 2012).

3.1.3. Nested-PCR

A Nested-PCR ¢é uma variante da técnica da PCR convencional, que tem a finalidade de
amplificar uma regido alvo de DNA (utilizando os produtos de DNA de uma primeira
reacdo de PCR, como fonte para uma segunda reacdo de PCR). Assim este método
utiliza um par de primers (iniciadores) na primeira reacdo, seguida por uma segunda
reacdo que utiliza um par de primers mais internos, garantindo assim uma maior
especificidade da técnica (Mothersheed & Whitney, 2005).

Devido ao elevado grau de sensibilidade que apresenta este método € bastante Util para a
detecdo de vérios tipos de agentes patogénicos em amostras clinicas (Mothersheed &
Whitney, 2005).
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No entanto esta técnica exige determinadas precaucGes nomeadamente, realizar esta
operagdo numa sala isolada e que deve dispor de um sistema de radiagéo ultravioleta
para descontaminar o laboratério (Cabeda et al., 2012).

3.1.4. gPCR

Os métodos quantitativos para a analise de genes de DNA tém sido cada vez mais
utilizados para quantificar a transcricdo de genes especificos (ex: o gene humano HER2
cuja transcricdo pode ser amplificada cerca de 30%, 0 que estd associado a tumores da
mama) (Heid et alli., 1996).

A técnica de quantificacdo por PCR mede os produtos de PCR através de uma sonda
fluorogénica, duplamente marcada (ex: Tag Man Probe). Este método proporciona uma
quantificacdo precisa e reprodutivel de copias do gene alvo.

E um método extremamente preciso e menos trabalhoso comparativamente s restantes

tecnologias de quantificacdo (Heid et alli., 1996).

Nas reacOes de gPCR (real-time PCR) a sonda fluorogenica, adicionada & mistura, por
detecdo da fluorescéncia vai permitir avaliar a concentracdo de produtos de PCR que ira
ser proporcional a fluorescéncia emitida pelo tubo de reacdo (Cabeda et al., 2012).

3.2.Strand Displacement Amplification (SDA)

SDA é um método isotérmico, in vitro, utilizado para amplificar o DNA. Esta técnica
fornece uma poderosa amplificacdo que é compativel com os ensaios de diagnostico dos
acidos nucleicos (Walker et al., 1992).

A técnica de SDA necessita de uma enzima de restricdo, para fazer a clivagem da
amostra de DNA, antes de ocorrer 0 passo de amplificacdo, para que deste modo seja

possivel gerar um fragmento amplificavel, com as extremidades 5’ e 3* bem definidas.

As reacOes de SDA ocorrem em trés passos muito simples: um primeiro passo em que a
amostra de DNA alvo é desnaturada por acdo do calor, na presenca de primers e de

outros reagentes; um segundo passo em que a Hincll produz um corte (“nick™) numa das
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cadeias; e por ultimo um passo final em que o DNA alvo é duplicado pela acdo da
“klenow” polimerase. Os passos 2 e 3 realizam-se em sequéncia e de modo isotérmico a
37°C (Walker et al., 1992).

No entanto podem surgir algumas complicaces na etapa de restricdo, isto porque as
sequencias de DNA devem ser especificas nos locais de restricdo e também o DNA
deve ser de cadeia dupla para que seja possivel a clivagem com a enzima de restrigdo
(Walker et al., 1992).

3.3.Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA) / Transcript
Mediated Amplification (TMA)

“Nucleic acid sequence-based amplification” (NASBA) é um sistema isotérmico e
sensivel, baseado no sistema de amplificacdo por transcricdo (TAS). Este sistema foi
concebido especificamente para detetar sequéncias alvo de RNA (Deiman et al., 2002).

Os métodos NASBA em associacdo com o seu recente sucessor NucliSens realizam
uma serie de reacdes que permitem produzir uma molécula de DNA a partir de uma
molécula de RNA. Esta molécula de DNA tem a particularidade de possuir o promotor
do fago T7 (ver abaixo), pelo que a RNA polimerase deste fago o reconhece como um
gene a transcrever, produzindo inimeras copias de RNA (Deiman et al., 2002).

A reacdo de amplificagdo é isotérmica e ocorre a uma temperatura de 41°C. Nesta
reacdo estdo envolvidas trés enzimas: a transcriptase reversa (RT), que vai produzir uma
molécula de DNA a partir de uma molécula de RNA, a RNase H, que vai degradar a
molécula de RNA inicial, seguindo-se a producdo da cadeia complementar pela mesma
RT que produziu a primeira cadeia de DNA, e por Gltimo a T7 RNA polimerase, que vai
produzir varias copias de transcrito do gene alvo, isto é possivel porque o primeiro
primer possui uma sequéncia 5’ ndo homéloga contendo o promotor (T7) desta enzima.
Assim cada uma destas cdpias pode ser replicada pela RT, amplificada, tornando-se o
processo ciclico (Cabeda et al., 2012).

Uma das grandes vantagens do NASBA ¢ a producdo de fragmentos amplificados de
sSRNA (single strand RNA) que pode ser utilizado diretamente no préximo ciclo de

amplificacdo ou pode ser sondado para a detecdo, sem ocorrer desnaturacdo da cadeia.
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Para além disso, o cDNA ¢ reutilizado, resultando num aumento exponencial dos
fragmentos de RNA amplificados, excedendo a concentracdo dos primers em pelo

menos 10 vezes (Loens et alli., 2005).

Como em todos os métodos, também os NASBA possuem algumas desvantagens,
incluindo a dificuldade em manter a integridade do RNA. Além disto, devido a
especificidade das reacfes que dependem de enzimas termo sensiveis, a temperatura da
reacdo tem de ser muito bem controlada, ndo podendo exceder os 42° C. Finalmente, o
comprimento das sequéncias de RNA alvo amplificadas, deve estar contido no intervalo
de 120 a 250 nucledtidos, visto que um comprimento que se encontre fora deste
intervalo torna a amplificacdo menos eficiente (Loens et alli., 2005).

Esta tecnologia permite assim obter acidos nucleicos altamente purificados, a partir de
diversos tipos de amostras.

Uma variante da NASBA, a “Transcript mediated amplification” (TMA) difere da
NASBA apenas nas enzimas utilizadas. O GEN-PROBE TMA utiliza para a detecdo
dos produtos de reacdo o formato de HPA (Hybridization Protection Assay), que é uma
técnica que utiliza uma sonda de DNA especifica, envolvida com uma molécula
detetora de éster de acridinio, que emite um sinal quimiluminescente, na presenca de
amplificacdo. Essa sonda é hibridizada com o RNA produzido na reacdo de TMA e a
separagdo dos hibridos é possivel através de uma solugdo que destroi seletivamente o
éster de acridinio. Por sua vez, este éster encontra-se protegido dentro da dupla hélice e

vai emitir quimiluminescéncia quando exposto aos reagentes de detecéo.

Devido ao facto de todo este procedimento ocorrer num unico tubo de reacdo, o risco de
contaminacgdes é minimizado (GenProbe, 2000).

Uma das principais vantagens desta tecnologia é a alta sensibilidade em detetar
microrganismos num curto espaco de tempo. Alguns exemplos de microrganismos
passiveis de serem detetados sdo: Chlamydia trachomatis, Mycobacterium tuberculosis,
0 virus do HIV, entre muitos outros (GenProbe, 2000).

3.4.Ligase Chain Reaction (LCR)

Esta técnica desenvolvida pela Abbot utiliza primers muito longos que abrangem quase

toda a sequéncia sujeita a analise. A zona central da sequéncia alvo que ndo esta
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coberta, ap0s a hibridizacdo dos primers, é sintetizada por uma polimerase, e os dois
fragmentos sdo unidos por uma ligase. Assim é possivel detetar-se o gene, através da
unido dos primers, que depende ndo s6 da hibridizagdo como também da existéncia do
gene alvo (Cabeda et al., 2012).

4. Sistemas Multiplex para a detecdo e caracterizacdo de

microrganismos

4.1.PCR Multiplex

Multiplex-PCR é uma extensdo do PCR que tem como objetivo amplificar maltiplos
alvos de DNA em simultédneo, usando diferentes pares de primers para cada alvo de
DNA. Mais recentemente, esta técnica tem sido bastante utilizada para estudos de
genotipagem e de polimorfismos pontuais (SNP) (Lee et al., 2007).

O PCR multiplex é um sistema complexo composto por dois processos de otimizag&o:
inicialmente os primers de cada alvo de DNA devem ser otimizados, minimizando
assim as interacGes entre primers e falsos alvos de DNA. Uma vez que os multiplos
alvos sdo amplificados num Unico tubo, de forma simultdnea, é importante que 0s
primers de um alvo ndo interajam com outros alvos ou primers. Se ocorrer alguma
interacdo, a amplificacdo poderd ser afetada. SO depois de todo este processo de
otimizacdo € que a sequéncia de DNA desejada pode ser amplificada (Lee et al., 2007).

O sistema Hyplex Blood Screen multiplex PCR-ELISA foi desenvolvido pela BAG,
constitui um exemplo de um sistema multiplex que se encontra comercialmente
disponivel. Este sistema permite detetar bactérias patogénicas, responsaveis pela sepsia,
em hemoculturas (Mothershed & Whitney, 2005).

O sistema PCR multiplex é também muito usado para detetar alvos especificos de
espécies e alvos especificos de serogrupos numa unica reagdo. Por exemplo, Taha
desenvolveu um PCR multiplex para detetar Neisseria meningitidis em que seis pares de
primers de serogrupos especificos sdo adicionados numa Unica reacdo (Mothershed &
Whitney, 2005).
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Figura 2. Esquema representativo do funcionamento da reacdo de polimerase em cadeia
— PCR. a) PCR normal. b) PCR Multiplex (Lee et al., 2007).

4.2.Microchips

A tendéncia para a miniaturizacdo em Biologia Molecular tem 0 seu expoente maximo
nas técnicas que envolvem microchips. Estas técnicas tém sido crescentemente
utilizadas, ainda que mais na investigacdo do que no diagnostico molecular (Lou et alli.,
2004).

Os microchips podem ser de tipos e complexidades bem diferentes. Os mais simples sdo
miniaturizagdes da técnica de dot-blot, envolvendo desde algumas dezenas ou centenas
de sondas (macrochip de hibridizacdo) a dezenas ou centenas de milhares (microchips
de hibridizacdo). Estes microchips sédo globalmente designados de chips de DNA e
consistem em sistemas miniaturizados baseados na capacidade do DNA encontrar as
suas sequéncias complementares ligando-se de uma forma altamente especifica e
reversivel, conhecida como hibridizacéo (Cuzin, 2001).

Estes microchips constituem assim, uma forma natural de evolucdo de técnicas a muito
utilizadas (dot-blot), mas que nos ultimos anos tém evoluido para niveis crescentes de
complexidade, permitindo resolver problemas cientificos a uma escala sem precedentes
(figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrativo dos diferentes chips de DNA das varias tecnologias
(Cuzin, 2001).

Noutros casos, 0s microchips permitem a execucdo miniaturizada, e com elevado grau
de sensibilidade e reprodutibilidade de processos como a eletroforese (por exemplo o
Bioanalizer da Agilent). Outros tipos de microchips, bem mais complexos permitem
executar no chip em paralelo dezenas a milhares de reagdes enziméticas como qPCR, ou
até mesmo processo complexos como a extragcdo e purificagdo de acidos nucleicos
seguida de amplificacdo e caracterizacdo dos &cidos nucleicos. O microchip UTAS é um
exemplo de um destes dispositivos miniaturizados, que combina todos os passos de um
processo analitico numa serie de microcanais e microcAmaras interligadas num

dispositivo planar, permitindo uma analise multiplexada (Gingeras et alli., 2005).

4.3.Mass-Tag

A tecnologia Mass-Tag PCR consiste numa plataforma que permite a detecdo
microbiana, através de primers marcados por uma ligacdo fotoclivavel com alvos, que
variam consoante 0 peso molecular. Depois da amplificagdo por PCR, os alvos séo
langados por radiacdo ultravioleta e analisados por espetroscopia de massa (Tokarz et
alli., 2009).
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Para além de ser uma técnica rapida, sensivel e econémica, o Mass-Tag oferece outras
vantagens, nomeadamente: a hibridizacdo é necessaria em apenas dois locais (frente e
verso) do primer permitindo uma maior flexibilidade, muitos primers de PCR podem ser
adaptados a técnica, e € uma técnica que permite uma analise multiplexada em apenas

poucas horas (Briese et alli., 2007).

A demonstrar o seu vasto potencial de aplicacdo, o0 Mass-Tag PCR tem sido usado para
o0 diagndstico diferencial de doencas respiratdrias (Briese et alli., 2005), bem como para
o diagndstico de agentes causadores da meningoencefalite e doencas entéricas.

Vérios estudos confirmam a utilidade e a potencialidade da técnica para detetar
rapidamente surtos, detetar focos infeciosos, bem como a vigilancia e epidemiologia de
patogénicos virais e bacterianos (Briese et alli., 2007).

4.4.Luminex/xMAP

Outro exemplo da tecnologia multiplex muito utilizado, é o sistema Luminex, que usa
uma tecnologia baseada no XMAP, que tem vindo a ganhar popularidade entre 0s outros
métodos baseados nos acidos nucleicos, devido a sua capacidade para detetar varios
alvos num Unico teste (multiplex), enquanto mantém uma elevada sensibilidade e
especificidade dos resultados (Mothershed & Whitney, 2005).

O sistema Luminex/XMAP incorpora microsferas de poliestireno com 5,6pum, que sdo
internamente revestidas por dois fluorocromos espectralmente distintos. Usando
quantidades precisas de cada um destes fluorocromos, é possivel criar uma matriz, ou
seja, 100 conjuntos diferentes de microsferas com espectros especificos. Por sua vez,
cada conjunto de microsferas pode ter diferentes reagentes a sua superficie.

Devido ao facto de poderem ser distinguidas através dos diferentes reagentes, estas
podem combinar-se permitindo medir 100 analitos em simultaneo num Gnico tubo de
reacdo (Dunbar, 2005).

Um terceiro fluorocromo €é acoplado numa molécula indicadora, que vai quantificar a
reacdo biomolecular que ocorreu a superficie da microsfera.

As microsferas sdo colocadas individualmente num fluido, que flui rapidamente, a
medida que passam por dois lasers separados no analisador Luminex. A um

comprimento de onda de 635nm, um laser de diodo vermelho excita os dois
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fluorocromos contidos na microsfera, enquanto que a 532nm, outro laser excita o
fluorocromo que esté ligado a superficie da microsfera.

Um sinal digital de alta velocidade vai assim permitir classificar milhares de
microsferas por segundo e numa s6 reagdo, baseando-se na reacdo espectral ocorrida
(Dunbar, 2005).

Em resumo, a tecnologia Luminex/Xmap combina fluidos avancados, oOtica e
processamento de sinal digital com a tecnologia de microsferas para fornecer uma
analise multiplexada. A tecnologia XMAP pode ser configurada de modo a executar
uma grande variedade de bioensaios de uma forma répida, precisa e econdmica
(Dunbar, 2005).

Figura 4. Esquema representativo da tecnologia Luminex/Xmap e seus componentes
(Dunbar, 2005).
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4.5.Sequenciacao

Na década de 60 foram efetuadas as primeiras tentativas para sequenciar o DNA através
da analise detalhada de produtos de degradacdo (Shendure et al., 2008). No entanto o
comprimento e a complexidade do polimero de DNA mostraram ser significativamente
problematicos. Em 1977 os grupos liderados por Fred Sanger e Walter Gilbert
publicaram, de forma independente, descricbes de metodologias para sequenciar o
DNA, tendo como base a eletroforese em gel, capaz de separar fragmentos de DNA com
resolucdo de um unico par de bases (Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977).

Nos anos que se seguiram, devido a répida disseminacdo destas tecnologias e a
progressdo para protocolos robustos, culminou em avangos cientificos nas areas da
genética e da biologia molecular. J& nos anos 80, o desenvolvimento e a
comercializacdo de plataformas automaticas de sequenciacdo, garantiram o dominio do
protocolo desenvolvido por Sanger, também conhecido como sequenciacdo dideoxi, que
se tornou 0 método de eleicdo para as décadas seguintes (Hunkapiller et alli., 1991;
Shendure et al., 2008).

4.5.1. Sequenciacao de 12 geracao

45.1.1. Sequenciacado de Sanger

Frederik Sanger e os seus colaboradores desenvolveram o método de Sanger, também
conhecido como o método do terminador de cadeia. Este método utiliza os trifosfatos de
dideoxinucleétidos (ddNTPs) como terminadores de cadeia de DNA. Estes
terminadores de cadeia ndo possuem o grupo 3’-OH necessario para estabelecer a
ligacdo fosfodiéster entre nucleotidos durante a extensdo das cadeias de DNA, levando
deste modo a terminacdo do elongamento da cadeia de DNA (Athanasiou et al., 2010).

O método classico de Sanger requer uma cadeia simples de DNA alvo, um
oligonucledtido curto de cadeia simples complementar a cadeia de DNA que vai
funcionar como primer na reacdo de polimerizacdo, quatro deoxinucleo6tidos (dNTPS)
para a elongacdo do primer na reacdo de extensdo, dideoxinucle6tidos (ddNTPs) como
terminadores da reacdo e uma DNA polimerase para elongar o primer iniciador na

reacdo de extensdo (Athanasiou et al., 2010).
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A amostra é dividida em quatro reagdes de sequenciacdo separadas, contendo os quatro
deoxinucledtidos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP). A cada reacdo é adicionado apenas um
dos quatro dideoxinucleotidos (ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP). A incorporacéo de
dideoxinucle6tidos termina a extensdo das cadeias, resultando em fragmentos de DNA
de diferentes tamanhos. Estes fragmentos marcados sdo desnaturados pelo calor e
separados por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida. Cada uma das quatro
reacdes é corrida em pocos individuais, com visualizagdo por autoradiografia, no caso
da marcacdo radioativa. Nos casos automatizados a visualizacdo é realizada atraves da

excitacdo de um fluorocromo por um laser (Athanasiou et al., 2010).

45.1.2. Pirosequenciacao

A pirosequenciacdo surge como uma vertente inovadora da sequenciacdo. Esta técnica
permite uma caracterizagdo detalhada dos acidos nucleicos, possuindo uma elevada
precisdo, flexibilidade, processamento paralelo, e facilidade em ser automatizada. Para
além de todas estas vantagens a técnica dispensa a necessidade do uso de primers
marcados, nucle6tidos marcados e eletroforese em gel (Ronaghi, 2001).

A pirosequenciacdo é uma técnica de sequenciacdo de DNA baseada na detecdo de
pirofosfato libertado (PPi) durante a sintese de DNA. Esta técnica decorre numa cascata
de reacOes, onde se gera uma luz visivel que é proporcional ao nimero de nucleotidos
incorporados (Ronaghi, 2001).

A cascata inicia-se com uma reacdo de polimerizagdo em que o PPi inorgéanico é
libertado devido & incorporacdo dos nucleétidos. O PPi é convertido em ATP pela ATP
sulfurilase e produz luz. Como o nucleétido adicionado é conhecido, a sequéncia de
DNA pode ser determinada (Ronaghi, 2001).

31



Parte Il — Métodos Moleculares

4.5.2. Sequenciacao de 22 geracao

A capacidade de sequenciar o DNA constitui uma importante ferramenta na pesquisa biol6gica
moderna. A introducdo de tecnologias de sequenciacdo massivamente paralela precedidas de
uma passo prévio de amplificacio do DNA a sequenciar, ou seja, as tecnologias de
sequenciacdo de segunda geracdo, vieram dar um precioso contributo para o avango na
sequenciacdo de genomas. Assim sendo, a sequenciacdo de segunda geragédo apresenta algumas
plataformas que produzem grandes quantidades (normalmente de centenas de milhar a milhGes)
de sequéncias de DNA (Imelfort & Edwards, 2009).

O primeiro grande sucesso da sequenciacdo de segunda geracdo foi o sistema de
pirosequenciagdo GS20, desenvolvido pela 454 Life Sciences (empresa adquirida pela Roche, o
que Ihe permitiu efectuar a comercializacdo so sistema). Esta plataforma permite sequenciar
mais de 20 milhdes de pares de bases em sensivelmente quatro horas (Imelfort & Edwards,
2009).

Em 2007 este sistema foi substituido pelo modelo FLX-GS, que é capaz de sequenciar mais de
100 milhdes de pares de bases no mesmo periodo de tempo.

Mais recentemente outros dois sistemas vém competir com o FLX-GS. O sistema SOLID da
Applied BioSystems (AB) e o sistema SOLEXA da Illumina (Imelfort & Edwards, 2009).

45.2.1. Pirosequenciacao (GS-FL X — Roche)

Em 2005 foi introduzido no mercado o sistema de pirosequenciacdo GS. Nesta técnica 0s
fragmentos de DNA a sequenciar ligam-se a adaptadores especificos 0 que permite a ligacdo
entre os fragmentos de DNA e uma esfera de material sintético (bead). Em seguida € realizada
uma reacdo de PCR em emulsdo, o que permite fazer PCRs em goticulas aquosas separadas
entre si por uma abundante fase oleosa, 0 que transforma cada goticula num reservatério
isolado. Cada goticula aquosa possui uma bead com uma e apenas uma molecular de DNA a
sequenciar e 0s reagentes necessarios para realizar a amplificagdo local desta molécula. Como
cada molécula amplificada possui também os adaptadores, fica fisicamente ligada a bead por

complementaridade de bases (Ansorge, 2009).
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Figura 5. (A) Esquema representativo do funcionamento do sistema de sequenciacéo
GS. (1) Construcdo da “biblioteca” e ligagdo aos adaptadores (I11) Formacdo de goticulas,
seguindo-se uma reacdo de PCR em emulsdo. (Il) As esferas encaixam perfeitamente
nos pocos. (B) Esquema ilustrativo da reacdo de pirosequenciacdo (Ansorge, 2009).

Quando os ciclos de PCR se completam, cada bead com o seu fragmento amplificado é
colocado numa placa que possui milhdes de pequenos reservatorios (pogos) com
dimensdo apenas suficiente para que uma (e apenas uma) bead possa ficar nela
depositada. De seguida, o restante espago do pogo é preenchido com beads de menores
dimensGes que possuem todos 0s reagentes e enzimas necessarios para a realizacao de
uma pirosequencia¢do, com excec¢do dos nucledtidos. A placa é entdo colocada no
equipamento, alinhada com um chip 6tico, que inclui feixes de fibra de vidro. As fibras
de vidro séo excelentes condutoras de luz, permitindo a detegdo e posicionamento da luz
emitida. Como tal cada bead tem uma posi¢do de detecdo especifica (Ansorge, 2009).

De seguida, sdo adicionados em sucessdo nucledtidos ndo marcado, para que se inicie o
processo de sintese da cadeia complementar. A incorporagdo de cada base na cadeia em
crescimento vai libertar um grupo pirofosfato que pode ser detetado na luz emitida tal

como descrito para a pirosequenciacao de 12 geracdo (Ansorge, 2009).

Assim sendo, conhecendo a identidade do nucleétido adicionado em cada passo, através
do sinal, é possivel saber qual a sequéncia de bases incorporadas pela polimerase na

sequéncia da cadeia crescente de DNA (Ansorge, 2009).
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Ultimamente este método tem conseguido alargar o intervalo de leitura para cerca de
400-500 bases emparelhadas e tem sido aplicado para estudos de sequenciagéo
gendmica (bacteriana, animal e humana).

O equipamento mais recente (454 FLX Titanium) utiliza uma placa “picotiter”, a qual
possui po¢os cuja dimensé@o néo ultrapassam 1 pum de didmetro. Desta forma, o grau de
compactacdo obtido permite quintuplicar o numero de reacBes de sequenciacdo
realizadas em paralelo (Ansorge, 2009).

45.2.2. SOLID

O sistema SOLID comercializado pela Applied Biosystems permite uma sequenciacao
massivamente paralela de fragmentos de DNA amplificados por clonagem e ligados a
esferas magnéticas (Applied Biosystems, 2008).

A metodologia baseia-se huma ligacdo sequencial de oligonucle6tidos com sequéncias
especificas e marcados com um fluorocromo diferente em funcéo da sua sequéncia. Esta
reacdo, catalisada por uma ligase, permite, atraves da detecdo sequencial das
fluorescéncias associadas aos oligonucle6tidos incorporados, detetar a sequéncia da
molécula molde (Applied Biosystems, 2008).

A plataforma SOLID é a Unica que utiliza uma ligase. A reacdo de ligacdo é baseada no
reconhecimento simultdneo de varios nucleétidos da sequéncia do oligonucledtido e da
molécula molde e por esse motivo € menos provavel a ocorréncia de erros na
sequenciagao.

As esferas sdo depositadas na superficie de uma placa de vidro e imobilizadas por uma
fina camada de gel de acrilamida ou por uma ligacdo covalente direta a superficie. Em
cada ciclo, existe uma série de sondas (oligonucle6tidos) devidamente marcadas e que
vao competir pela ligacdo ao primer de sequenciacdo e a molécula de DNA molde
(Mendes, 2008).

Para a produgdo de uma sequéncia, sdo utilizados 5 primers diferentes, com

comprimentos que diferem entre si por um nucle6tido. Desta forma, a sequéncia obtida

resulta de um conjunto de leituras parcialmente sobreponiveis, o que constitui um facto
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de auto verificacdo dos resultados que contribui também para uma menor probabilidade
de erros de sequenciagéo.

Assim, o sistema SOLID, apesar de permitir apenas leituras de pequena extensao,
constitui uma plataforma robusta com inimeras aplicagdes no campo da sequenciagdo
de novo, mas particularmente na resequenciagdo em larga escala e na avaliacdo da

expressao génica entre outras (Applied Biosystems, 2008).

(a) Solid sequencing process ) ) ﬂf
Universal primear I'I'I'I'I‘I'I'( I ,I, _I, 'J‘f
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\
| zal San Primar n-3 L
Reset Universal Seq Primer n-3 \
» ITTITITm 1,2 67 12l 1817 2122
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Figura 6. Esquema representativo do sistema SOLID. (a) Esquema indicando a
sucessdo de primers e ciclos de sequenciagéo. (b) Esquema indicando a interpretacéo

sucessiva do codigo de cores e sequéncias de nuclettidos (Mardis, 2007).

45.2.3. IHlumina

A plataforma de sequenciacdo Solexa foi comercializada em 2006 e adquirida pela
IHlumina no inicio do ano seguinte.
O principio da técnica baseia-se na sequencia¢do por sintese quimica, que utiliza

nucle6tidos terminadores reversiveis para as quatro bases da molécula. Cada uma dessas
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bases é marcada com um corante fluorescente diferente e com uma DNA polimerase
capaz de as incorporar (Ansorge, 2009).

Os fragmentos de DNA ligam-se nas duas extremidades a adaptadores (oligonucle6tidos
sintéticos com sequencia pré-determinada) e ap0os a desnaturacdo sdo imobilizados num
suporte solido. A superficie do suporte é revestida com oligonucleotidos
complementares dos adaptadores pelo que retém por complementaridade as moléculas a
sequenciar. Cada fragmento simples é assim imobilizado ao suporte sélido por uma das
extremidades, através da hibridizacdo com o oligonucledtido do suporte por
hibridizagéo (Ansorge, 2009).

Os adaptadores que estdo a superficie do suporte funcionam ainda como primers para a
reacdo de amplificacdo, que € necessario ocorrer para que seja possivel obter um sinal
com intensidade suficiente para detetar as bases.

Depois dos ciclos de PCR, sdo criadas cerca de 1000 cépias de fragmentos a superficie,
todas localizadas na mesma zona onde ocorreu a hibridizagéo inicial. Tal ocorre porque
como as duas extremidades do fragmento a amplificar possuem adaptadores, no final da
amplificacdo, a molécula sintetizada pode formar uma ponte com outro oligonucleotido
vizinho através da outra extremidade, e este novo oligonucleétido é que serd o primer
para a nova reacao (Ansorge, 2009).

Apos a fase de amplificacdo inicia-se a reagdo de sequenciacdo, na qual sdo utilizados
0s nucleotidos terminadores fluorescentes. ApoOs a incorporacdo destes na cadeia de
DNA, os terminadores e as suas posi¢des sdo detetados e identificados através do
fluorocromo pela cadmara CCD. De seguida reinicia-se um novo ciclo de sintese. Em
cada ciclo € possivel obter um comprimento de sequéncia de cerca de 35 nucle6tidos,
permitindo detetar paralelamente e em simultdneo pelo menos 40 milhdes de colbnias

sequenciais (Ansorge, 2009).
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4.5.3. Sequenciacao de 32 geracao

A sequenciacdo de terceira geracdo constitui um avanco relativamente & sequenciacao
de 22 geracdo, sobretudo devido & enorme sensibilidade dos sensores que utiliza. Esta
sensibilidade sem precedentes, permitiu desenvolver sistemas miniaturizados a escala
molecular, que trabalhando com uma Unica molécula, dispensam a fase inicial de

amplificacdo caracteristica de todos os sistemas anteriores (Schadt et al., 2010).

Esta miniaturizagdo & escala nanoscOpica tem como vantagem, a maior rapidez e
economia dos processos, 0 que tem permitido uma vertiginosa reducdo dos custos de
sequenciacdo, bem como em alguns casos, potencialmente dos custos dos proprios
equipamentos. No entanto nem tudo sdo vantagens, ja que ao trabalhar com moléculas
Unicas, estes sistemas podem sofrer de problemas de representatividade da amostra, e

estdo criticamente dependentes da inexisténcia de erros nos processos enzimaticos
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subjacentes. Como se sabe que mesmo as melhores enzimas possuem uma taxa de erro
superior a zero, este facto indica que estas técnicas poderdo necessitar de sistemas de
auto validacdo e verificacdo de erros (Schadt et al., 2010).

45.3.1. Pacific Biosciences SMRT

O “Single Molecule Real Time” (SMRT ©TM) € um instrumento de sequenciagdo
recentemente desenvolvido pela Pacific Biosciences.

O principio da técnica baseia-se na sequenciacdo em tempo real de uma Unica molécula.
Este feito é conseguido num chip que possui milhares de “zero-mode waveguides”
(ZMWs). A reacdo de sequenciacdo do fragmento de DNA € realizada por uma DNA
polimerase, que estad covalentemente ligada na base de cada ZMW para garantir que
cada DNA polimerase se encontre na zona de detecdo do ZMW (Pareek et al., 2011).
Durante a reacdo de sequenciacdo o fragmento de DNA € elongado pela DNA
polimerase com dNTPs que sdo marcados com fluoréforos de cores diferentes na fragdo
terminal do fosfato. A sequéncia de DNA é entdo determinada através da fluorescéncia
dos nucleotidos, que é imediatamente interrompida apds a formacdo de uma ligacéo
fosfodiéster que provoca a difusdo do fluoréforo para fora da zona ZMW (Pareek et al.,
2011).

45.3.2. Helicos (Heliscope Sequencing)

Em 2007 a Helicos introduziu o primeiro sistema que sequencia uma Unica molécula de
DNA. Os fragmentos do acido nucleico a analisar sdo hibridizados com os primers e
ancorados covalentemente em posigdes pré-determinadas, numa placa de vidro, huma
célula de fluxo. O primer, a polimerase e 0s nucledtidos marcados sdo entdo
adicionados ao suporte de vidro (Ansorge, 2009).

A proxima base incorporada na cadeia sintetizada € determinada através da emissdo de
um sinal, sob a forma de luz, emitida por fluorescéncia na sequéncia, através da técnica
de sintese. Este sistema também permite analisar milhares de fragmentos Unicos de
DNA simultaneamente, permitindo sequenciar até 28 Gb numa Unica corrida de
sequenciacdo num processo que de principio ao fim demora apenas cerca de oito dias
(Ansorge, 2009). Permite executar leituras com um comprimento méaximo de 55 bases
(Pareek et al.,2011).
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45.3.3. lon Proton

O sequenciador lon Torrent’s é um chip de silica, concebido da mesma forma que um
semicondutor e gravado com uma série de po¢os nanoscopicos (~400) da largura de um
fio de cabelo (Island, 2010).

Os pocos situam-se na parte superior da camada idnica sensivel e na base existe um
medidor de pH, que € a camada que transmite a corrente elétrica. Em cada pogo esta
imobilizada uma polimerase, a qual fixa 0 DNA que vai ser decifrado. Cada uma das
quatro bases € adicionada em tempos diferentes. Quando o nucle6tido necessario para a
continuacdo da sintese fica acessivel 8 DNA polimerase, esta incorpora-o na cadeia de
DNA nascente libertando-se um hidrogénio que o chip deteta como uma alteracdo da
voltagem. Se o nucleétido adicionado ndo corresponder ao proximo nucledtido a ser
incorporado, a polimerase ndo o utiliza e ndo se verifica mudanca da voltagem (Island,
2010).

A séries de pulsos elétricos registados pelo chip traduzem uma leitura do DNA que esta
a ser sequenciado.

Esta técnica é extremamente promissora, podendo em teoria sequenciar a totalidade de
uma molécula de DNA, em extensdes muito superiores as técnicas anteriormente
descritas. Tal j& foi demonstrado em aplicacBes préticas, embora limitadas a

sequenciacdo de genomas de virus e bactérias (Island, 2010).

Figura 8. Sequenciador de silica. lon Torrent chip que descodifica 0 DNA através da
detecéo da alteragéo da voltagem (Island, 2010).
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4.5.3.4. Nanopore sequencing

As nanotecnologias tém sido consideradas como as tecnologias de topo para a
sequenciagdo de uma unica molécula de DNA. Atualmente estdo a ser desenvolvidos
varios conceitos e tecnologias baseados na sequenciagdo utilizando diversos nano poros
(Zhang et alli., 2011).

A sequenciacdo de uma molécula de DNA, utilizando um sequenciador de DNA
Nanopore ndo exige a marcacdo de nucleétidos para a sua detecdo. Esta técnica foi
desenvolvida a partir de estudos de translocacdo do DNA através de varios nano poros
artificiais ou proteicos. A sequenciagdo de DNA com o instrumento Nanopore baseia-se
na conversdo da perturbacdo do sinal elétrico que percorre um nano poro, quando este €
atravessado por um nucleotido. No sistema desenvolvido pela Oxford Nanopore, 0 hano
poro consiste num poro proteico de a-hemolisina, o qual se liga covalentemente a uma
molécula de ciclodextrina (local de ligacéo para os nucleétidos) (Pareek et al., 2011).

O principio da técnica assenta na modulagdo da corrente ionica que atravessa 0 poro,
revelando pardmetros da molécula de DNA, como por exemplo a sua conformacéo,
comprimento e didmetro. Durante o processo da sequenciacdo, a corrente ionica que
atravessa 0 nano poro é bloqueada por um nucle6tido. O periodo de tempo deste
blogueio é caracteristico de cada base permitindo assim determinar a sequéncia de DNA
(Pareek et al., 2011).

Dois sistemas estdo a ser desenvolvidos pela Oxford Nanopore. Num toda a cadeia de
DNA molde é forcada a passar pelo nano poro, sendo uma polimerase acoplada ao poro
a forca motriz que forca os nucle6tidos um a um, em sequéncia e sem desagregacédo da
cadeia a passar pelo nano poro. Num segundo processo (a unica reagdo de sequenciagdo
por hidrélise hoje em desenvolvimento), uma exonuclease degrada sequencialmente o
DNA a sequenciar, sendo a propria diferenca de potencial que atravessa o poro a forca
motriz que obriga os nucleétidos libertados a atravessar um a um o poro (Graham-
Rowe, 2012).
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Figura 9. Representacdo do sistema MinlON. Dispositivo sequenciador de DNA do
tamanho de uma pen USB portétil e descartavel (Graham-Rowe, 2012).

4.5.4. Aplicacbes da Sequenciacdo a detecdo e caracterizacdo de

genomas

45.4.1. Sequenciacdo do gene rRNA 16S

Durante muitos anos a sequenciacdo do gene 16S RNA ribossomal (rRNA) funcionou
como uma importante ferramenta para determinar as relacbes filogenéticas entre
bactérias (Patel, 2001).

Para além desta funcdo, o gene 16S rRNA relne um conjunto de caracteristicas que
permitem a identificacdo de bactérias no ambito clinico.

A identificacdo bacteriana através da sequenciacdo do gene 16S rRNA é um método
universal, uma vez que este gene esta presente em todas as bactérias (Patel, 2001).

A anélise da sequenciacdo do gene 16S rRNA constitui um poderoso mecanismo pra a
identificacdo de novos agentes patogénicos em pacientes com suspeita de doenca
bacteriana (Patel, 2001).

Mais recentemente, a amplificacdo e a sequenciagdo do gene 16S rRNA tem sido
aplicadas para detetar e identificar patogénicos bacterianos fastidiosos como é o
exemplo do Tropheryma whippelii (agente da doenga de Whippelii) e da Bartonella
quintana (agente da angiomatose bacilar) (Patel, 2001).

Para além do gene 16S rRNA estar presente em todas as bactérias, permitindo assim a

sua identificacdo, apresenta outras caracteristicas que fazem dele uma ferramenta
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importante com bastante utilidade. Ao longo dos anos verificou-se que o gene 16S
rRNA permaneceu constante, refletindo apenas alterac@es aleatdrias que pouco alteram
a funcdo da molécula (Patel, 2001).

Por dltimo, este gene é suficientemente grande (cerca de 1000 pb) para conter
informacOes estatisticamente relevantes da sequéncia, embora seja mais importante
ainda a composi¢cdo da molécula (composta por cerca de 50 dominios funcionais). O
nimero de dominios € relevante porque a introducdo de mudancas num dominio ndo
afeta significativamente as sequéncias dos restantes dominios. Assim sendo & medida
que o0 numero de dominios aumenta, menos impacto ira ter nas relacdes filogenéticas.
Woese definiu estas caracteristicas como crondémetros moleculares, moléculas cuja

sequéncia se altera aleatoriamente ao longo do tempo (Patel, 2001).

e
i
Me:nanaspiff"”""

marine Gp. 1 low temp

Figura 10. Esquema representativo da arvore filogenética universal com base na
comparagao das sequéncias do gene 16S rRNA (Clarridge, 2004).
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454.72. DNA Barcoding

O projeto DNA barcoding foi inicialmente concebido como um sistema padrdo para
uma répida e precisa identificacdo de espécies animais (Frézal & Leblois, 2008).

O *“codigo de barras” de DNA consiste numa regido de 648 bp, a partir de uma
extremidade 5’ de citocromo c oxidase |1 (COIl), que utiliza 0 genoma mitocondrial de
um rato como referéncia.

A base deste projeto assenta no postulado de que todas as espécies, provavelmente, tém
um Unico “cddigo de barras” de DNA e que a varia¢do genética entre espécies diferentes
ultrapassa a variagdo que existe dentro da mesma espécie (Frézal & Leblois, 2008).

Os principais objetivos do DNA barcoding sdo atribuir nomenclatura a espécies
desconhecidas, melhorar a descoberta de novas espécies e facilitar a identificacdo de
microrganismos e de organismos com morfologias mais complexas (Frézal & Leblois,
2008).

O custo e o tempo efetivo gasto na analise do DNA barcoding permitem a identificagdo
automatizada de espécies, principalmente em amostras de grande volume. Deste modo
esta técnica permite melhorar as pesquisas de espécies patogénicas que apresentam
relevancia médica, ecoldgica ou até mesmo agronémica (Frézal & Leblois, 2008).

Uma vantagem do DNA barcoding é a rapida aquisicdo de dados moleculares. Em
contrapartida, a recolha dos dados morfolégicos pode ser demorada ou até mesmo
impossivel.

Este projeto tem a finalidade de uma rapida montagem de uma biblioteca representativa
que sirva de referéncia, assim utiliza protocolos de baixo custo para a extracao,

amplificacdo e sequenciacdo do DNA (Frézal & Leblois, 2008).

45.4.3. Metagenomica

A gendmica consiste no estudo sistematico a escala de um genoma inteiro, para a
identificacdo das contribuicBes genéticas para a fisiologia do organismo em estudo
(Zhang et alli., 2011). Este conceito foi, mais recentemente, alargado com expressao
inventada pelo ecologista Jo Handlesman em 1998 (Metagendmica). Este termo refere-
se ao estudo dos conteudos gendmicos de microrganismos extraidos diretamente do

ambiente (Williamson, 2011), este conceito foi posteriormente alargado para incluir os
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estudos de culturas independentes, de um conjunto de genomas de uma comunidade

microbiana heterogénea (Petrosino et alli., 2009).

Assim, a metagenomica é hoje uma peca fundamental na andlise de populacbes de
microrganismos (Handelsman, 2004), podendo ser aplicada ao estudo de todos os
genomas microbianos em associa¢do, que habitam em nichos ecolégicos ambientais, em
plantas ou em hospedeiros animais (Petrosino et alli.,, 2009). O mesmo se passa no
estudo de comunidades virais. No entanto neste caso, as maiores dificuldades de cultura
e caracterizacdo fenotipica aliada a maior simplicidade gendmica dos virus quando
comparados com as bactérias e fungos tornam estes métodos particularmente
importantes na caracterizagdo de comunidades virais e sua identificagdo como agentes
patogenicos. Neste contexto, é particularmente interessante o facto de as amostras a
analisar em metagen6mica poderem ser obtidas diretamente das amostras
ambientais/clinicas diretamente sequenciadas sem necessidade de qualquer cultura
(Yang et alli.,, 2011). Os estudos ja desenvolvidos fazem uso das tecnicas de
sequenciacdo mais recentes, e o enorme volume de dados dai resultantes promete
revolucionar o nosso entendimento acerca de muitos genes ou regides gendmicas

responsaveis pela patogenese de doengas Humanas (Zhang et alli., 2011).
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5. Conclusao

A realizagdo deste projeto teve como base principal a pesquisa bibliogréfica sobre os
diferentes métodos moleculares, baseados na tecnologia dos &cidos nucleicos, que
visam detetar e identificar de uma forma rapida e eficaz diversos tipos de

microrganismos.

Este trabalho inicia com uma breve perspetiva da histéria do inicio da microbiologia,
dos diferentes tipos de agentes patogénicos e respetivas infecdes patogénicas humanas.
Daqui se depreende que a microbiologia é uma area em permanente desenvolvimento.
Ao longo dos anos os investigadores tém procurado desenvolver novos métodos de
diagndstico, desde os métodos mais classicos até aos mais sofisticados. Com o
aperfeicoamento dos métodos ja existentes, surgem novas técnicas automatizadas que
permitem analisar um vasto leque de microrganismos em pouco tempo. Assim surgem
os sistemas multiplex vao desde a PCR Multiplex até as diferentes técnicas de
sequenciacdo do DNA a escala nanoscopica. Com o emergir das tecnologias multiplex,
é possivel detetar e identificar milhGes de genes simultaneamente e num curto espaco de
tempo, reduzindo a probabilidade de desenvolver determinada doenga ou até mesmo
possibilitar o descobrimento de novas patologias.

Inicialmente, os meios disponiveis para avancar em termos cientificos eram
relativamente deficientes. As primeiras técnicas para identificar bactérias bem como
outros microrganismos eram muito rudimentares com recurso a métodos manuais que
exigiam grandes periodos de tempo de espera entre a analise e os resultados obtidos.
Esses métodos primordiais, para além de bastante demorados ndo permitiam identificar

e classificar um grande nimero de espécies.

Atualmente, e cada vez mais, se investe nas areas da genética e da microbiologia que
em associacdo reforcam a probabilidade de satisfazer alguns contratempos que se
sobrepdem aos métodos tradicionais. Assim sendo, hoje em dia, recorrendo a diferentes
técnicas de sequenciacdo, ja é possivel analisar até centenas de milhares de sequéncias
de DNA, que permitem caracterizar ecossistemas completos, em simultaneo e num

curto espaco de tempo.
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Mais recentemente, a metagendmica constitui uma area relativamente nova que promete
revolucionar toda a ciéncia, possibilitando o conhecimento de genes que causam doenca

no Homem.

Novas tecnologias gendmicas tém vindo a revolucionar a nossa compreensao
relativamente aos genes e a regifes genomicas envolvidas na patogénese de doencas

humanas.

Em concluséo, a ciéncia ndo é estanque. Como podemos observar diariamente, através
dos diversos meios de comunicagdo, todas as areas cientificas estdo em permanente
desenvolvimento e ndo ha qualquer ddvida que num futuro préximo o exponente
progresso da gendmica podera conduzir eventualmente ao nascimento da medicina
genética que ird com certeza impulsionar avangos e melhorias significativas na salde

humana.
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