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Resumo

O campo cientifico do diagnoéstico molecular vive atualmente tempos dureos de
desenvolvimento. A busca de tecnologias revoluciondrias capazes de fornecer
informag¢do de um modo rapido, preciso e a baixo custo, nunca foi tdo intensa.

A descoberta do DNA e a necessidade urgente do seu estudo, impulsionaram o
desenvolvimento de novas técnicas de andlise, como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e a sequenciagdo. Desde entdo, estes procedimentos ndo pararam de evoluir,
constituindo hoje um pilar essencial para a investigagao e pratica clinica.

A PCR, uma técnica de biologia molecular capaz de amplificar sequencias especificas
de moléculas de DNA, ¢ atualmente um método indispensdvel e rotineiro na
investigagdo médica e cientifica. Desde a primeira técnica de PCR a PCR digital,
investigadores em todo o mundo procuraram desenvolver ferramentas cada vez mais
poderosas e eficazes, capazes de serem utilizadas em todos os campos cientificos.

A demanda por um método que permitisse desvendar a informacdo codificada no
genoma humano impulsionou a evolucao das técnicas de sequenciacdo. A sequenciagdo
pelo método dideoxy, desenvolvido por Sanger, foi a base para a atual sequenciagao de
terceira geragdo. O aparecimento destas novas técnicas proporcionou uma inexoravel
evolucdo tecnoldgica marcada por um elevado rendimento num curto espago de tempo.
Andlises genomicas que anteriormente eram luxos inalcangdveis, tornaram-se
progressivamente mais acessiveis pela diminui¢do significativa do custo por analise.

No futuro proximo, os diagnosticos moleculares continuardo a desempenhar um papel
critico na qualidade da saide da populacdo mundial. Inimeras técnicas de testes
moleculares permitem a detecdo e caracterizacdo das mais variadas doengas, assim
como a monitoriza¢gdo da sua terapé€utica.

E importante perceber como cada uma destas técnicas funciona e qual a mais indicada
para cada tipo de laboratdrio. Neste trabalho, procuramos oferecer ao leitor uma visao
alargada das vantagens, limitac¢des e aplicacdes associadas a cada tecnologia atualmente
disponivel.

Palavras-chave: Diagnostico Molecular, PCR, PCR digital, sequenciagcdo de ultima

geracdo, analise de DNA.



Abstract

These are exciting times for scientists in the field of molecular diagnostics. The demand
for revolutionary technologies that deliver a fast, inexpensive and accurate genomic
information has never been greater. This journey began with the discovery of DNA. The
urge to study this vital molecule led to the development of new and revolutionizing
techniques, such as the polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Since then,
these procedures never stopped evolving and nowadays provide vital information for
clinical practice.

The PCR is a scientific technique in molecular biology that is able to amplify a single
piece of a particular DNA sequence. It is now a common and often indispensable
method used in medical and biological research labs for a variety of applications.
Between the first PCR and the digital PCR available nowadays, researchers sought to
develop more effective and powerful tools to be used in all scientific fields.

The quest to find a method able to unveil the information behind the human genome
pushed the DNA sequencing tools to the next level. The dideoxy terminator sequencing
developed by Sanger was the workhorse to develop what we currently call the 3™
generation sequencing. The arrival of these new next generation techniques caused an
enormous technological shift marked by dramatic throughput increases, in a less time
consuming process. Genomic analysis that were, for most, unreachable luxuries just a
few years ago, are being increasingly democratized at a rapid pace due to striking
decreases in the cost of each run.

In the upcoming years, molecular diagnostics will continue to be of critical importance
to worldwide public health. There are innumerous techniques available for molecular-
based tests for detection and characterization of disease, as well as monitoring of drug
response. It is important to understand how each of these techniques work and which
one would be more suitable in each particular laboratory. In this paper we seek to give
the reader a good grasp of the advantages and limitations associated to the technological

machinery available today.

Keywords: Molecular diagnostics, PCR, digital PCR, NGS sequencing, DNA analysis
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1. Introducao

1.1.Diagnostico Molecular: Uma perspetiva historica

O intenso desenvolvimento tecnologico, aliado & compreensdo cada vez mais profunda
do Genoma Humano, permitiu o rapido desenvolvimento de técnicas cada vez mais
rapidas e automatizadas de diagnostico molecular. A aceleracdo deste processo foi
possivel gracas aos progressos na capacidade de extracdo da amostra, na amplificacdo
do alvo, no aumento da sensibilidade dos métodos e dos mecanismos de detecao
especifica (Bermingham, 2003).

Ap0s a apresentacdo do modelo estrutural do DNA em 1953 por Watson-Crick, foi
possivel a elucidagdo de como o DNA ¢ transcrito e traduzido em proteinas. Deste
modo, a criagdo de protocolos de clonagem, sequenciagdo e hibridacdo do DNA
permitiu a posterior sequenciacdo do DNA e o desenvolvimento da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction; Tabela 1; Tsongalis & Silverman, 2006).

A Polymerase Chain Reaction, ou PCR, foi inventada em 1984 pelo bioquimico
americano, Kary Mullis., que recebeu o Prémio Nobel e o Prémio Japonés pelo seu
desenvolvimento em 1993. No entanto o principio basico de replicacdo de uma peca de
DNA usando dois primers j& havia sido descrito por Gobind Khorana em 1971, altura
em que o progresso neste campo foi limitado devido a dificuldade de sintese de primers
e purificacdo de polimerases. O PCR, utilizado no ambito da biologia molecular,
permite a andlise de quantidades infinitesimais de DNA a partir da producdo de
milhares de milhdes de copias da amostra original. Esta técnica rapidamente se tornou
uma das mais usadas em laboratorios por todo o mundo devido a sua simplicidade,

rapidez e baixo custo. (Joshi & Deshpande, 2010)



Atualmente, esta técnica possibilita a investigac¢do e o diagndstico molecular de diversas
doengas (Joshi & Deshpande, 2010).

Tabela 1: Cronologia do diagnostico por DNA (Adaptado de Demidov, 2003)

Data Principais desenvolvimentos
1953 Descoberta da estrutura em dupla hélice do DNA
1958 - 1959 Descoberta e isolamento de DNA polimerases
1960 Primeiras técnicas de hibridacao e detecdo eletroquimica de DNA
1965 Sintese enzimatica de RNA
1969 Hibridacao in situ
1970 Descoberta da transcriptase reversa e das enzimas de restri¢ao
1975 Southern Blot
1977 Métodos para sequenciagdo de DNA
1983 - 1985 Primeira sintese de olinucle6tidos modificados
1985 - 1986 Invencdo dos primeiros passos do PCR
1986 Automatizagdo da sequenciacao de DNA
1987 - 1988 Descoberta das primeiras sondas de DNA
1990 Aparecimento da nanotecnologia de DNA
1991 Ligase chain reaction
1992 Primeiros métodos para sequenciagdo do genoma
1992 - 1993 PCR em tempo real
1995 Primeira bactéria (Haemophilus influenzae) sequenciada
1996 Sondas molecular beacon
primeiro eucariota ¢ sequenciado
2000 Sequenciagdo gendomica da mosca da fruta (Drosophila melanogaster)
2001 Primeiras versdes da sequenciacdo do genoma humano

Por outro lado, é também utilizado como método padrdo em diversos laboratorios de

investigacdo, quer isoladamente quer como método base de outras técnicas moleculares



mais complexas, tornando-se cada vez mais numa tecnologia de uso multidisciplinar
(Joshi & Deshpande, 2010).

Nesta perspetiva, e no intuito de alargar o seu espectro de aplicabilidade, foram
desenvolvidas outras técnicas derivadas como o RT-PCR (reverse transcriptase
polymerase chain reaction), que permite avaliar os niveis de RNA, o qPCR, utilizado
para a quantificacdo e genotipagem de DNA em tempo real, o PCR multiplex e o
Nested PCR. Ao permitir a dete¢do e quantificagdo de mudangas na expressdo dos
genes, estas técnicas tém providenciado uma maior compreensdo dos mecanismos
patologicos e servem agora de base para o diagnéstico e investigacdo cientifica (Joshi &
Deshpande, 2010).

A PCR digital, desenvolvida por Vogelstein e Kinzler, ¢ um exemplo do poder da PCR,
fornecendo a oportunidade de um diagndstico molecular sem precedentes (Pohl e Shih,
2004). Esta tecnologia baseia-se na aplicacdo de condigdes Otimas de PCR para a
amplificacdo de uma tnica molécula de DNA alvo, procedendo-se posteriormente a
detecdo de sequéncias especificas obtidas pelo PCR, com o objetivo de contar os alelos
obtidos (Pohl e Shih, 2004). Apos este processo, varias andlises estatisticas podem ser
executadas para medir a distribuicdo dos alelos mutantes. Esta abordagem fornece uma
base estatistica rigorosa tornando possivel uma analise do estado dos alelos em amostras
de tecidos e fluidos corporais. Assim, a PCR digital transforma o sinal analdgico
convencional num sinal linear e digital passivel de ser partilhado mundialmente (Pohl &
Shih Ie, 2004).

A tecnologia de sequenciacdo foi descrita pela primeira vez por Sanger em 1977

(Sanger et al., 1977), como um método para a determina¢do de sequéncias de



nucleotidos. Esta tecnologia permitiu, ao longo de duas décadas, um grande niimero de
importantes avangos a nivel da genética (Shendure & Ji, 2008).

Apesar da utilidade e da evolugdo desta técnica, as suas limitagdes tornaram-se cada vez
mais evidentes (Shendure & Ji, 2008). Assim, o método classico de Sanger sofreu
diversas modificacdes e adaptacdes ao longo dos anos, mais recentemente pela
influéncia do Human Genome Project, o qual impulsionou a automatizag¢do e o aumento
da rentabilidade da técnica (Moorthie et al., 2011).

Os novos métodos que foram surgindo, foram intitulados como sequenciagdo de
proxima geragdo ou sequenciacdo de 2* e de 3” geracdo. A chegada desta Ulltima geracdo
de métodos de sequenciacdo mudou a base da abordagem cientifica em termos de
investigacdo e clinica, permitindo obter uma enorme quantidade de dados de uma forma
bastante econdémica. A possibilidade de sequenciar o genoma completo de véarios
organismos impulsionou estudos evolucionarios em larga escala, os quais seriam
impossiveis de concretizar h4 apenas alguns anos atras. A aplicagdo mais ampla destas
técnicas tem sido a investigacdo sobre o genoma humano, proporcionando um
conhecimento cada vez mais vasto de como as diferengas genéticas afetam a saiude e a

doenga (Metzker, 2010).



2. Diagnéstico baseado no PCR

2.1.PCR Convencional

Poucas tecnologias, na area da ciéncia, foram tdo aclamadas como a PCR. Esta revelou
ser uma técnica extremamente Util ndo sé para o desenvolvimento de novas formas de
diagndstico molecular, mas também como a base para o desenvolvimento de inimeras
novas técnicas revoluciondrias como a sequenciacao e a clonagem (Bermingham, 2003).
A PCR comecou a ser desenvolvida na década de 80 por Kary Mullis, o qual recebeu
em 1993 o prémio Nobel da quimica precisamente por esse trabalho. As reacdes
originais eram feitas em tubos contendo os componentes necessirios € eram
manualmente mudados entre banhos de dgua maria para se obter as temperaturas
adequadas a cada etapa da reacdo. A enzima que fazia a amplificagdo, a DNA
polimerase da E. coli era termossensivel o que obrigava a adi¢gdo de nova enzima no
final de cada ciclo. Posteriormente foi desenvolvido equipamento capaz de realizar os
ciclos térmicos para automatizar o longo processo manual (Sanders, 2007).

Mais tarde, a descoberta de polimerases termoestaveis revelou ser o maior avango na
tecnologia de automatizagdo do PCR, ndo havendo a perda de enzima em cada ciclo
(Bermingham, 2003).

O PCR apesar de ser uma técnica simples exige uma mao cheia de passos para serem
obtidos os resultados pretendidos. Primeiro, a molécula de DNA alvo ¢ submetida a
altas temperaturas (90 - 97° C) o que provoca a desnaturacdo da dupla cadeia (Joshi &
Deshpande, 2010). Apds a desnaturacdo, um par de pequenas sequéncias de DNA
sintético, chamadas oligonucleotideos ou primers, sdo ligados a molécula de DNA alvo

(hibridacao, ou hibridizagdo ou annealing). Estes servem como um ponto de partida



para adi¢do de nucledtidos, feita pela DNA polimerase. A cadeia molde original dita a
sequéncia dos nucleodtidos que sdo adicionados, ou seja, ha uma complementaridade em
relacdo a sequéncia de bases que se encontra na molécula de DNA original. In vitro
todos estes processos podem ser alcancados por alteragdes ciclicas de temperatura,
facilitando a desnaturagdo do DNA, a hibridagcdo dos primers e a a¢do da polimerase
(Bermingham, 2003).

Initial Cycle Cycle
denaturation 1 2

95°C

72°C

Temperature

55°C

Time

Figura 1: Demonstracdo da variagdo da temperatura ao longo do ciclo de PCR e durante
as 3 fases: desnaturacdo (D), annealing (A) e extensao (E). (Joshi & Deshpande, 2010)

Mais detalhadamente, primeiro a molécula de DNA alvo ¢ desnaturada, isto ¢, separada
em duas cadeias simples ndo emparelhadas, pelo aquecimento a 94 - 98° C. A
temperatura ¢ depois diminuida até 50 — 72° C para permitir que os primers hibridizem
(a temperatura neste passo depende das sequéncias dos primers). Em seguida, a
temperatura aumenta novamente para os 60 — 72° C para permitir que a polimerase
estenda os primers, criando uma cépia complementar da cadeia molde de DNA (Figura

1; Joshi & Deshpande, 2010)



O segundo ciclo, comeg¢a com novo aquecimento até aos 94 — 98 ° C, esta temperatura
desnatura as novas moléculas acabadas de sintetizar. No segundo passo do annealing,
os primers podem-se ligar as moléculas sintetizadas e desnaturadas, permitindo a
polimerase atuar até chegar ao fim do primeiro primer. No fim do segundo ciclo novas
cadeias foram sintetizadas e obtiveram-se moléculas com o comprimento correto
(Figura 2; Bermingham, 2003).

Nos ciclos subsequentes, o nimero de moléculas sintetizadas ultrapassam amplamente o
nimero de moléculas alvo iniciais e aumentam para o dobro em cada ciclo. Se o PCR
fosse 100% eficaz, uma molécula iria originar 2" moléculas depois de n ciclos. Na
pratica, 20 a 40 ciclos sdo normalmente usados, do que resulta uma amplificagdo média
de cerca de 2°°~10° vezes o nimero de moléculas original. (Bermingham, 2003)
Sempre que for possivel obter um par de primers especificos para uma regido de DNA,
entdo essa regido pode ser extensamente amplificada por PCR. Na maior parte das
vezes, ¢ a sequéncia e a combinacdo dos primers que influencia o sucesso do ensaio.
Dada a importancia dos primers para o sucesso da reacdo de PCR, o seu
desenvolvimento e obten¢do deve seguir certas regras. Os primers devem ter um
comprimento de 14 a 40 nucleétidos, com um equilibrio no contetido de bases G+C por
volta dos 50%, ndo devem ser complementares uma da outra (para evitar a formagao de
primer-dimer) e nao devem formar uma estrutura secundéria estavel (Bermingham,
2003).

Os primers sdo desenhados de forma a que haja a hibridizagdo em cadeias e zonas
opostas da sequéncia alvo, deste modo sdo estendidas uma em dire¢do a outra pela

adicdo de nucleotidos a partir da extremidade 3’ (Bermingham, 2003).



Annealing
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Figura 2 — esquema do PCR (Van Gelder, 2001)

Sequéncias pequenas sdo amplificadas mais facilmente, sendo normalmente a distancia
inferior a 500 pares de base (bp). Contudo, com protocolos especiais foi ja possivel
amplificar fragmentos de >10 kbp de comprimento. Se a sequencia a amplificar ¢é
conhecida, o desenvolvimento de primers especificos ¢ relativamente facil de conseguir
gracas ao extenso numero de ferramentas informaticas de elevada qualidade disponiveis
para o efeito. Se a sequéncia por outro lado ndo for conhecida serd mais dificil de
sintetizar os primers especificos, no entanto estes ainda podem ser obtidos por meio de
primers degenerados (Bermingham, 2003). A Polymerase Chain Reaction tem vindo a
ser uma grande ajuda na investigacao e no diagndstico de inimeras doengas. Tornou-se
também uma técnica padrdo em todos os laboratdrios que utilizam acidos nucleicos nos
seus protocolos. Assim, pode-se verificar que esta técnica ¢ usada por um crescente
nimero de cientistas de diversas areas. (Joshi & Deshpande, 2010)

Consequentemente verificou-se um crescente nimero de aplicacdes para esta técnica tao
versatil. O procedimento basico do PCR provou ser valioso para o diagnostico de

doengas ja que, sequéncias especificas de DNA podem deste modo ser amplificadas em



grande nimero. De facto, uma das primeiras aplicacdes foi o diagndstico de uma doenca
genética, a anemia das células falciformes, ja que a técnica de PCR necessita apenas de
uma pequena amostra, ao contrario das outras técnicas padrdo utilizadas. Deve no
entanto ter-se em aten¢do a presenca de contaminagdes, sendo o PCR extremamente
sensivel, a presenca de uma pequena quantidade de contaminantes serd fatal para o
resultado, verificando-se logo aqui uma grande limitagdo para esta técnica basica de
PCR (Guyer, 2007).

O PCR pode ser usado para amplificar quantidades infinitesimais de material genético
de agentes patogénicos que possam estar presentes em amostras de sangue, células,
agua, alimentos e outras amostras bioldgicas ou ambientais. Testes baseados em
técnicas de PCR podem ser postos em pratica para dete¢do de agentes infeciosos que
sdo extremamente dificeis de cultivar em laboratdrio, como por exemplo a doenca de
Lyme (febre da carraca) ou o virus da SIDA. No diagnoéstico e investiga¢do do cancro, o
PCR pode detetar a mutagdo oncogénica ou indicar quais 0s genes que sao exXpressos ou
suprimidos, j4 que as moléculas de RNA mensageiro associadas a esses genes podem
ser convertidos em DNA complementar, o qual pode ser amplificado. (Guyer, 2007)

A PCR ¢ também utilizada em laboratérios forenses, sendo aqui particularmente util, ja
que muitas vezes a amostra ¢ muitissimo pequena, uma gota de sangue ou um Unico
cabelo, possui uma quantidade minima de DNA original, no entanto até nestes casos ¢
possivel obter uma quantidade suficiente de DNA para identifica¢do do suspeito (Joshi
& Deshpande, 2010).

Outras aplicagdes incluem a identificagdo de sujeitos desaparecidos, testes de

paternidade, encontrar dadores de 6rgdos compativeis com o doente, restabelecimento



de relagdes evoluciondrias entre organismos, pela extracdo de DNA de muimias ou 0ssos
(Guyer, 2007).

Apesar de todas as vantagens subjacentes ao uso do PCR, denotam-se determinadas
limitagdes na técnica. Uma das mais importantes limitagdes refere-se a potencial
amplificacdo de DNA contaminante, originando falsos positivos. (Evans, 2009) A fonte
predominante de contaminacdo deve-se a produtos ‘“‘carry-over” provenientes das
reacOes anteriores, estes produtos podem ser transmitidos de outras reagdes por meio de
pipetas, tubos, reagentes ou das superficies do laboratério. De modo a evitar esta
contaminagdo ¢ necessaria a implementacdo de regras estritas dentro do laboratorio.
Estas contaminagdes tornam-se mais pronunciadas aquando do uso de primers
universais (Yang & Rothman, 2004). Outra fonte de falsos positivos provém de
contaminagdes internas de DNA latente no hospedeiro. Varias espécies virais, como por
exemplo os retrovirus, tornam-se parte do genoma do hospedeiro, bastando a detecao de
uma pequena quantidade deste para se obter um resultado falso positivo. (Van Gelder,
2001)

A necessidade da realizagcdo de uma eletroforese ou de uma hibridagdo com sondas apos
a reagdo de PCR constitui mais uma desvantagem. Devido a esta necessidade, a
obtencao dos resultados da analise torna-se mais demorada. Também o facto dos
resultados se basearem apenas na discriminacdo do tamanho das sequéncias torna a
técnica menos precisa (Roche, 2003).

Resumindo, o PCR apresenta diversos problemas incluindo: probabilidade de falsos
positivos, sensibilidade por vezes ainda insuficiente, baixa resolucdo, discriminagdo
baseada apenas no tamanho das sequéncias, resultados apenas qualitativos, baixo nivel

de automatizacdo, processamento moroso poés PCR (Roche, 2003).
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De modo a superar tais limitagdes da técnica original foram desenvolvidas técnicas
derivadas as quais se tornaram mais vantajosas e fidedignas do que a técnica original

(Roche, 2003).

2.2.PCR Multiplex

Chamberlain et. all. descreveram pela primeira vez o PCR Multiplex, demonstrando a
sua eficacia e utilidade para andlises simultaneas de diferentes /oci no gene da distrofia
muscular (Chamberlain ef al., 1988). Desde entdo, o PCR multiplex tem sido otimizado
e utlizado em diversas areas, na detecdo e andlise de genes, andlise de polimorfismos,
mutacdes, analise quantitativa, no contexto do RT-PCR (reverse transcriptase PCR), no
diagnostico de doencas infeciosas para identificagdo de virus, bactérias e parasitas
(Elnifro et al., 2000).

O PCR multiplex ¢ uma extensdao do PCR convencional. A vantagem do seu uso ¢ a
capacidade de amplificar mais do que uma sequéncia alvo simultaneamente, tornando-o
mais econdémico e mais rapido (Ravikumar et al., 2011). Para ser possivel a
amplificacdo simultdnea de vérias sequéncias basta adicionar mais do que um par de
primers na reacao (Elnifro ef al., 2000).

No entanto, esta técnica possui algumas dificuldades que necessitam ser ultrapassadas.
A presenca de mais do que um par de primers na reacdo aumenta a probabilidade de se
obterem produtos inespecificos devido a formagdo de primer-dimers (Elnifro et al.,
2000). Este fendmeno acontece devido a propor¢do de primer — template. Se a
proporcao for muito elevada ha formacdo de primer dimers, assim como no caso de
haver uma dilui¢do muito grande de template e excesso de primer. Os primers devem

7 ~ ~
estar 10" molar em excesso em relagdo ao femplate, no entanto a concentracdo do
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primer ndo deve exceder os 0.5 uM devido a formagao de primer-dimers. Assim sendo,
0 que determina a razdo primer — template ¢ a complexidade do template usado na
reacdo. Deste modo, se esta razdo for baixa o produto ndo se vai acumular
exponencialmente, j4 que as novas moléculas sintetizadas vao renaturar depois da
desnaturacdo (baixa o rendimento) ou vao inibir a forma¢do do produto. Nestas
condi¢des os primer-dimers serdo amplificados com maior eficiéncia do que o alvo
pretendido, consumindo componentes da reagdo. A otimizacdo da reagdo do PCR
multiplex visa minimizar estas interacdes ndo especificas, tomando especial aten¢cdo no
desenho dos primers especialmente no comprimento, contetido de Guanina e Citosina e
concentragcdo (Markoulatos et al., 2002). Geralmente, os primers devem ser desenhados
de modo a que as suas temperaturas de fusdo (T,) sejam proximas dos outros primers
usados na reacdo multiplex. Apesar de ser possivel o célculo das concentracdes de
primer e das temperaturas de annealing, as condi¢des perfeitas para a reagdo devem ser
definidas empiricamente. Para além dos primers, os outros componentes adicionados a
reagdo (por exemplo: Mg”", dNTP, polimerase) ¢ as condi¢des ciclicas (por exemplo
tempo de extensdo, temperatura de annealing e hot start) devem ser também otimizadas.
Deste modo, uma otimiza¢do completa das condi¢des de rea¢do torna-se muito
demorada, o que torna os novos testes de diagndstico mais caros (Shuber et al., 1995).
Apesar de tudo isto o uso do PCR multiplex possui vantagens, nomeadamente a
possibilidade de reconhecer e discriminar simultaneamente infecdes mistas, ou de
caracterizar simultaneamente mais que um fator de resisténcia a farmacos (Messmer et
al., 2000).

O PCR multiplex ¢ também frequentemente utilizado para implementar um controlo

interno nos ensaios diagnosticos. O controlo interno, em contraste com um controlo
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positivo externo, ¢ uma sequéncia de DNA presente no mesmo tubo que contem a
amostra o qual ¢ amplificada simultaneamente com a sequéncia alvo. Numa reacao onde
ndo seja integrado um controlo interno, um resultado negativo (sem banda ou sinal)
pode significar que ndo existe a sequéncia alvo na amostra, ou a presenca de inibidores.
No entanto, quando ¢ usado um controlo interno a auséncia de sinal em todos os
produtos da reagdo significa que a reacdo foi inibida, devido a presenca de substancias
inibitorias na amostra. Consequentemente, numa rea¢do que possua um controlo
interno, este deve sempre produzir um sinal, mesmo que ndo exista a sequéncia alvo do
ensaio. Este método ¢ bastante 1til, ja que pode revelar uma falha na reacdo de PCR que
de outro modo s6 poderia ser revelada por um controlo de inibi¢do, o qual ¢ muitissimo
mais dispendioso, uma vez que exige a duplicagdo do nimero de ensaios (Hoorfar ef al.,

2004).

2.3.Nested PCR

O Nested PCR é um método usado para aumentar a sensibilidade do PCR. E uma forma
de re-amplificagio de um produto de PCR. E executado um primeiro PCR o qual usa
um par de primers que produzem uma grande quantidade de produto, o qual ¢ depois
usado como um molde para a segunda amplificagio (Bermingham, 2003). E retirada
uma pequena aliquota do produto inicial para uma segunda reagdo de PCR, onde os
primers sdo desenhados de modo a amplificar uma regido de DNA mais pequena, aqui
os segundos primers sdo ‘“nested” (Evans, 2009). Obtém-se assim um produto mais
pequeno, comparando com o original. Estima-se que o Nested PCR aumenta a
sensibilidade da reagio em 10" vezes, aquando da dete¢io do produto pretendido.

Mesmo que na primeira amplificacdo a sequéncia pretendida esteja pouco visivel entre
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todo o produto amplificado ndo especifico, ¢ possivel identifica-la recorrendo a primers
especificos que possibilitam a sua amplificagdo por meio do Nested PCR. Em
contrapartida, todos os produtos ndo especificos tém muito pouca afinidade para os
primers nested, logo estes ndo irdo ser amplificados e ndo irdo contaminar o produto
obtido na segunda amplifica¢do (Mc Pherson, 2006).

Para evitar contaminagdes as duas reagdes de PCR podem ser executadas num unico
tubo. Os produtos de PCR podem depois ser analisados por eletroforese, esta ira revelar
a primeira e segunda amplificacdo (Mc Pherson, 2006).

Em qualquer experiéncia que envolva o uso da rea¢do de PCR ¢ importante a execugao
dos controlos adequados para assegurar a especificidade da PCR. No caso do Nested
PCR ¢ ainda mais importante a execucdo de controlos devido a sua elevada

sensibilidade (Mc Pherson, 2006).

24.RT-PCR

A Reverse Transcription-polymerase Chain Reaction (RT-PCR) permite estudar o RNA
via PCR. Este método ¢ altamente sensivel e especifico para a detecdo de copias de
RNA, principalmente quando a quantidade de amostra ¢ limitada (Roche, 2003).

As DNA polimerase termoestaveis usadas nas reagdes de PCR requerem DNA como
substrato, assim o primeiro passo para a analise de RNA ¢ a conversdo total deste em
cDNA (DNA complementar) por meio de enzimas de transcriptase reversa
(Bermingham, 2003). As duas enzimas mais utilizadas sdo a Avian myeloblastoma virus
(AMV) e a Moloney murine leukaemia virus (M-MuLV). Existem trés diferentes
mecanismos de acdo usados para a sintese do cDNA: um primer oligo-dT para a

amplificacdo especifica de mRNA; nucledtidos aleatorios hexamer ou nonamer; ou um
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primer especifico para o gene pretendido. Depois de se obter o cDNA este submete-se a
uma rea¢do de PCR normal, com primers especificos para o gene de interesse (Evans,
2009).

O método original para esta reagdo utilizava uma transcriptase reversa mesofilica. No
entanto, verificou-se que o uso de altas temperaturas apresentava mais vantagens. Estas
vantagens incluem: o aumento da especificidade da ligagdo do primer. Destabiliza¢do
da estrutura secundaria do RNA alvo permitindo uma sintese completa melhorada, e a

capacidade de incluir dUTP e UNG para prevengao do efeito carryover (Roche, 2003).

2.5.PCR em Tempo Real (qPCR)

O PCR em tempo real constitui para a comunidade cientifica uma das mais uteis
ferramentas tecnoldgicas dos ultimos tempos. Esta tecnologia deriva da PCR
convencional, desenvolvida por Kary Mullis, mas procura ultrapassar algumas das
sérias limitagcdes que esta apresenta. Ao proceder a amplificagdo da sequéncia de DNA
e so depois se analisar o produto, a quantificacdo tornava-se extremamente dificil. Esta
limitagdo foi ultrapassada em 1992 com o desenvolvimento do PCR em tempo real por
Higuchi et al. (Higuchi et al., 1992).

No PCR em tempo real a quantidade de produto formado ¢ analisado ao longo da
reacdo, com a introducao de fluorocromos ou de sondas fluorescentes. A monitorizagcao
da fluorescéncia permite quantificar o produto formado (Kubista ef al., 2006).
Assumindo uma determinada eficiéncia de amplificacdo, (100% corresponde a obtengado
do dobro das moléculas a cada ciclo) ¢ possivel determinar o nimero de moléculas de
DNA da sequéncia amplificada que estavam originalmente presentes na amostra inicial

(Kubista et al., 2006).
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Mais detalhadamente, na década de 90, investigadores demonstraram que a atividade
exonucleolitica 5° da Taqg DNA polimerase poderia ser explorada como um método
indireto para aceder a quantidade de material genético amplificado com o uso de sondas
fluorescentes especificas, eliminando assim a necessidade de execug¢do de uma
eletroforese (necessaria na PCR convencional). Adicionalmente foi descoberto que o
uso de fluorocromos capazes de se ligarem ao DNA poderia proporcionar uma
monitorizagdo da reacdo em tempo real, o PCR cinético. Com estas duas descobertas foi
possivel entrar na era do PCR em tempo real (Walker, 2007).

Existem métodos indiretos e diretos para monitorizar a fluorescéncia durante o ciclo de
PCR (Figura 3).

Métodos diretos referem-se aos sistemas em que a fluorescéncia resulta da ligacdo de
uma molécula fluorescente ao produto amplificado ou de uma incorporagdo direta de
uma sonda fluorescente interferente no produto amplificado. Um exemplo de um
método direto consiste no uso de um fluorocromo como o SYBR Green. Neste caso, a
liga¢do do fluorocromo ao DNA de cadeira dupla origina a fluorescéncia. Enquanto que
a marcacdo por SYBR Green tem a vantagem de ser aplicavel a qualquer produto de
PCR, eliminando assim a necessidade de desenhar um reagente especifico (sonda). No
entanto isto pode significar a falta de especificidade ou seja uma fluorescéncia de um
produto ndo pretendido, originando um erro na quantificagao (Walker, 2001).

Os métodos indiretos recorrem a reagentes especificos (sondas) para detetar os produtos
amplificados. Estas sondas de hibridizagao especificas podem ser desenhadas de modo a
s6 emitirem fluorescéncia quando se encontram ligadas ao gene de interesse (Walker,
2001). Exemplo de um método indireto € o sistema Taqman (Figura 3), um dos sistemas

mais extensamente usados (Walker, 2001).
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Figura 3: Sistemas de fluorescéncia. Sistemas que usam um fluorocromo como o SYBR
Green (S) ou uma sonda que possui fluorocromos: o reporter (R) e o quencher (Q). A
separagdo do quencher da proximidade do reporter permite a medicao da fluorescéncia

do reporter (Walker, 2001).

A reacdo de Tagman requer uma sonda de hibridizagdo marcada com dois fluorocromos
fluorescentes. Um ¢ o fluorocromo reporter na extremidade 5° (por exemplo FAM — 6-
carboxy-fluorescein ou VIC; Watzinger et al., 2006) e a outra ¢ o quencher na
extremidade 3’ (por exemplo TAMRA — 6-carboxy-tetramethyl-rhodamine; (Heid et al.,
1996, Gibson et al., 1996). Quando a sonda estd intacta, a emissdo proveniente do
fluorocromo reporter € suprimida devido a ligacdo fisica que existe entre este € o
quencher. No entanto, durante a fase de extensdo no ciclo de PCR, a atividade
exonucleolitica da DNA polimerase hidrolisa a sonda de hibridizacdo separando assim o

fluorocromo do quencher. O aumento relativo da fluorescéncia ¢ monitorizado em
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tempo real durante a fase de amplificacdo, recorrendo a um detetor, presente no
termociclador (Gibson ef al., 1996).

As sondas molecular beacon (Figura 3) possuem complementaridade entre as suas
extremidades, o que lhes confere uma estrutura caracteristica em forma de gancho de
cabelo (de onde ¢ derivado o seu nome) a qual mantem os fluorocromos proéximos, isto
permite a extin¢do da fluorescéncia do reporter por proximidade fisica com o quencher
(Walker, 2001). A linearizagdo da sonda subsequente a ligacdo ¢ usada para atenuar o
efeito do quencher. Este tipo de sonda foi utilizada para o desenvolvimento de sistemas
de sondas unimoleculares como os primers Sunset e Scorpion, estes sao incorporados na

sequencia amplificada durante a reacdo (Walker, 2001).
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Figura 4: Detecdo do produto do PCR em tempo real: o software constroi graficos com
os dados obtidos da fluorescéncia, na fase de amplificacdo. (Heid ef al., 1996)

O termociclador de qPCR ndo ¢ mais que uma combinagdo de um termociclador
convencional com uma fonte de luz, detetor de fluorescéncia e software o qual deteta e

quantifica automaticamente os produtos de PCR (figura 4; Gibson et al., 1996).
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Um algoritmo computorizado compara a quantidade de fluorocromo reporter (R) com a
emissdo do quencher (Q) a cada ciclo, durante a fase de amplificacdo do ciclo de PCR,
gerando um valor de ARn (R/Q). O valor de ARn reflete a quantidade de sonda de
hibridizacdo que foi degradada. O software constrdi entdo uma fung¢do exponencial em
fungdo dos ultimos trés valores de ARn, de cada ciclo de extensdo. Um limiar de
emissdo de fluorescéncia relativa ¢ definido na linha de base do ARn durante os
primeiros 10 a 15 ciclos. O algoritmo calcula o ciclo no qual cada amplificagdo atinge
um limiar significativo (C;). O valor de C; ¢ proporcional ao nimero de copias alvo
presentes na amostra, ou seja ¢ uma medida quantitativa do nimero de copias alvo que
se encontram em cada amostra (Gibson et al., 1996).

Os ensaios feitos por PCR em tempo real sdo caracterizados por uma grande
sensibilidade e precisdo. Outra vantagem deste método ¢ o ndo haver processamento pds
PCR, evitando assim possiveis contamina¢des dos produtos. Também por possuir
tempos de resposta rapidos e baixo custo, o PCR em tempo real revolucionou o
diagnodstico molecular, por exemplo foram desenvolvidos novos sistemas capazes de
detetar microrganismos em menos de 30 minutos. Sondas Molecular beacon tém
também sido usadas para quantificacdo de agentes patogénicos por possuirem a
vantagem de usarem um quencher que ndo ¢ fluorescente e por possuirem quatro
fluorocromos diferentes os quais podem ser quantificados simultaneamente. No entanto
as sondas molecular beacon sao altamente sensiveis a desajustes na regido de ligagdo,
devendo assim ser usados onde existem regides muito conservadas (Klein, 2002).

Uma das limitagdes do uso da técnica ¢ a necessidade de ja existirem dados referentes
ao gene de interesse. Consequentemente, o qPCR s6 pode ser usado para andlise de

genes conhecidos. Até recentemente informagdo sobre a sequéncia de interesse tem sido
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derivada de fragmentos de genes de organismos cultivados in vitro ou de clones
documentados oficialmente, usando primers baseados em sequéncias conhecidas. Por
isso, estes métodos estdo inevitavelmente limitados a andlises de sequéncias
relacionadas com outras que ja foram anteriormente caracterizadas (Smith & Osborn,
2009).

Resumindo, a introdugdo do PCR em tempo real no campo do diagndstico molecular
tem vindo a simplificar a quantificacdo de &cidos nucleicos, gerando enormes
quantidades de dados rapidamente. No entanto, ¢ necessario proceder a andlise critica
dos dados obtidos. Apensar dos ensaios por PCR em tempo real serem relativamente
precisos e reprodutiveis, a exatiddo dos dados obtidos depende de vérios fatores como a
preparacdo da amostra, qualidade dos ensaios padrdao e escolha do gene. Deste modo,
para serem obtidos dados fidveis estes devem ser comparados com outros ensaios
consagrados. Este ¢ o maior desafio no diagnostico molecular, garantir dados

fidedignos no futuro (Klein, 2002).

2.6. PCR digital

O PCR digital ¢ um exemplo do poder do PCR, fornecendo a oportunidade de um
diagnostico molecular sem precedentes. (Pohl & Shih Ie, 2004)

Esta técnica foi desenvolvida por Vogelstein e Kinzler na tentativa de encontrar mais
aplicacdes para o PCR convencional. Esta tecnologia baseia-se na aplicacdo de
condi¢des Otimas de PCR para a amplificacdo de uma tnica molécula de DNA alvo,
depois da amplificacdo procede-se a detecdo de sequéncias especificas obtidas pelo
PCR, com o objetivo de contar os alelos obtidos. (Pohl & Shih Ie, 2004)

Este procedimento experimental traduz-se da seguinte forma (Pohl & Shih Ie, 2004) :
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* A amostra de DNA ¢ diluida em placas contendo vérios pocos
* O PCR ¢ realizado em condi¢des 6timas desenhadas para amplificar uma nica
copia de DNA alvo
* As sequéncias amplificadas sofrem hibridagdo com sondas fluorescentes
(sinalizadores moleculares), as quais permitem a dete¢do de produtos
especificos, pela utilizagao de diferentes fluorocromos
* O PCR digital conta diretamente, uma por uma, quantos alelos (paterno versus
materno ou sequéncia mutante versus sequéncia selvagem) estdo presentes na
amostra.
Apoés este processo, varias andlises estatisticas podem ser executadas para medir a
distribuicdo dos alelos mutantes. Esta abordagem fornece uma base estatistica rigorosa
tornando possivel uma andlise sem precedentes do estado dos alelos em amostras de
tecidos e fluidos corporais. Assim o PCR digital transforma o sinal analdgico
convencional num sinal linear e digital capaz de ser partilhado mundialmente. (Pohl &
Shih Ie, 2004)
Para executar o PCR digital, amostras de DNA gendmico, do tecido ou do fluido
corporal, sdo diluidas por 384 pogos em placas de PCR, para haver em média,
aproximadamente 0,5 moléculas de DNA alvo (equivalente gendmico) por pogo. A
dilui¢do oOtima das amostras de DNA pode ser calculada com kits de quantificagdo de
DNA, para determinar a quantidade de equivalentes gendmicos nas amostras iniciais.
(Pohl & Shih Ie, 2004)
Assim que os produtos da amplificagdo de uma tinica molécula de DNA alvo possuem
uma sequéncia homogénea, uma variedade de técnicas convencionais podem ser usadas

para verificar a sua presenca. Reagentes com sondas fluorescentes, os quais podem ser

21



usados diretamente nos mesmos pogos onde se procedeu a amplificacdo, sdo
particularmente adequados para este proposito. Atualmente, sondas e outros andlogos
sao muito usados para a dete¢do dos produtos de PCR em ensaios de PCR digital. (Pohl
& Shih Ie, 2004)

Para analise de mutagdes, ¢ desenvolvido um par de sondas que hibridizam
especificamente uma com a sequéncia normal e outra com a sequéncia mutada . Assim,
o estado mutacional de um alelo especifico num determinado poco de andlise ¢
determinado pela intensidade da fluorescéncia emitida por cada sonda naquele poco
especifico. Ao ser efetuada a contagem dos outros pogos, o PCR digital pode ser usado
para detetar mutacdes presentes em quantidades muito pequenas nas amostras em
analise. A sensibilidade da detecdo da mutacdo depende do nimero de pogos incluidos
para andlise e da taxa de mutagdo intrinseca da polimerase usada para amplificagdo.
(Pohl & Shih Ie, 2004)

Para avaliar o desequilibrio alélico, sdo usados SNPs (single nucleotide polymorphisms)
para representar os alelos maternal e paternal. Um par de primers de PCR e um par de
sondas sdo usadas para cada SNP (Figura 5). O PCR digital ¢ executado usando um
marcador SNP para cada paciente homozigdtico. Os produtos resultantes sdo entdo

analisados usando as sondas para determinar a representacdo alélica. (Pohl & Shih Ie,

2004)
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Figura 5 — Analise por PCR digital para verificar desequilibrio alélico (Pohl & Shih Ie,
2004)
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3. Diagndstico baseado na sequenciagao

3.1.Sequenciacao de 1 geracao

A sequenciacdo de 4cidos nucleicos ¢ uma das bases mais importantes para a
investigacdo bioldgica. Existem varias geragdes de tecnologias de sequenciacdo de
DNA, as quais podem ser caracterizadas segundo o método ou segundo os resultados
que elas fornecem.

Historicamente em 1975, Sanger introduziu o conceito de um método de sequenciagdo
de DNA em “The Croonian Lecture” (Sanger, 1975), mais tarde publicou um método
rapido para a determinacdo de sequéncias no DNA por meio de sintese primerizada com
DNA polimerase (Sanger & Coulson, 1975). No ano de 1977, dois artigos excecionais
sobre sequenciacdo de DNA foram publicados: a sequenciacdo dideoxy enzimatica de
Frederick Sanger, baseada nas terminagdes dideoxinucleotidicas andlogas da sequéncia
(Sanger et al., 1977); e outro por Allan Maxam e Walter Gilbert sobre uma técnica de
sequenciacdo por degradacdo quimica, onde fragmentos de DNA sdo clivados
quimicamente em bases especificas e separadas por eletroforese (Maxam & Gilbert,
1977).

O método de Sanger viria a tornar-se a base das técnicas de sequenciagdo nos 30 anos
subsequentes a sua primeira publicacdo. Neste método, o DNA a ser sequenciado ¢
fragmentado, separado e clonado em plasmideos depois usados para transformar a
Echerichia coli (Figura 6). Para cada reagcdo, uma unica colonia de bactérias ¢ escolhida

e o plasmideo ¢ isolado (Shendure & Ji, 2008).
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Figura 6 — Esquema do processo de sequenciacdo shotgun de novo (Shendure & Ji,

2008)

Este processo de sintese foi sofrendo melhorias sucessivas e hoje em dia envolve a

incorporacdo de nucledtidos normais (os 2’
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terminadores de sintese marcados com fluorocromos fluorescentes (2°, 3’
didesoxinucleotideos — ddNTPs; Sanger ef al., 1977). A razdo dANTP/ddNTP na reacdo
de sequenciagdo determina a frequéncia de terminacdo da cadeia, e portanto, a
distribuicdo dos comprimentos das cadeias terminadas. A sequéncia ¢ determinada apds
ser submetida a uma eletroforese de alta resolu¢do em tubos capilares, onde os produtos
sao separados segundo o tamanho (Shendure & Ji, 2008).

Assim que estes fragmentos marcados saem do capilar passam pelo detetor, onde um
laser excita os fluorocromos, produzindo emissdes de fluorescéncia de quatro cores
diferentes. A leitura da cor fluorescente emitida pelos fragmentos é processada por
software especializado, que revela a sequéncia de DNA. (Smith ef al., 1987).

As melhorias mais significativas foram desenvolvidas durante o Human Genome
Program (HGP), o qual foi iniciado em 1990 e prolongou-se durante 13 anos, numa
busca internacional pelo conhecimento do genoma humano (Mcginn & Gut, 2012).
Mais de trés bilides de dodlares foram gastos para serem finalmente conhecidas as
diferengas no genoma de cada individuo, j& que sdo estas diferencas individuais que
ditam a suscetibilidade genética a doengas, a farmacogenomica e a resposta a farmacos,
por exemplo (Chan, 2005).

O progresso na metodologia de sequenciagdo foi impulsionada pela ambicdo de
sequenciar alvos de complexidade crescente. O grupo de investigacdo de Sanger
conseguiu sequenciar o genoma humano mitocondrial de 16.5kb (Anderson et al.,
1981), seguido pelos 48.5kb do genoma completo do fago lambda (Sanger et al., 1982).
Depois de Sanger se aposentar, o seu pupilo Bart Barrell conduziu a sequencia¢do do
genoma do citomegalovirus de 237kb (Baer ef al., 1984). Durante os 15 anos seguintes

foi possivel fazer leituras de bandas até 400kb, com o método dideoxy. Esta evolucdo
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foi possivel devido ao uso de géis de sequenciacdo extremamente finos e ao uso de
marcadores *°S, os quais fornecem bandas mais nitidas do que os **P (devido ao baixo
nivel de energia emitido pelas particulas 3 (Hutchison, 2007).

Depois de trés décadas de avancgos tecnoldgicos, a técnica de Sanger pode ser aplicada
para conseguir leituras de fragmentos com comprimentos até = 1,000bp, e isto com uma
precisdo de 99.9%. No contexto de um elevado rendimento na sequenciagdo gendémica

por shotgun, a sequenciacdo de Sanger tem-se tornado uma técnica cada vez mais

economica (Shendure & Ji, 2008).

3.2.Sequenciacao de 2° geracao

Na sequenciagdo de 2* geracdo moldes de DNA clonal individual sdo gerados e
sequenciados em paralelo, pelo uso de micelas. As reacdes de sequenciacdo sio
realizadas com ciclos de adi¢do de bases que podem ser feitas recorrendo ao uso de
polimerizacdo ou ligagdo de DNA, e a visualizagdo ¢ feita por quimioluminescéncia
(pirosequenciacdo), fluorescéncia (/l/lumina Genome Analyser), ou sequenciagdo por
oligo-ligagdes e fluorescéncia (SOLiID). A chave da sequenciagdo de 2* gerag@o € o uso
de vérios templates clonais em paralelo e um processo de determinag¢do da sequéncia

com uso de replicagdo enzimatica (Mcginn & Gut, 2012).

* Roche/454 FLX Pyrosequencer
A plataforma de sequenciagdo 454 foi a primeira plataforma de alto rendimento no
mercado, sendo introduzida em 2004. Esta baseia-se numa tecnologia alternativa, a
pirosequenciacdo, desenvolvida por Pal Nyrén e Mostafa Ronaghi, do Royal Institute of

Technology de Estocolmo, em 1996 (Ronaghi ef al., 1996).
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Na pirosequenciacdo, cada nucledtido introduzido pela DNA polimerase resulta na
libertacdo de um pirofosfato, o qual inicia uma série de reagdes em cadeia que
produzem luz (pela quebra da oxiluciferina pela luciferase). A quantidade de luz
produzida ¢ proporcional ao numero de nucledtidos incorporados (até ao ponto de
saturagdo do detetor). A abordagem da Roche/454 sugere que em vez de serem
sequenciados em tubos distintos, as moléculas de DNA da biblioteca sejam
sequenciadas em paralelo e em massa apds amplificacdo por PCR, as rea¢des ocorrem
na superficie das milhares de esferas de agarose (Mardis, 2008a). A superficie destas
esferas possui milhdes de oligonucleotideos, complementares as sequéncias especificas
do adaptador 454 na biblioteca de fragmentos, assim, cada esfera fica associada a um
unico fragmento (Mardis, 2008b).

Cada um dos complexos esfera/fragmento ¢ isolado em micelas 6leo/agua individuais,
as quais também possuem reagentes de PCR na fase aquosa, depois do ciclo térmico
cada micela produz em apenas algumas horas aproximadamente um milhdo de
moléculas prontas para sequenciagdo (Figura 7). Assim, cada esfera de agarose contem
na sua superficie at¢ 1,000,000 de copias do fragmento de DNA original para se
produzir um sinal detetavel. Estas moléculas amplificadas sdo depois sequenciadas em
paralelo (Mardis, 2008Db).

Virias centenas de milhares de esferas (cada uma com um fragmento unico
amplificado) sdo dispostas na superficie da 454 PTP (picotiter plate), a qual ¢ uma
estrutura capilar de silica onde existem pocgos individuais que fornecem um local fixo
para as esferas, onde cada reacdo de sequenciacio pode ser monitorizada.
Subsequentemente, esferas magnéticas de latex muito mais pequenas (com lum de

diametro), ligadas as enzimas necessarias para a pirosequenciacao, sdo adicionadas para
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rodear as esferas de agarose (que possuem o DNA) no PTP. Ja que o PTP também ¢ o
local por onde os reagentes de pirosequenciacdo fluem, ¢ incorporado no sequenciador.

Assim, os nucledtidos e as solucdes dos reagentes sdo 14 adicionados passo a passo

(Mardis, 2008a).
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Figura 7 — Esquema do processo de sequenciacdo do Roche 454. (Mardis, 2008b)
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Do lado oposto ao PTP estd uma camara que regista a luz emitida por cada esfera.

A visualizagdo dos flashes de luz da atividade da luciferase regista quais os pogos que
estdo a adicionar cada nucledtido especifico, e a luz emitida ¢ diretamente proporcional
a quantidade de um determinado nucleétido incorporado.

Os primeiros quatro nucleotidos (T, C, G e A) no fragmento adjacente ao primer de
sequenciacdo adicionados na construcdo da biblioteca correspondem ao fluxo
sequencial de nucleo6tidos na célula de fluxo. Esta estratégia permite que o software do
454 calibre a luz emitida por cada incorporacdo. No entanto, esta calibracdo ndo
consegue interpretar extensdes longas de nucledtidos multiplos (homopolimeros),
podendo provocar erros de inser¢ao ou delecdo de bases. Em contrapartida, ja que cada
passo de incorporacdo ¢ especifico de um nucleotido, erros de substituicdo sdo
raramente encontrados na leitura do sequenciador Roche/454 (Mardis, 2008b).

O sistema atual (GS FLX+) permite leituras médias de 750-800bp (85%>500bp;
45%>700bp e algumas com até 1000bp). Estas leituras sdo depois processadas pelo
software de andlise do 454 e depois rastreados por varios filtros de modo a remover
sequencias com baixa qualidade, sequencias misturadas (mais do que um fragmento de
DNA por esfera) e sequencias sem a sequencia inicial TCGA. Deste processamento
resulta um volume de dados de cerca de 700 Mb. Em comparagdo, o ABI 3730
(sequenciador automatico de primeira geracdo baseado no método de Sanger) quando
programado para sequenciar 24 x 96 placas de pogos por dia produz 440 kb de dados da
sequencia em 7 horas, com um comprimento médio de leitura de 650 bp por amostra

(Mardis, 2008a).
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* Illumina genome analyzer

Introduzido em 2006, o Illumina Genome Analyzer baseia-se no conceito de
“sequenciacdo por sintese” (SBS) o qual ¢ semelhante a sequenciagdo de Sanger. Como
acontece no 454 da Roche, o protocolo de sequenciacdo do Illumina requer que as
sequéncias a serem determinadas sejam convertidas numa biblioteca de sequenciacao
especial, a qual permite a amplificacdo e imobilizagdo das sequéncias para serem
submetidas a sequenciacdo. Para este proposito, dois adaptadores diferentes sdo
adicionados as terminacdes 5’ ¢ 3’ de todas as moléculas (Figura 8; Kircher & Kelso,
2010).

Esta biblioteca de cadeia dupla ¢ desnaturada para obter DNAs de cadeia unica. Estas
cadeias simples sdo dispostas em concentragdes muito baixas pelos canais de uma
célula de fluxo. Esta “flow cell” possui na sua superficie dois tipos de oligonucleotideos
imobilizados complementares aos dois adaptadores, utilizados para produzir a biblioteca
de sequenciacdo. Estes oligonucleotideos hibridizam com as moléculas das cadeias das
bibliotecas. Por sintese reversa, comecando pela zona hibridizada, a nova molécula que
estd a ser criada encontra-se covalentemente ligada a flow cell (Kircher & Kelso, 2010).
Esta nova molécula dobra-se e liga-se a outro oligonucleotideo complementar ao
segundo adaptador que ndo estd ligado a placa, podendo ser usado para sintetizar uma
segunda cadeia ligada também covalentemente a placa. Este processo de dobra da
molécula e de sintese reversa, chamada de amplificacdo em ponte, ¢ repetida varias
vezes e cria aglomerados de varios milhares de copias da sequéncia original, muito
proximos na célula de fluxo (Kircher & Kelso, 2010).

Estes aglomerados distribuidos aleatoriamente contém coépias idénticas da mesma

sequéncia. Deste modo as bibliotecas estdo prontas para serem sequenciadas.
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Figura 8 — O processo de sequenciagao do Illumina (Mardis, 2008b)

No analisador de genoma, milhdes de aglomerados sdo sequenciados simultaneamente,
as moléculas de DNA sdo sequenciadas base a base em paralelo usando quatro
nucledtidos marcados com fluorescéncia. As quatro bases completem umas com as
outras para se ligarem ao alvo, esta competi¢do natural garante a alta precisd@o. Depois
de cada sintese os fluorocromos sdo excitados por um laser, a cor obtida identifica a
base que foi adicionada. Este fluorocromo ¢ depois retirado para que a proxima base se

possa ligar ao template, ¢ lida entdo cada base adicionada em cada ciclo (Kircher &

Kelso, 2010).
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A “Solexa Sequencing” como foi introduzida a 2007, inicialmente permitia a
sequenciacdo simultdnea de varios milhdes de sequéncias bastante pequenas numa sé
reacdo. Anos mais tarde foram feitas varias atualizagdes dando origem ao atual ///lumina

Genome Analyzer (Kircher & Kelso, 2010).

e Applied Biosystems SOLiD

A plataforma SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation and Detection) usa uma biblioteca
adaptador-ligando semelhante aos sistemas anteriores e usa uma emulsdo de PCR com
pequenas esferas magnéticas para amplificar fragmentos para sequenciagdo. Ao
contrario das outras plataformas de sequenciagcdo de segunda geragdo, a SOLiID usa a
DNA ligase em vez da DNA polimerase (Mardis, 2008b). Uma mistura de sondas
fluorescentes com 4 cores distintas competem para a ligagdo ao primer, cada cor
representa 4 das 16 sequencias possiveis (cada uma com 4 nucledtidos). Neste processo,
um primer de sequenciagdo ¢ hibridizado com as copias de cadeia simples das
moléculas da biblioteca a serem sequenciadas e € ligado pela DNA ligase. Depois de ser
medida a fluorescéncia parte da sonda fluorescente ¢ clivada da extremidade 5’
deixando 2 nucleétidos da sonda e um grupo fosfato livre, disponivel para se dar a
proxima reagao de ligacdo (Kircher & Kelso, 2010).

Os comprimentos de leitura para o SOLID estdo definidos entre 25 a 35 bp, e cada
processo tem um rendimento de 2 a 4 Gb de dados sobre a sequencia de DNA (Mardis,
2008b).

Depois de multiplas ligagdes (normalmente durante 10 ciclos) os fragmentos
sintetizados sdo removidos por desnaturagdo. Uma segunda ronda de sequenciacdo ¢

iniciada com a hibridizacdo de um novo primer universal, seguindo-se novas rondas de

33



sequenciacdo. Este processo denominado “2 base encoding”, realiza uma leitura dupla
de cada base ao longo de vérios ciclos (Figura 9), o que aumenta a precisao da leitura
(Mardis, 2008a).

O sistema SOLiD atualmente permite a sequenciagdo de mais de 300 milhdes de esferas
em paralelo, com um comprimento de leitura entre 25 e 75 bp. Assim ambos os
sistemas, ABI SOLiD e Illumina GA, s3o comparaveis em termos de rendimento e
preco (=5,000 Mb/dia; =0,50 $/Mb). A taxa de erros depende, no entanto, da
disponibilidade de um genoma de referéncia, para corre¢do de erros (Kircher & Kelso,
2010). As duas diferengas mais significativas, que refletem a utilidade das técnicas de
segunda geracdo em detrimento das de primeira, referem-se ao comprimento da leitura
das sequéncias ser muito mais pequena e a capacidade de correcdo de erros ser muito
mais alta do que nos sequenciadores capilares. Ambas afetam a forma como as leituras

sdo utilizadas em analises bioinformaticas, dependo da aplica¢dao (Mardis, 2008b).
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* Life Technologies’s Ion Proton

O primeiro instrumento do género, comercializado pela Life Technologies, o
sequenciador lonTorrent Personal Genome Machine (PGM™), usa a incorporagdo
enzimatica de bases semelhante a tecnologia da Roche. A PGM™ usufrui do poder da
tecnologia semicondutora, detetando os protdes libertados aquando da incorporacdo dos
nucleotidos durante o processo de sintese. Fragmentos de DNA com sequéncias-
adaptador especificas sdo ligadas e posteriormente amplificadas por clonagem em
emulsdo de PCR, na superficie de esferas de 3 micrometros de didmetro. Estas esferas,
conhecidas por lon Sphere Particles, sdo transferidas para os pogos sensiveis a protdes e
a sequenciacdo ¢ iniciada a partir de um local especifico na sequéncia. Assim que se
inicia a sequencia¢do, cada uma das quatro bases (C, G, A e T) ¢ introduzida
sequencialmente (Quail ef al., 2012). Cada incorporacdo bem sucedida ¢ determinada
pela variagdo de pH devido a libertagio de H' durante a incorporagdo de bases. Um
sistema com numerosos sensores de pH ¢ usado em paralelo para detetar de que base se
trata (Mcginn & Gut, 2012). O PGM™ tornou-se em pouco tempo o aparelho de
sequenciacdo mais vendido em todo o mundo.

Depois do sucesso do PGM™ a Life Technologies langa o lonProton ™ Sequencer que
funciona de um modo ainda mais simplificado, por meio de chips. Neste caso,
transistores de efeito de campo (FET’s) sdo responsaveis pela detecdo das variagdes de
pH numa estrutura de micro pogos. Para aumentar o rendimento, o chip de sequenciagao
do lonProton™ usa uma matriz muito densa de micropogos, onde cada pogo atua como
uma camara individual de polimerizacdo de DNA contendo uma DNA polimerase € um
fragmento para sequenciacdo. Imediatamente sob esta camada de micropogos estad um

estrato sensivel a ides, seguida por uma subcamada, composta por uma matriz de
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detetores FETs, alinhada com as camadas superiores (Figura 10). Os FET detetam as
variagdes de pH durante a incorporacdo de bases e convertem este sinal em voltagem,

gravando a leitura no software (Niedringhaus et al., 2011).

On-senstve layer

Propretary lon Sensdt

. v R e fox ek s S DL g Wiy PONCRCLY NURC s DAL

Figura 10: Esbogo do chip do lonProton™. (A) uma vista cama a camada do chip,
revelando a estrutura. A camada superior contem pogos individuais de reacdo de
polimerizacdo e as duas camadas inferiores sdo compostas pelos sensores FET. Cada
pogo possui um FET correspondente que deteta a mudanca no pH; (B) reacdo a ocorrer
em cada pogo: incorporacdo, pela DNA polimerase, de uma repeticdo de dois
nucledtidos com a libertagdo de 2 ides de hidrogénio; (C) Grafico de leitura que permite
a identificacdo das bases (Niedringhaus et al., 2011).
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O primeiro chip comercializado ¢ descartavel e intitula-se lon 314 sequencing chip. Este
possui 1.2 milhdes de pocos e produz 10 Mb de informagdo, com leituras na ordem das
100 bases. De modo a aumentar ainda mais o rendimento foram lancados em 2011 dois
novos chips, o Ion 316 e 0 318, com 165 e 660 milhdes de pocos respetivamente. O lon
318 pode produzir até¢ 1 Gb de informagao e ler para alem das 200 bases, sendo o chip
de sequenciacdo mais evoluido e barato presente no mercado (Niedringhaus et al.,
2011).

Entre o sequenciador /on PGM™ e o lonProton™ (Figura 11), a tecnologia lon Torrent
pode cobrir qualquer aplicagdo. O primeiro ¢ ideal para sequenciar genes, genomas

pequenos ou para tragar perfis de expressdo de genes, por apenas 99 dolares por chip.

lon PGM™ Sequencer lon Proton™ Sequencer

Figura 11: Sequenciadores comercializados pela Life Technologies, o primeiro lon

Personal Genome Sequencer ¢ o segundo lonProton ™ Sequencer (Life Technologies,
2013).
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A sua rapidez e sensibilidade tornam-no ideal para auxiliar o avango na investigagao
clinica. A Life Technologies procura agora aprovagao pela FDA.

Quanto ao sequenciador lonProton™, o seu chip lon 316, ou lonProton™ 1 ¢ ideal para
a sequenciacdo de exomas — regides de DNA que codificam proteinas — e o Ion 318, ou
IonProton ™ II, para sequenciar genomas humanos inteiros (Figura 12).

A sequenciagdo de um genoma humano, um processo que anteriormente poderia
demorar meses ou semanas, torna-se deste modo potencialmente acessivel a pratica
clinica corrente. Uma vez aprovado o seu uso para alem dos limites da investigagao
cientifica, serd possivel desenhar terapéuticas dirigidas ao perfil genético de cada

individuo (Life Technologies, 2013).

lon Proton™ | Chip lon Proton™ || Chip

2 human exomes 1 human genome
165 million wells 660 million wells
$1,000 per run $1,000 per run

ion torrent

0*xAOXO+x

by ,‘1’# technologies™

Figura 12: Visualizagdo dos dois chips de sequenciacdo usados pelo lonProton ™

Sequencer (Life Technologies, 2013).
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3.3.Sequenciacao de 3 geracao

Ao contrario das tecnologias de segunda geragdo, que dependem do PCR para obter as
sequéncias, da sua ligacdo a placas solidas e da subsequente imagiologia da
sequenciacdo, a terceira geracdo apresenta tecnologias que ndo necessitam de qualquer
amplificacdo, sendo a sequenciacao feita em moléculas Unicas (Mccarthy, 2010). Deste
modo a terceira geracdo conseguiu superar as duas geracdes anteriores em termos de
comprimento de leitura da sequéncia (de dezenas de bases para dezenas de milhares de
bases por cada leitura), rapidez do processo (de dias para horas ou minutos), alto
rendimento, tempo de resposta mais rapido (10,000 a 20,000 vezes mais rapido),
quantidades minimas de amostra sdo necessdrias € o seu baixo custo (Pareek et al.,
2011). Comparacdes entre os varios sistemas estdo representados na Tabela 2.

Uma das maiores vantagens da terceira geragdo ¢ a sua capacidade de, em tempo real,
detetar eventos biologicos a nivel molecular, dando a melhor resolucdo possivel para
perceber o que esta a acontecer no organismo.

A sequenciacdo hoje em dia tem um papel importantissimo no diagndstico, por exemplo
no mapeamento do genoma de cancros de modo a se compreender quais as alteragdes
que se verificaram nas células tumorais e porque ¢ que elas se comportam de
determinada maneira, ou no estudo de genomas para se descobrir variagdes genéticas
ligadas a doengas. Com este método de sequenciacdo de moléculas Unicas, estende-se a
investigacdo de maneira a ser possivel a detecdo de mutacdes raras entre individuos em

termos de satde ao nivel molecular (Mccarthy, 2010).
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Tabela 2: Comparagdo de plataformas de segunda e terceira geragdo. (Adaptado de

(Pareek et al., 2011)
Empresa Roche GS GLX [llumina-Sollexa  Life Technologies Helicos Pacific
Biosciences Biosciences
Site www.454.com/in  www.solexa.com  www3.appliedbio = www.helicosbio www.pacific
dex.asp systems.com/AB_ .com biosciences
Home .com
Plataforma GS FLX Titanium HiSeq 2000, ABI SOLiD, HeliScope SMRT
Genome Analyzer SOLiD 4
IIE
Preparagdo ePCR clonal na Amplificagdo ePCR clonal na Detegdo de Detegdo de
superficie de clonal enzimatica superficie de moléculas moléculas
esferas em vidro esferas unicas unicas
Caracteristica Luz emitida de Emissdo Emissdo Detegdo em Detegdo em
reacdes secunda-  fluorescente de fluorescente de tempo real da tempo real da
rias pela nucleotideos nucleotideos fluorescéncia fluorescéncia
libertagao de marcados com marcados com
pirofosfato fluorocromos fluorocromos
Método Emulsdo de PCR/  Amplificacdo Emulsdo de PCR/  Sequenciagdo de Sequenciagdo
esferas isotermal na esferas moléculas de moléculas
“flow cell” unicas unicas
Quimica Pirosequenciagdo  Terminadores Ligagdo de sondas Terminadores Nucleotideos
fluorescentes a oligonucleotidos  fluorescentes fluorescentes
reversiveis reversiveis fosfo-ligados
Meétodo de Pirosequenciagdo  Terminadores Por ligases Uma base de Por sintese
sequenciagdo fluorescentes cada vez
reversiveis
Comprimentos 400 36 35 >1000 >1000
de leitura
(bases)
Tempo por 10h 2 —3 dias 6 dias 12 <1
leitura
Rendimento 0,035 3-6 10-20 28 100 /hora
bases/leitura
(Gb)

* Helicos HeliScope

A empresa Helicos foi a primeira a comercializar um aparelho capaz de sequenciar

moléculas individuais, ndo havendo assim a necessidade de um processo de

amplificacdo. Este tipo de sequenciagdo tem a vantagem de ndo ser afetada por erros na

preparacdo de biblioteca ou na amplificacdo e facilita a sequenciagdo de quantidades

minimas de material genético. O HeliScope, foi introduzido no mercado em Margo de
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2008, no entanto passado um ano e meio apenas quatro aparelhos tinham sido instalados
mundialmente. Isto pode dever-se ao elevado custo de cada aparelho (um milhdo de
dodlares aproximadamente) e o baixo nimero de investidores. Estes problemas foram
entretanto parcialmente mitigados, e tanto o custo por equipamento, como o custo por
leitura diminuiram significativamente. Esta tecnologia baseia-se na tecnologia “true
single molecule sequencing” —tSMS (Pareek et al., 2011). O processo pode ser iniciado
por um Unico técnico, num tubo ou numa micro lamina. A amostra de DNA ¢
fragmentada antes da adi¢do de poly-A-tail (cauda de véarias bases Adenina) em cada
molécula. No ultimo passo da poliadenilacdo ¢ adicionada uma adenina marcada com
fluorescéncia (Kircher & Kelso, 2010).

De seguida a biblioteca ¢ transferida para a “flow cell” do HeliScope, a qual possui na
sua superficie milhdes de nucleotideos poly-T universais. Cada molécula transferida
hibridiza com as terminacdes poly-T, desencadeando as reagdes de sequenciagcdo. Assim
que as amostras estdo ligadas a “flow cell”, sdo colocadas no HeliScope para leitura.
Um laser ilumina a superficie da “flow cell” revelando a localiza¢do de cada template
fluorescente. Com estas coordenadas identificadas, a adenina marcada com
fluorescéncia, na terminacdo 3’°, ¢ retirada e a sequenciagdo comeca. Polimerases
passam pela “flow cell” com um tipo de nucledtido de cada vez, A, C, G e T, com
fluorescéncia. As sequéncias reversas vao ser entdo estendidas pelas polimerases que
comegam pelos oligonucleotidos poli-T. E lida a fluorescéncia das adenosinas que se
ligaram as sequéncias antes de ser removido o fluor6éfobo (Figura 13), de seguida sdo as
bases citosina marcadas com fluorescéncia que se vado ligar complementando a
sequéncia, a leitura ¢ novamente feita e o processo repete-se para as outras bases até se

atingir o comprimento de leitura desejado (Kircher & Kelso, 2010).
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Assim, cada sequéncia ¢ Unica e sequenciada independentemente proporcionando um

elevado rendimento.
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Figura 13: Sequenciacdo executada pelo HeliScope (Kircher & Kelso, 2010)

* Pacific Biosciences SMRT
A tecnologia da Pacific Biosciences fornece fundamentalmente um novo tipo de leitura,
com o potencial de ultrapassar algumas limitagdes das tecnologias de ultima geracdo
disponiveis atualmente, distinguindo-se pela maior quantidade de informagao disponivel
em menor tempo, menos custos e menor quantidade de erros. A tecnologia de
sequenciacdo SMRT (Single Molecule Real Time) possibilita, pela primeira vez, a

observacdo de uma sintese natural de DNA pela DNA polimerase, prometendo tornar-se
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uma tecnologia transformadora que permitira um novo paradigma na analise gendmica
(Carneiro et al., 2012).

A reacdo de sequenciacdo de um fragmento de DNA ¢ feita por uma unica DNA
polimerase ligada a base de cada cdmara de visualizagdo ZMW (Zero Mode Waveguide;

Figura 14).

ZMW with DNA polymerase ZMW with DNA polymerase
and phospholinked
nucleotides

Figura 14: Sequenciacdo SMRT pela DNA polimerase (Pacific Biosciences, 2013)

A ZMW ¢ uma camara cilindrica de metal, com aproximadamente 9 nm de didmetro
que possui uma base de vidro por onde passa a luz, para que seja possivel a leitura.
Durante a sequenciacdo, o DNA da amostra ¢ alongado pela polimerase usando
nucleotidos marcados na terminacdo fosfato com 4 tipos de fluorescéncia (uma cor para
cada base) presentes na solugdo. A marcagdo no grupo fosfato, ao contrario da marcagao
feita na base (Figura 15), permite que a enzima clive a fluorescéncia como parte do
processo de incorporacdo do nucleétido na cadeia nova de DNA, deixando assim uma

cadeia sintetizada natural. Esta inovacdo demonstra a utilidade da técnica pela
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exploragdo das propriedades da DNA polimerase. A medida que a polimerase elonga a
sequéncia vai adicionar um nucledtido de cada vez, durante este periodo de
incorporacdo ¢ possivel ler a fluorescéncia emitida pelo nucleétido individualmente.
Subsequentemente, a leitura simultdnea e continua da fluorescéncia permite a

determinac¢do da sequéncia de DNA em cada uma das milhares de cdmaras ZMW

(Pareek et al., 2011).
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Figura 15: Diferenga da marcacdo fluorescente nas duas geragdes de sequenciagdo
(Pacific Biosciences, 2013).

¢ Oxford Nanopore Technology
O principio basico por detrds da sequencia¢do por nanoporos ¢ extremamente simples e
foi demonstrada pela primeira vez em 1996. Esta abordagem, ainda em
desenvolvimento, estd a tornar-se uma potencial tecnologia de 4* geracdo. Esta
classificagdo torna-se pertinente ja que a identificacdo da sequéncia passa a ser feita sem
recorrer a detecdo Otica, juntamente com a eliminacdo das etapas de lavagem
(Niedringhaus ef al., 2011). A tecnologia Oxford Nanopores oferece a possibilidade de
identificar modifica¢des individuais entre os nucledtidos — consegue, por exemplo,

fazer a disting@o entre a 5-metil-citosina e a citosina (Kircher & Kelso, 2010).
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A sequenciacdo por nanoporos envolve o uso de uma fina membrana, com elevada
resisténcia elétrica, que contém poros com aproximadamente 1.5 — 2 nm de didmetro,
imersa numa solugio salina. E aplicada uma corrente elétrica ao sistema que conduz os
10es pelos nanoporos, provocando uma mudanga de potencial. Uma biomolécula
carregada negativamente, tal como o DNA, atravessa ou bloqueia o canal em direcdo a
carga positiva, criando uma resisténcia no fluxo de ides. Esta resisténcia leva a
alteracdes na corrente elétrica, na ordem dos picoamperes (pA), que podem ser medidas
num circuito elétrico (figura 16). Moléculas de diferentes tamanhos vao bloquear o poro
de forma diferente, ou durante espacos de tempo diferentes, possibilitando a
descriminacdo entre as quatro bases de DNA (T, G ,C e A) e assim a identificacdo da
sequéncia (Mcginn & Gut, 2012, Kircher & Kelso, 2010, Gupta, 2008).
Adicionalmente, esta tecnologia consegue distinguir polinucledtidos que possuem

composicdo e comprimento similar, como na razdo GC:AT, mas possuem posi¢des

A

|ﬁ | -

Figura 16: Moléculas diferentes provocam alteragdes na corrente elétrica,

diferentes nem que seja apenas numa Unica posi¢ao (Gupta, 2008).
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proporcionando a sua identificagdo (Oxford Nanopore Technologies, 2013)

46



No entanto, para esta tecnologia ser aplicada a sequenciagdo, uma enzima, a
exonuclease deve ser ligada covalentemente a entrada do nanoporo. Esta tem a func¢do
de degradar a dupla hélice de DNA depositando no poro os nucledtidos, proporcionando
a leitura individualizada de cada nucledtido presente na sequéncia (Kircher & Kelso,
2010).

Atualmente existem dois tipos de nanoporos, os bioldgicos e os solid-state. Os
nanoporos bioldgicos usam a proteina a-hemolisina, originalmente presente em
membranas celulares durante o processo de lise. As vantagens do uso de nanoporos
bioldgicos incluem a possibilidade de serem facilmente modificados, o seu tamanho
estar bem definido e poderem ser produzidos em massa, sem alterar o tamanho e
estrutura. No caso da a-hemolisina, deve ser salientado que para alcangar um sistema
totalmente funcional, capaz de distinguir as quatro bases de DNA, o nanoporo teve de
ser modificado geneticamente e um adaptador teve de ser introduzido no canal (Mcginn
& Gut, 2012). Este adaptador tem um papel fundamental na desaceleragdo das bases
assim que estas entram no poro, ja que caso um nucledtido passe a uma velocidade
muito elevada pelo poro, demasiado répida para efetuar uma leitura individualizada, a
sensibilidade do aparelho diminui (Gupta, 2008).

Os nanoporos solid-state s3o estruturas com um orificio a escala nanométrica
formulados numa membrana sintética de silica ou derivados (SiNx ou SiO3). O uso
destes poros sintéticos alivia a dificuldade de estabilizar a membrana e de posicionar as
proteinas, desvantagens dos biologicos. Sdo habitualmente fabricados por feixes de ides
ou eletrdes, podendo assim o tamanho do poro ser alterado. No entanto, sdo ainda
necessarios elevados progressos na sintese para atingir a precisdo atomica, que ¢

intrinseca aos poros biologicos (Mcginn & Gut, 2012).
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Apesar da sua extrema sensibilidade, este método tem a desvantagem de destruir a
amostra em estudo, o que impossibilita uma segunda leitura para reducdo de erros
(Kircher & Kelso, 2010).

Apesar de tudo, a Oxford Nanopore Technologies oferece plataformas extremamente
evoluidas e vantajosas. Comercializada recentemente, a plataforma de sequenciagdo
“GridION” possui uma irma em tamanho mais reduzido, a “MinlON”. Esta ultima, ¢ a
primeira e Unica plataforma de sequenciacdo descartavel em miniatura disponivel no
mercado. Do tamanho de uma pen USB, custa aproximadamente 900 dolares, e ¢é
fornecida a clientes selecionados (Oxford Nanopore Technologies, 2013)

A companhia acredita que a sua tecnologia inovadora ira dar inicio a uma nova era em
medicina, farmacologia, agricultura, energia, biodiversidade, biologia evolucionaria,

entre outras areas, descriminadas na figura 17, presente no site da ONT.
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Figura 17 — Leque de aplicacdes das plataformas GridION e MinlON. (Oxford

Nanopore Technologies, 2013)
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4. O Diagnéstico Molecular

O diagnodstico molecular esta atualmente a ser revolucionado pelo desenvolvimento de
técnicas inovadoras de andlise genomica. Estas técnicas, aliadas a bioinformatica,
potenciam o diagndstico rapido e eficaz de doengas genéticas, infeciosas ou
oncoldgicas, por métodos cada vez mais sofisticados e ndo invasivos, mesmo antes de
estas se manifestarem. Uma das vantagens dos métodos de diagnostico baseados na
analise de acidos nucleicos ¢ a sua sensibilidade, revelando-se especialmente util
quando se possui uma amostra muito reduzida para analise (Irving, 1999).

Nos laboratorios clinicos, a andlise de amostras provenientes de individuos suspeitos de
possuirem uma doenga passivel de ser diagnosticada por métodos moleculares, ¢ feita
diariamente. Quando a sequéncia do gene em questdo ¢ conhecida, ¢ preferivel a andlise
sequencial por PCR, caso contrario ¢ feita uma sequenciagdo direta de modo a
caracterizar a nova regido de DNA. Deste modo, o aparecimento de novas técnicas cada
vez mais sensiveis e rdpidas e com aplicacdes bastante alargadas, facilitam o trabalho
tanto de geneticistas como de investigadores, oncologistas ou microbidlogos. (Bernard,

2001).

4.1.Diagnostico Genético

E facilmente percetivel a importancia das técnicas de PCR e sequenciagdo aplicadas ao
diagnodstico genético, tendo estas, desde cedo, merecido um lugar de destaque quer no

diagndstico, quer no progndstico de doengas genéticas (por exemplo a fibrose cistica)
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ou oncologicas. Para esse efeito, uma vasta gama de amostras de tecidos (sangue,
sémen, cabelo ou raspagens citologicas) pode ser processada e analisada por PCR
(Bermingham, 2003).

Em termos de testes genéticos, a informacdo pode ser adquirida de duas formas: por
ensaios diretos, onde a amostra ¢ testada para verificar se o individuo possuiu ou ndo
um genotipo especifico; ou por rastreamento de genes, onde marcadores sdo usados para
demonstrar sequéncias conhecidas em estudos familiares. Os ensaios diretos sdo os mais
usados em laboratorios de diagndstico e o seu papel ¢ ainda mais importante quando ¢
necessaria a identificacdo de desordens genéticas muitissimo raras. Para estes ensaios o
gene e a doenca devem ser conhecidos, assim como a sequéncia normal ou selvagem.
(Bermingham, 2003)

* Hereditariedade

No caso da hereditariedade, diz-se que uma desordem ¢ familiar quando esta se verifica
com maior frequéncia numa determinada familia, comparando com a populacdo em
geral. No entanto, uma situacdo de natureza genética ndo significa que esta seja
hereditaria, ou seja, a alteragdo genética pode ocorrer apds o nascimento, COmo no caso
de mutag¢des induzidas, que se verificam na maioria dos tumores.

As desordens de natureza hereditdria podem ser classificadas como monogénicas e
poligénicas. A hereditariedade autossomica recessiva (AR) ¢ monogénica e ¢
responsavel pela transmissdo de doencas ou caracteres associados a genes localizados
num dos cromossomas autossomicos. A fibrose cistica ¢ um exemplo bastante
representativo de uma doenca AR, onde mais de 1300 mutagdes alélicas tém sido
identificadas. A doenca ¢ provocada por deficiéncia dos transportadores de cloro da

membrana celular, devido a mutagdes do gene codificador CFTR localizado em 7q31.2.
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A triagem padrdo de mutagdes pode ser feita por PCR multiplex, seguido de
hibridizagao reversa. Outras desordens AR como a hemocromatose hereditaria, a
doenga de Tay-Sachs ou a atrofia muscular espinhal podem também ser detetadas por
métodos moleculares (Evans, 2009).

Quanto a hereditariedade autossémica dominante (AD), os genes relacionados com as
doengas localizam-se num dos 22 pares de cromossomas autossémicos. E também do
tipo monogénica e neste caso transmite-se de um modo “vertical”, ndo saltando
habitualmente nenhuma geragdo. Nas desordens AD, como na acondroplasia e nas
doencas associadas ao gene FGFR pode-se confirmar a presen¢a da mutagdo por PCR.
Hé também uma série de doencas AD caracterizadas por unidades de repeticdo anormal
de nucleotideos associada a doencas neuromusculares como a doenca de Hungtington.
Outro exemplo ¢ o sindrome de Marfan podendo ser feito o diagnostico pela pesquisa
da muta¢do do gene FBN1 localizado em 15g21.1 que codifica uma proteina do tecido
conjuntivo, a fibrina. Esta tem uma frequéncia de 1 para 10.000 habitantes e cerca de
25% dos casos sao devidos a mutacdes de novo.

Quanto as desordens ligadas ao cromossoma X, estas dizem respeito a doengas
determinadas por genes localizados neste cromossoma. Neste caso, os homens sdo
quase sempre os Unicos afetados, sendo o alelo mutado transmitido aos filhos através de
mulheres portadoras ndo afetadas. Duplicagdes de genes podem ser encontradas em
distrofias musculares como a distrofia muscular de Becker ou de Duchenne. Neste caso,
¢ necessario verificar se a mae ¢ portadora da mutagdo patogénica no gene DMD
localizado em Xp21, ja que os filhos do sexo masculino possuem um risco de 50% de
ocorréncia. Esta distrofia ¢ das mais frequentes e habitualmente 1 em 3000 recém-

nascidos do sexo masculino sdo afetados e 1 em 1500 mulheres sdo portadoras. A morte
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ocorre antes dos 20 anos de idade, para a maioria dos doentes. Sdo também exemplos de
doengas relacionadas com o cromossoma X, a agamaglobulinémia, sindrome de Hunter

e hemofilia A e B (Evans, 2009).

4.2.Diagnostico oncoldogico

O cancro, como doenca multifatorial, desenvolve-se pela interacdo de fatores
ambientais e de fatores genéticos. Uma determinada mutagdo pode conferir
suscetibilidade que apenas se exprima face a exposicdo a fatores desencadeantes
ambientais (como o fumo do tabaco) devido a defeitos na reparacdo do DNA. Por outro
lado, certas mutagdes presentes numa familia (portanto hereditdrias) criam um aumento
de suscetibilidade, podendo a percentagem de individuos doentes aproximar-se de 50%.
Deste modo torna-se importante a identificacdo de genes associados a suscetibilidade
oncoldgica de cada individuo.

H4 hoje em dia uma longa lista de cancros associados a mutagdes hereditarias
especificas, sendo as mutacdes APC, BRCAI e 2, TP53, Rbl e KRAS associadas a
polipose adenomatosa familiar (FAP), cancros dos ovérios e da mama, sindrome Li-
Fraumeni, retinoblastoma e cancro do c6lon, apenas alguns exemplos (Evans, 2009).

No caso do cancro do colon ndo polipomatoso hereditario (HNPCC) ou no sindrome de
Lynch a instabilidade de microssatélite ocorre em cerca de 95% dos casos e pode ser
detetada por PCR (Evans, 2009). As mutacdes dos genes MSH2, MLH1, PMSI, PMS2 e
MSH6 envolvidos na reparacdo de erros de emparelhamento, tém sido associados a esta
patologia. Também se encontram associados a este sindrome tumores do estdmago,
ovario ou do endométrio. Os individuos sdo sujeitos a este tipo de diagnostico genético
quando possuem pelo menos trés familiares com carcinoma colorrectal, dois familiares

(ou um diagnosticado antes dos 50 anos) em primeiro grau com neoplasia relacionada
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com o HNPCC, ou pelo menos duas geragdes consecutivas afetadas. Caso o doente seja
portador de mutacdes patogénicas ¢ importante proceder a intervencdes preventivas
como a colectomia total profildtica ou histerectomia total no caso de tumores do
endométrio (Regateiro, 2003).

Os sarcomas e leucemias sdo classificadas em termos de translocagdes definitivas, o que
a nivel molecular significa a fusdo de genes que levam a expressdo de cOpias anormais
do mesmo. Nestes casos ¢ usado o RT-PCR para a detecdo destas construcdes
quiméricas de mRNA, auxiliando assim o diagndstico de tumores. Também no caso dos
rabdomiosarcomas alveolares o diagnostico pode ser feito por esta técnica pela dete¢ao
do transcriptoma quimérico. Este tipo de sarcomas sdo caracterizados por rearranjos
t(2:13) (q35;q14) que justapdem parte do gene PAX3 no cromossoma 2 com o FKHR no
cromossoma 13. Outros sarcomas como o sinovial e o sarcoma Ewing podem ser
também diagnosticados por RT-PCR. As leucemias e linfomas sdo também possiveis de
detetar por RT-PCR, a leucemia mieloide cronica (CML) por exemplo, ¢ caracterizada
pelo rearranjo t(9;22) (q34;ql1), do qual resulta a fusdo do transcritoma quimérico dos
genes BRC e ABLI (Evans, 2009).

No caso de membros das familias com historia de FAP, a dete¢ao molecular da mutagao
no gene APC, em linfocitos de sangue periférico, deve ser feita logo nos primeiros anos
de vida, ja que cerca de 100% dos doentes desenvolvem cancro colorrectal. Aqui, a
doenca comega a manifestar-se pela hiperproliferagdo do epitélio do coélon com
subsequente mutacdo do protooncogene KRAS. Apds o desenvolvimento do adenoma
classe II da-se a inativagdo do antioncogene DCC facilitando a mutacdo de outro
antioncogene, o TP53, resultando em carcinoma e posteriormente em metastases. Neste

caso em particular, o diagnostico molecular ¢ imprescindivel para a detecdo de
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portadores, possibilitando uma intervengdo precoce em termos de profilaxia e
tratamento. (Regateiro, 2003).

No caso do cancro da mama existem duas formas: (1) — esporadica, responsavel pela
grande maioria dos tumores; e (2) — hereditaria, responsavel por 5 — 10% de todos os
cancros da mama e a maioria antes dos 50 anos. Existem diversos genes relacionados
com o cancro da mama hereditrio, sendo os mais frequentes as mutagdes em BRCA 1
(mama 85%, ovario 45%) e BRCA2 (mama 85%, ovario 15%). Apos a avaliagdo do
risco individual da-se inicio ao rastreio e ao aconselhamento médico que pode passar
pela profilaxia cirurgica, com mastectomia total bilateral (op¢do a considerar a partir
dos 35 anos), salpingo-ooforectomia bilateral (no caso de tumores nos ovarios) ou
quimioprevencao (mama — tamoxifeno; ovario — contrace¢do oral).

Depois da obtencdo dos resultados analiticos que coloquem individuos perante um
elevado risco de cancro, € necessaria a interpreta¢do integrada de cada caso no ambito
de uma consulta de Genética Tumoral.

Deve-se assegurar o acompanhamento e o apoio psicolégico aos pacientes para que
estes tomem medidas de preven¢do mesmo sendo individuos saudéaveis (Regateiro,

2003).

4.3.Farmacogendémica

Nos tempos que correm, cada vez mais se reconhece a importincia das variagdes
genéticas que alteraram a efetividade de certos farmacos. Diferencas hereditdrias que
afetam o seu efeito terapéutico foram documentadas pela primeira vez nos anos 50,
dando sentido a expressdo “farmacogendémica”. Esta area foi evoluindo ao longo das

décadas seguintes e abrange agora todos os aspetos farmacocinéticos dos farmacos
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(absor¢do, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do) assim como os seus locais alvo (Day
etal.,2013).

A evolucdo de estratégias de sequenciagdo e a diminui¢do dos custos associados a sua
pratica tem proporcionado um aumento da sua utilizacdo em oncologia. Nesta area, o
tratamento era feito convencionalmente com base em estudos de efetividade na
populagdo em geral, e ndo tinha em conta a varia¢do interindividual. A analise do DNA
de tumores como auxilio na escolha do tratamento ¢ uma estratégia que foi iniciada ha
mais de 20 anos. E cada vez mais comum os pacientes serem sujeitos a terapias
especificas e individualizadas, com base na presenca ou auséncia de uma mutagdo
especifica. Isto tem proporcionado o controlo de vérios cancros, incluindo mama,
pulmdo e coélon, tem também aumentado o tempo de vida e proporcionado a cura de
cancros testiculares e leucemias linfoblasticas (Mcleod, 2013).

Variacdes somadticas, variagdes encontradas no tumor, mutagdes germinativas e
variagdes hereditdrias encontradas em certos individuos, podem influenciar o
prognostico da doenga e a resposta a terapia. Estas mutagdes ou biomarcadores tumorais
podem ser classificados como marcadores de progndstico ou marcadores de previsdo, e
sdo usados para identificar subpopulacdes de pacientes que sdo mais propensos a
responder a uma dada terapia (Nelson et al., 2012).

Desde o desenvolvimento bem sucedido do Imatinib para o tratamento de leucemia
mieloide cronica, outros inibidores tirosina quinase t€ém sido desenvolvidos. Também
no cancro da mama, um paciente com amplificagdo do gene HER?2 pode ser tratada com
transtuzumabe, anticorpos monoclonais anti-HER2, ou com lapatinib, um inibidor da

tirosina quinase do HER2. Tumores solidos sdo agora rotineiramente analisados para a
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pesquisa de mutacdes nos oncogenes como por exemplo nos EGFR, PIK3CA e KRAS ja
que eles preveem também a resposta a regimes de quimioterapia (Day ef al., 2013).

O acesso as mutagdes somaticas do DNA pode ser feito por PCR digital e tem tido um
impacto muito positivo no tratamento dos doentes oncologicos. A identificacdo de
mutacdes do KRAS nos coddes 12 ou 13 em 30% dos pacientes com cancro do colon
sugere que ndo ha qualquer beneficio na terapia com anticorpos especificos para o
recetor EGFR, um fator de crescimento epidermal. Por outro lado, o cancro do pulmao,
os melanomas e doengas mieloproliferativas tendem a ser sensiveis a inibidores tirosina
quinase quando estas possuem mutacdes nos genes EGDR, BRAF e JAK2,
respetivamente (Mcleod, 2013). Também a discriminacdo alélica por gPCR com sondas
Tag-man tem sido usada para analisar polimorfismos em enzimas que metabolizam
farmacos e a suscetibilidade individual, como as glutationa S-transferases (GSTMI,
GSTTI, GSTPI) e citocromos P450 (CYP2C, CYP2D), aldeido desidrogenase, N-
acetiltransferase e triopurina metiltransferase (Walker, 2001).

J&4 que muitos dos mecanismos genéticos de resisténcia a farmacos sdo desconhecidos, a
farmacogendmica clinica assume um papel fundamental no seu estudo e identificagdo,
através da sequenciagdo de exomas especificos. A identificagdo da resisténcia a
inibidores da tirosina quinase EGFR no cancro do pulmao, levou a implementagao da
sequenciacdo rotineira do gene EGFR para orientar as escolhas terapéuticas. Por outro
lado, a identificacdo da mutacdo TSCI1 que confere sensibilidade ao everolimus,
permitiu a aplicagcdo deste farmaco a casos de cancro da bexiga em que a mesma se
encontra presente (Mcleod, 2013).

Apesar de tudo, apenas um numero limitado de ensaios gene-especificos estdo

aprovados para uso clinico de rotina pela FDA — Food and Drug Administration
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(Mcleod, 2013). Adicionalmente, as células cancerigenas podem mutar e desenvolver
resisténcia especifica para os novos farmacos, resultando na proliferacio de tumores
multirresistentes. Esta heterogeneidade tumoral apresenta um novo desafio a nogdo de

farmacoterapia individualizada (Day et al., 2013).

4.4.Diagnostico de doencas infeciosas

O diagnoéstico molecular estd a revolucionar a pratica clinica em infeciologia. Os seus
efeitos benéficos sdo significativos em ambientes de cuidados intensivos, onde as
ferramentas de diagnostico possuem a rapidez e precisdo necessdria para auxiliar a
escolha da terapia e o prognostico. A sequenciagdo ¢ o PCR tem provado a sua
aplicabilidade na clinica, proporcionando a detecdo especifica de agentes patogénicos, a
avaliacdo de novas infegdes emergentes, vigilancia, detecdo precoce de ameagas
bioldgicas e perfis de resisténcia a antibidticos. Adicionalmente, a evolugdo das técnicas
automatizadas permite uma diminuicdo do custo de cada andlise, um aumento na
precisdo e especificidade, rapidez e capacidade de detecdo de multiplos alvos
simultaneamente (Yang & Rothman, 2004).

O poder do PCR em tempo real cumpre-se na detegdo e identificagdo de micro-
organismos dificeis de semear in vitro ou que possuem um tempo de incubacgdo
demasiado extenso para um diagnostico urgente. Por exemplo no caso da
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes e
Neisseria gonorrhoeae. Anteriormente, no caso de suspeita de infecdes provocadas por
este tipo de micro-organismos, o diagnostico era feito retrospetivamente, ou seja, pela
resposta a antibioterapia.

Também na andlise de mutagdes que conferem resisténcia a antibidticos, em bactérias

como a Staphylococus aureus, Staphylococcus epidermidis, Helicobacter pylori,
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Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium as técnicas moleculares tém sido
indispensaveis. Nao esquecendo também a capacidade de identifica¢do de esporos como
no caso da bactéria Bacillus anthracis, agente etioldgico do antraz, uma potencial arma
biologica (Valasek & Repa, 2005). Apesar de todas estas vantagens apenas um niimero
limitado de métodos microbioldgicos foram aprovados pela FDA (Yang & Rothman,
2004).

Uma detecdo rapida e precoce permite a prescricdo de uma antibioterapia direcionada e
pode a longo prazo ajudar a reduzir o uso de antibioticos de largo espectro, diminuindo
assim o problema do aparecimento de estirpes multirresistentes (Gilbert, 2002).
Contudo, o aparecimento de genes que conferem determinada resisténcia a antibioticos
continua a aumentar tornando-se cada vez mais um problema de satide publica. Deste
modo, foram iniciados programas de mapeamento de genes de resisténcia de modo a
proporcionar a populagdo uma terapéutica eficaz e personalizada, revolucionando o
sistema de vigilancia de saude publica.

Adicionalmente, ¢ necessdria uma correta interpretagdo dos resultados. A presenca de
um determinado gene de resisténcia ndo implica a sua expressdo e consequente
resisténcia, significa sim, que quando este gene nao estd presente 0 micro-organismos ¢
suscetivel a um determinado antibidtico. Por exemplo, a resisténcia a meticilina ¢
mediada pelo gene mecA. Uma caracteristica distinta da resisténcia a meticilina ¢ a sua
expressao heterogénea, deste modo, quando se elaboram testes para avaliar a resisténcia
de uma dada bactéria, esta pode parecer falsamente suscetivel a certos antibioticos -
lactdmicos in vitro. Por esta razdo ¢ preferivel a detegdo direta do gene mecA4 por PCR,
eliminando a necessidade de testes in vitro que na maioria dos casos fornecem

resultados falsos que dificultam o tratamento do doente. Deste modo, o PCR tornou-se o
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método de elei¢do para a detecdo de MSRA (Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina) e para a identificacdo de resisténcias da M tuberculosis a rifampicina (Yang
& Rothman, 2004).

Em virologia, o PCR permite determinar a carga viral, oferece a possibilidade de
determinar a dindmica da proliferacdo virica, monitorizar a resposta ao tratamento e a
distingdo entre infe¢do ativa ou latente. Comercialmente ja existe uma grande variedade
de kits de PCR para anélise qualitativa e quantitativa de virus. (Watzinger et al., 2000).
A tecnologia de PCR em tempo real permite a detecdo e quantificagdo de virus
presentes em diferentes tipos de amostras: plasma, sangue periférico, liquido
cefalorraquidiano, células mononucleares, saliva, expetoracdo, urina, fezes, entre outros
tecidos solidos. O isolamento do material genético, DNA ou do RNA viral, ¢ feito
inicialmente por meio de kits de extracdo de acidos nucleicos. Nao s6 o qPCR mas
também o RT-PCR permitem que a analise seja também feita em tecidos embebidos em
parafina, 4gua, plantas e animais.

Devido a sua diversidade de aplicacdes, o RT-PCR deteta diversos virus de RNA, como
o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus da hepatite C (HCV), o virus T-
linfotrépico humano (HTLV-1 e HTLV-2), enterovirus (EV), virus sincicial respiratorio
(RSV), o virus da influenza (Inf-A e Inf-B), rotavirus e outros virus que causam
gastroenterites. O RT-PCR pode também ser empregue na detegdo de RNA mensageiro,
util no diagnostico de virus de DNA que possuem uma fase latente durante o seu ciclo
(Watzinger et al., 2006).

Em andlises de amostras reduzidas, o qPCR alia-se ao PCR multiplex para a detegao
simultinea de mais de um alvo, principalmente em amostras de liquido

cefalorraquidiano onde se suspeita da existéncia de multiplos virus neuro-invasivos.
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Pelo mesmo procedimento ¢ possivel detetar o virus da hepatite B e C (HBV, HCV), o
HIV-1, virus da parainfluenza (PIV1-4), o herpes simplex virus (HSV), o
citomegalovirus (CMV), o virus da varicela zoster (VZV), o virus de herpes humano 6
(HHV-6), adenovirus, o virus de Epstein-Barr (EBV) ou o virus da raiva (Elnifro et al.,
2000).

A detecdo da carga viral € essencial para determinar a resposta a terapia, assim como
para a identificagdo de estirpes resistentes, crucial em tratamentos de infegdes
provocadas pelo virus da hepatite C e B ou na infecdo por HIV. Assim, a execugdo
rotineira de qPCRs seria vantajosa (Watzinger et al., 2006).

Atualmente um dos maiores problemas das terapias antiretrovirais, ¢ a elevada
ocorréncia de mutagdes no virus do HIV que conferem resisténcia mesmo a farmacos de
Gltima linha. E crucial nestes casos amplificar e sequenciar o RNA viral para identificar
estas mutagdes. E feito de seguida um plano terapéutico individualizado de modo a
serem obtidos os melhores resultados. Todo este processo pode ser feito hoje em dia por
RT-PCR seguido de sequenciacdo ou por PCR digital sdo detetadas e quantificadas as
mutacgdes raras mas mais significativas para a terapéutica (Yang & Rothman, 2004).
Também no caso do virus do HPV (human papillomavirus), é crucial aplicacdo de
métodos moleculares para fenotipagem. Com identificacdo da estirpe presente na
amostra citologica ¢ possivel avaliar o risco de cancro do colo uterino ja que as estirpes
16, 18, 31 ou 45 sdo consideradas de risco elevado (Tsongalis & Silverman, 2006).

Um sistema solido e universal de diagndstico molecular de doencas infeciosas vai
tornar-se uma ferramenta indispenséavel para a clinica do século XXI. Tanto em cenarios
clinicos ou cenarios de catdstrofe, ensaios rapidos e fidveis serdo indispensaveis para

determinar a avaliacdo do risco dependendo do agente causador e da sua viruléncia. A
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gestdo de recursos serd facilitada e permitird uma triagem rapida de modo a ser

administrada a terapia mais eficaz (Yang & Rothman, 2004).

4.5.Metagenomica

A flora humana, o vasto nimero de micro-organismos que vivem em estreito equilibrio
com 0 nosso organismo, ¢ um campo importante mas ainda pouco explorado, passivel
de uma andlise detalhada com vista a futuras aplicabilidades farmacoldgicas. A
metagenémica ou gendmica ambiental consiste na andlise gendmica de comunidades
complexas de micro-organismos em contextos ecologicos variados (Dupre & O'malley,
2007).

Estudos recentes sugerem que novas estratégias terapéuticas e diagndsticas podem
surgir pela compreensdo da habilidade da flora comensal em afetar o metabolismo e
predispor ao desenvolvimento de doencas. Aliando o conhecimento do genoma humano
e dos fatores de risco ambientais, ¢ possivel compreender a sua variagdo interindividual.
Nem sempre os biomarcadores clinicos e genéticos conseguem explicar a resposta
terapéutica do doente. Um aspeto negligenciado mas crucial para o metabolismo de
xenobidticos ¢ a influéncia dos bilides de micro-organismos que habitam o nosso trato
gastrointestinal, ndo s6 aumentando e diversificando as enzimas metabdlicas como
também alterando a expressdo genética do hospedeiro. Esta interagdo hospedeiro —
flora ¢ reciproca, ja que a exposicdo a xenobioticos, especialmente antibidticos, podem
afetar a estrutura das nossas comunidades microbianas (Haiser, 2012).

Distirbios na flora geralmente removem ou matam uma fracdo da comunidade,
fornecendo uma oportunidade para novos colonizadores aumentarem 0s seus numeros.
O efeito dos antibidticos na flora intestinal serve de paradigma para estes disturbios.

Durante as ultimas décadas a resisténcia a antibioticos tem crescido, e a preocupagdo
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em encontrar novos e mais eficazes antibidticos tem também aumentado. Compreende-
se agora o efeito que a antibioterapia pode ter sobre a flora intestinal, perturbando a
interagdo entre o hospedeiro e os micro-organismos, e afetando a satde e o bem estar do
primeiro. No entanto, a resisténcia a antibioticos pode ser benéfica caso seja
desenvolvida pela propria flora comensal. Mais concretamente, uma vez sujeita a
terapia antimicrobiana, a flora habitual ¢ dizimada, o que perturba a satide do doente
mesmo depois de o organismo patogénico alvo ser eliminado. Caso essa mesma flora
desenvolvesse resisténcia a terap€utica antimicrobiana, esta poderia ser aplicada sem
afetar o equilibrio normal do doente (Costello et al., 2012).

Contudo, a diversidade microbiana nao esta limitada sé as bactérias. Outros micro-
organismos, como os fungos, t€ém também papeis importantes na estabilidade das
comunidades microbianas e na saude humana. As metodologias de identificacdo de
fungos tém sido limitadas, em compara¢do com as técnicas disponiveis para bactérias.
Desde a descoberta da candidiase oral em 400 a.C. por Hipocrates, a comunidade
cientifica comecou a explorar o papel que a flora comensal tem na saide e na doenga.
Estudos feitos em meios de cultura demonstraram que a Malassezia, Rhodotorula,
Debaromyces, Cryptococcus ¢ a Candida fazem parte da flora comensal fungica.
Infecdes fungicas cutaneas afetam um elevado nimero de individuos em todo o mundo,
mas o papel destes dermatédfilos em infecdes comuns das unhas dos pés pode tornar
dificil a identificacdo da flora recorrendo apenas a meios de cultura. Pela dificuldade em
estabelecer condi¢des Otimas de crescimento, os meios de cultura t€ém vindo a ser
substituidos por métodos de sequenciacao (Findley et al., 2013).

Estudos como o de Findley, et a/ (2013) demonstram a complexidade dos ecossistemas

da pele. Diferentes fatores determinam que tipo de micro-organismos vao habitar a
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nossa pele, dependendo muitas vezes das suas propriedades fisioldgicas. Por exemplo,
espécies de Malassezia predominam em areas do tronco e bragos. Em contraste, os pés
apresentam uma diversidade fingica tremenda e possuem menor estabilidade,
proporcionando uma oportunidade para fungos patogénicos criarem doenca. Os pés,
seja calcanhares, espacos interdigitais ou unhas, sdo locais comuns de infe¢des
recorrentes de fungos. Também ¢ relatado no estudo de Findley, et a/ a diversidade
fingica em locais anatdmicos propensos ao desenvolvimento de outras infecdes
cutineas, incluindo dermatites seborreicas, dermatites atdpicas e tinea cruris. Com os
avancos nas técnicas de sequenciagdo ¢ possivel compreender as interagdes entre os
micro-organismos (bactéria — fungo; bactéria — bactéria; fungo — fungo) que residem
nestes meios de elevada diversidade. Mais ensaios em pele sa devem ser feitos assim
como estudos sobre doengas dermatoldgicas devem ser realizados de modo a explorar
as interagdes hospedeiro — micro-organismo. Adicionalmente, novos tipos de tratamento
devem ser desenvolvidos de modo a se poderem substituir os azoles, as equinocandinas
e a amfotericina B, terap€uticas antifungicas com efeitos adversos significativos (danos

hepéticos e uroldgicos).
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5. Conclusao

A evolugdo tecnoldgica, a par dos numerosos avangos cientificos dos tltimos 60 anos,
tém transformado o modo como abordamos o mundo e os seus sistemas bioldgicos. O
que inicialmente requeria um ambicioso investimento material ¢ humano estd hoje
disponivel de um modo surpreendentemente simples e acessivel, passivel de ser posto
ao alcance da prética clinica e da satde das comunidades. As imensas possibilidades
dos métodos moleculares ndo se esgotam nos pontos abordados neste trabalho, e novas
aplicacdes estdo ainda por ser reveladas.

O PCR digital e a sequenciagdo de 3* geracdo, sdo neste momento a promessa de um
futuro prospero na area da investigacdo clinica. E importante que os profissionais de
satde estejam conscientes das vantagens associadas a utilizacao destas tecnologias e das
possibilidades diagndsticas e terap€uticas a elas inerentes.

Tanto o desafio langado pela National Human Genome Research Institute, como o
empenho da comunidade cientifica em colocar as suas descobertas ao servigo da
humanidade, impulsionaram o desenvolvimento de métodos de PCR e de sequenciagdo
mais poderosos, baratos e acessiveis. A reducdo dos custos na sequenciagdo de DNA,
em varias ordens de grandeza, estd a democratizar a sua utilizacdo. Assim,
investigadores em todo o mundo tém a oportunidade de por em pratica os seus projetos.
numa escala anteriormente possivel apenas em grandes centros genémicos

Uma vez compreendida a influencia da diversidade humana no comportamento das
doengas, foi possivel dar inicio a uma nova era na investigacdo clinica, onde o PCR e a
sequenciacdo sdo a chave para o desenvolvimento de terapéuticas direcionadas e

individualizadas as exigéncias genéticas de cada individuo.
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A reducdo dos custos e o aumento da mobilidade dos equipamentos abrem a porta ao
diagnostico de doencas e ao arranque de novos e mais detalhados estudos
epidemioldgicos em 4reas remotas. Esta facilidade de acesso serd um ponto de partida
para a transferéncia de tecnologias cientificas para paises em desenvolvimento,
respondendo 4s duas necessidades prementes.

Espera-se também que estas tecnologias mais avancadas e baratas entrem em meios
educacionais, permitindo aos educadores cientificos impulsionar e encorajar os seus
alunos.

Apesar de ser dificil de prever o que o futuro reserva no campo da genética, ¢ possivel
antever que o desenvolvimento tecnologico ndo estancard por aqui. Novos métodos e
novas aplicagdes surgirdo, ajudando-nos a desvendar definitivamente os segredos da

célula.
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