ORCANIZADOR:
Luis Guillermmo Ramirez Mérida

Genomase
Biotecnologia:

novas fronteiras em microbiologia
..
@

o o
o o
® e
—%




ORGANIZADOR:

Luis Guillermo Ramirez Mérida

Genomase
Biotecnologia:

novas fronteiras em microbiologia




Genomas e Biotecnologia: novas fronteiras em microbiologia
© 2025 Mérida Publishers
https://doi.org/10.69570/mp.978-65-84548-32-9

Organizador
Luis Guillermo Ramirez Mérida

Adaptacdo da capa e desenho gréfico
Luis Miguel Guzman

M

MERIDA
P U I E

JBLISHERS

( Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)
. (eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)
Canoas - RS - Brasil e A L I
contact@meridapublishers.com G335 Genomas e Biotecnologia [livro eletrénico] : novas fronteiras em
. . microbiclogia / Organizador Luis Guillermo Ramirez Mérida. —
www.meridapublishers.com Canoas, RS: Mérida Publishers, 2025.
Formato: PDF
L . Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Todos os direitos autorais pertencem a Modo de acesso: World Wide Web
Mérida Publishers. A reproducéo total ou Eg&g'ﬁ”ﬁ%ﬁga
parcial dos trabalhos publicados, é permitida ISBN 978-65-84548-32-9
desde que sejam atribuidos créditos aos 1. Biotecnologia. 2. Genoma. 3. Microbiologia. . Mérida, Luis
autores. Guillermo Ramirez.
CDD 570.285
9 Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422




Apresentacao

A microbiologia e a biotecnologia tém passado por uma revolugéo
impulsionada por avancos tecnoldgicos que nos permitem explorar a vida em
sua esséncia molecular e genética. Este livro, " Genomas e Biotecnologia: novas

fronteiras em microbiologia”, € um convite para explorar as fronteiras do

conhecimento nesses campos fascinantes.

Na primeira parte, mergulhamos no mundo da patogendmica,
desvendando os genomas dos patdgenos e as estratégias moleculares que
utilizam para nos infectar. Explorando as técnicas de sequenciamento de alto
rendimento, a genbmica comparativa e as ferramentas bioinformaticas que nos
permitem identificar genes de viruléncia, entender a relacdo patégeno-

hospedeiro e rastrear a evolucao de doencas infecciosas.

Em seguida, investigamos o impacto das técnicas moleculares no
diagnéstico, tratamento e prevencéo de doencas infecciosas. Se abordaram as
Gltimas inovacdes em meétodos de amplificacdo de acidos nucleicos,
sequenciamento de DNA, hibridizacdo molecular e diagnéstico baseado em
CRISPR, revelando como essas ferramentas estdo transformando a

microbiologia e a medicina.

A terceira parte do livro é dedicada a probiogendmica, um campo
emergente que estuda os genomas dos probidticos e seus beneficios para a
saude humana. Exploran-se as tecnologias 6micas que nos permitem identificar
0S mecanismos moleculares pelos quais os probidticos exercem seus efeitos
benéficos, desde a modulacdo do sistema imunologico até a producdo de

compostos bioativos.

Finalmente, embarcamos em uma jornada pela biotecnologia de
microalgas, um campo promissor que nos oferece solu¢des sustentaveis para
producdo de bioenergia e compostos bioativos. O capitulo discute o potencial
das microalgas como fonte de biocombustiveis, alimentos e produtos
farmacéuticos, além de explorar os desafios e as perspectivas futuras dessa

area.



Este livro é destinado a estudantes, pesquisadores e profissionais das
areas de microbiologia, biotecnologia, medicina e areas afins. Esperamos que
ele sirva como um guia abrangente e inspirador, despertando o interesse pela

pesquisa e pelas aplicacdes praticas desses campos em constante evolucao.

Boa leitura!l
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CAPITULO 1

Patogendmica: Explorando os Genomas de Patdégenos

Lucas Gabriel Rodrigues Gomes, Eduarda Guimarédes Sousa, Fernanda Diniz
Prates, Talita Pereira Gomes, Gabriel Camargos Gomes, Janaine Aparecida de
Paula, Pedro Henrique Marques, Ana Lua de Oliveira Vinhal, Bernardo Buhr
Alves Mendoncga, Aline Ferreira Maciel de Oliveira, Mariana Leticia Costa
Pedrosa, Luiza Pereira Reis, Marcus Vinicius Canario Viana, Siomar de Castro

Soares, Sandeep Tiwari, Arun Kumar Jaiswal, Vasco Azevedo

https://doi.org/10.69570/mp.978-65-84548-32-9.c1

Resumo

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

Palavras-chave: Big Data, Patogendbmica, Sequenciamento, Genomas,
Bioinformatica.

M Genomas e Biotecnologia: novas fronteiras em microbiologia
Luis G. Ramirez Mérida (Orgs.) © 2025 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. Introducéo a Patogenémica

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

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

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

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

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

(Goldsmith-Fischman e Honig, 2003). Essa abordagem néo apenas facilita novas


https://www.zotero.org/google-docs/?BiIT14
https://www.zotero.org/google-docs/?BiIT14
https://www.zotero.org/google-docs/?76xWSh
https://www.zotero.org/google-docs/?OV6LqI
https://www.zotero.org/google-docs/?OV6LqI
https://www.zotero.org/google-docs/?evxA9g
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descobertas sobre a dindmica e a interacdo dessas proteinas com outras
moléculas, mas também potencializa suas aplicacbes na descoberta e
aprimoramento de farmacos. Por outro lado, a metagendmica, ao permitir o
estudo das estruturas e fungdes de microrganismos a partir da analise de uma
comunidade completa presente em uma amostra ambiental, oferece uma
compreensao mais profunda de como esses genes interagem entre si e
desempenham suas fun¢des no contexto especifico daquele ambiente (NRC,
2007).

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

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

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

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

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


https://www.zotero.org/google-docs/?LzXCzr
https://www.zotero.org/google-docs/?LzXCzr
https://www.zotero.org/google-docs/?4gh7r4
https://www.zotero.org/google-docs/?YA1Kpa
https://www.zotero.org/google-docs/?YA1Kpa
https://www.zotero.org/google-docs/?skzeft
https://www.zotero.org/google-docs/?J6B3Or
https://www.zotero.org/google-docs/?FUA7ee
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um grande foco tem sido colocado na compreensdo de mecanismos de

resisténcia a antimicrobianos.

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

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

género Treponema enfrenta consideraveis desafios técnicos, devido as grandes


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

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

2. Historico da Patogendmica
2.1. Origens e Desenvolvimento Inicial

O termo patogendmica surgiu por volta dos anos 2000 devido aos

avancos do Projeto Genoma Humano. Patogen6mica é a denominagéo utilizada


https://www.zotero.org/google-docs/?lLeFD6
https://www.zotero.org/google-docs/?eqNMwv
https://www.zotero.org/google-docs/?8WrQfV
https://www.zotero.org/google-docs/?JVJG1A
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para a analise gendmica de microrganismos patogénicos, ou seja, refere-se a
andlise do DNA, RNA e proteinas de diferentes patégenos, como bactérias, virus
ou fungos para caracterizar estruturas moleculares e funcgdes, definir seus
processos evolutivos e mapear os genomas destes microrganismos (PRADEL et
al., 2006). Vale ressaltar que o primeiro genoma completamente sequenciado no
mundo foi de um microorganismo, o bacteriéfago ¢x174, sequenciado em 1977
por Sanger et al., concretizando o marco inicial da era genémica (SANGER et
al., 1977).

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

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

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

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

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

destes avancos.

LINHA DO TEMPO
A EVOLUGCAO DA PATOGENOMICA

GenBank
Repositério central

Loui 1953 para sequéncias de
Estabeleceu a relagdo DNA e RNA.
enlreﬂpnlo’geno e Globalizou as
oenca. 9
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ENA e DDBJ.
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Primeiro microscépio Criacéio do Swiss
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e protozoarios por
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tuberculosis.
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Prémio Nobel.

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

descobertas que impulsionaram esse campo da bioinformatica.

2.2. Marcos Histoéricos

Ao longo dos séculos, o Mycobacterium tuberculosis tem constituido uma
ameaca significativa para a saude mundial. Esta doenga tem sido associada aos
seres humanos ha cerca de 70.000 anos (COMAS et al., 2013). A informacéo
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anterior ndo surgiu ao acaso, e sim como resultado de uma abundancia de
estudos sobre genomas, bioinformética, filogenética e arqueologia. Nesta secéo,
o foco seréa o sequenciamento do genoma do M. tuberculosis e do Plasmodium
falciparum e seu contexto evolutivo (BANUS et al., 2015; COLE et al., 1998).

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

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

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

2.3. Evolucao e Expansédo do Campo

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

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

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

Os diferentes marcos relativos as técnicas de sequenciamento deram

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

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

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

serdo aprofundados posteriormente.

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

(PacBio), single-molecule real-time (SMRT), e o Oxford Nanopore Technologies


https://www.zotero.org/google-docs/?FzQZGU
https://www.zotero.org/google-docs/?iLyw40
https://www.zotero.org/google-docs/?iLyw40
https://www.zotero.org/google-docs/?6DrWfg
https://www.zotero.org/google-docs/?6DrWfg
https://www.zotero.org/google-docs/?tQXz15
https://www.zotero.org/google-docs/?a0Rh3m

21

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

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

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

ciéncias de dados como instrumento para a analise de genomas.

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

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

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

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

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

Alemanha, Japao e Reino Unido.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.1.2. Andlise Comparativa de Genomas

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

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

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

algoritmos de alinhamento simples e de multiplas sequéncias.

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

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

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

evolutivas entre duas sequéncias bioldgicas (MULLAN, 2006).

Abaixo algumas ferramentas de bioinformatica amplamente utilizadas

para comparagdo gendmica que se baseiam nos algoritmos citados acima:

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

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

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

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

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

Uma técnica amplamente utilizada e que se baseia na amplificacéo,

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

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

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

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

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

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

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

progressiveMauve (DARLING | Identificacdo e alinhamento de regides

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

3.1.3. Estudo de Variantes Genéticas

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

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

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

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

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

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

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

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

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

variantes serd em relagdo ao genoma de referéncia.

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

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

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

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

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

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

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

sorovar Ratnapura cepa Wumalasena.

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

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

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

3.2. Andlise de Interacfes Patégeno-Hospedeiro

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

analisaremos 0s principais aspectos comumente presentes nessas condigdes.

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

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

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

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

enzimas e capsulas (CHEN, 2004).

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

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

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

patogenicidade. Abaixo algumas dessas ferramentas:

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

potenciais fatores de viruléncia (CHEN, 2004).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tabela 2. Exemplos de fatores de viruléncia em patdégenos conhecidos

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

Staphylococcus aureus | Toxinas: altamente inflamatérias e que podem causar

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

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

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

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

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

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

7

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

Patégeno Hospedeiro

Interagdes

) : noma
Patégeno-Hospedeiro Geno

Genoma
Fatores de viruléncia

« . Susceptibilidade
Produgéo de toxinas : .
T T ) . Severidade de sintomas
Resisténcia a antibiéticos ¢ >

. & Imunidade
Evasdo imune Patogénese

- Transmisséo
Infecciosidade

Figura 2. Interacfes genoma-genoma no contato entre patégeno e hospedeiro

3.2.2. Interagdes Moleculares

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

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

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

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

saber:

e Aqueles baseados em homologia: Quando uma determinada interacéo

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

e Aquelas baseadas na estrutura: Quando um determinado par de

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

e Aguelas baseadas na interacdo entre motivos conservados: esses

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

e Agueles baseados em aprendizado de maquina: Eles extraem dados

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

3.2.3. Respostas Imunes e Evasédo Imunolégica

A resposta imunologica do hospedeiro contra um patdégeno comecga com
o macréfago residente proximo ao sitio de entrada do patégeno no corpo humano
e, ao observar isto, realiza fagocitose do patégeno visando controlar e “alertar”
novas unidades de leucécitos sobre a infeccéo. Apos a fagocitose, 0 macrofago
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libera citocinas e quimiocinas que deixam o local da infeccdo e se ligam a
proteoglicanos presentes na superficie do endotélio do vaso sanguineo mais
proximo que “espera” que um leucocito passe por esse vaso (ABBAS, 2018;
KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; MOORE et al., 1995). Esse primeiro estagio
€ conhecido como o reconhecimento pelo sistema imunolégico inato da

existéncia do patégeno no corpo.

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

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

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

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

desenvolver mecanismos de evaséo imune para sobreviver.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

tratamento adequado para as doencas.

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

impactam na viruléncia do patégeno.

4.2. Desenvolvimento de terapias e vacinas

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

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

gue abrange todos.

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

€SSses organ iSmos.

4.3. Monitoramento e Controle de Epidemias

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

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

4.4. Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Alvos Terapéuticos

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

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

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

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

5. Desafios e Perspectivas Futuras

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

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

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

gendmicas e patoldgicas, particularmente em oncologia.

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

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

tempo util. Um dos principais problemas enfrentados € a baixa proporcao de DNA
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patogénico nas amostras de infeccéo, o que exige tecnologia de sequenciacao
profunda e bioinformética avancada para reconstruir genomas patogénicos
histéricos ou incompletos (SATAN et al., 2023).

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

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

seguranca dos doentes.

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

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

o tratamento em tempo real.

5.2. Tendéncias Futuras

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

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

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

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

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

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

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

dados para fornecer insights mais profundos.

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

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

6. Conclusao

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

de estratégias terapéuticas personalizadas e vacinas mais eficazes.
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O impacto desse campo para a ciéncia e a saude publica € inegavel,
especialmente no monitoramento e controle de doencas emergentes e
patébgenos multirresistentes. Ao sequenciar e analisar genomas de patégenos, €
possivel identificar fatores de viruléncia e resisténcia, prever a evolucdo de
surtos e orientar politicas de saude publica, como ilustrado pela resposta a
pandemia de COVID-19. Ademais, as metodologias de sequenciamento
permitiram uma abordagem mais abrangente e precisa no diagnostico molecular,

melhorando significativamente as estratégias de deteccéo precoce.

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

surtos.

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

eficacia e seguranca a nova geracao de farmacos.

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

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

conhecimento.

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

resisténcia a antimicrobianos.

“wAa

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

conhecimento cientifico e tecnolégico.
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CAPITULO 2

Atualizacfes, impactos e perspectivas das técnicas

moleculares: contextualizando a biologia molecular
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Resumo

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

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

M Genomas e Biotecnologia: novas fronteiras em microbiologia
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1. Introducéo

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

qualidade e da quantidade do material genético a ser analisado.

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

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

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

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

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

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

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

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

transmissao microbiana (LORENZO-REDONDO, 2021).

bY

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

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

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

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

sociedade.

2.1. Eletroforese em gel

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

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

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

2.2. Hibridizacéo

7

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

incompativel (CHANDLER et al., 2006).

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

imunohistoquimica para detectar as proteinas, nem como o0 mRNA.

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

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

2.3. SIP (Stable-Isotope Probing)

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

comunidades que habitam ambientes terrestres e aquaticos.

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

microbioma.

7

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

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

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

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

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

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

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

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

s

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

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

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

3.2. Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH fluorescence in situ

hybridization)

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

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

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

3.3. Clonagem

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

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

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

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

3.4. Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao

(RFLP_Restriction Fragment Length Polymorphism)

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

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

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

insercdes e delecbes também sejam responsaveis por alguns sitios polimaorficos.

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

3.5. Analise Automatizada de Espacador Intergénico Riboss6mico

(ARISA_Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

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

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

3.6. Sequenciamento de DNA

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

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

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

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

Outra aplicagédo envolve produtos de PCR feitos com primers

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

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

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

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

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

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

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

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

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

organismos até entdo pouco conhecidos.

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

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

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

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

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

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

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

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

4.2. Andalise Northern Blot

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

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

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

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

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

4.3. Microarranjo (Microarray)

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

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

5. Perspectivas e Considerac¢des Finais

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

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

namero maior de pacientes.

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

representadas de forma imprecisa.

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

diagnéstico e tratamento de doencas, especialmente em humanos.
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Resumo

Segundo a Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a definicdo de probidticos sdo microrganismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro. Para cada cepa probiética a seguranca e eficacia deve ser avaliada, e
bem como a andlise dos efeitos desses microrganismos na garantia de probiose.
Nos ultimos anos foi observado um avan¢o nas tecnologias de sequenciamento e
bioinformética, 0s quais impulsionaram a pesquisa em microbiologia. O
desenvolvimento das plataformas de analises in silico, que utilizam tecnologias
baseadas em Omicas, permitiu caracterizar essas linhagens como potenciais
probidticos, bem como identificar fatores genéticos, elucidar os complexos
mecanismos que promovem a sobrevivéncia, adaptacéo ao trato gastrointestinal e
promocédo de efeitos benéficos desses microrganismos ao hospedeiro. Os dados
gendmicos possibilitaram uma analise mais aprofundada sobre os fatores genéticos
e moleculares relacionados com o0s efeitos de probiose como atividades
antimicrobianas e antifungicas, producdo de metabdlitos secundérios, genes que
codificam compostos bioativos como vitaminas e genes relacionados com a
imunomodulacdo e producdo de citocinas anti-inflamatérias. Andlises a nivel
gendmico, associadas com estudos in vitro e in vivo, vém sendo utilizadas para a
caracterizacdo de novos candidatos probioticos, e fornecendo novas perspectivas
sobre os principais fatores associados as caracteristicas funcionais e de seguranca
destes microrganismos. Através das andlises de probiogenémica € possivel analisar
e revelar a base molecular sobre a diversidade, interacdo e evolugéo de bactérias
comensais e probioticas na promoc¢édo da saude do hospedeiro. O objetivo deste
capitulo é fornecer uma visao global da Probiogenémica, das suas técnicas e das
suas aplicagdes, explorando os seus fundamentos, avangos e perspectivas futuras.

Palavras-chave: Probiogenémica; Probiéticos; Bioinformatica; Omicas

M Genomas e Biotecnologia: novas fronteiras em microbiologia
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1. Introducéo

O estudo de probidticos nos ultimos anos se tornaram relevantes na
industria farmacéutica e alimenticia, devido sua alta aplicabilidade e beneficios
na prevencao de doencas e melhoria do estado nutricional. A probiogendémica &
uma evolucdo nos estudos de probidticos que sédo definidos como
"microrganismos vivos que, qguando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro" (HILL et al., 2014), a qual € uma
area crescente devido o sequenciamento de nova geracdo e 0 aumento de
técnicas e programas de bioinformatica para analisar molecularmente todos os
beneficios e seguranca de uma cepa probidtica (SIMONE, 2019). Esse
fendmeno gerou um crescente interesse tanto na pesquisa quanto no mercado
global, impulsionado pela demanda crescente por produtos que contenham
probidticos, sejam eles convencionais ou inovadores. Nesse contexto, surge a
andlise de novas cepas probidticas de Ultima geracéo, isoladas de ecossistemas
convencionais e ndo convencionais, com caracteristicas que possam agregar

valor ao mercado (LIN et al., 2019).

Em 2009, a probiogenémica surgiu como uma disciplina focada em
estudar a diversidade de bactérias probibdticas e entender os mecanismos
moleculares por trds de seus beneficios a satde (VENTURA et al., 2008). A
disponibilizacdo de sequéncias genbmicas desses microrganismos ampliou
significativamente nosso conhecimento sobre sua biologia. Apesar disso,
técnicas microbioldgicas tradicionais ainda sdo amplamente utilizadas para
identificar, classificar e quantificar probiéticos, embora sejam demoradas e nem
sempre precisas, especialmente ao identificar bactérias em nivel de espécie ou

detectar microrganismos néao cultivaveis (LUGLI et al., 2022).

O processo de identificacdo e avaliacdo de novas cepas com potencial
probiético evoluiu e se tornou mais complexo. As cepas candidatas precisam ser
analisadas por meio de uma combinacao de testes in silico e in vitro, levando em
conta critérios funcionais, propriedades tecnolégicas e aspectos relacionados a
seguranca (DE MELO PEREIRA et al.,, 2018). Os resultados obtidos nestes
primeiros testes devem ser confirmados por modelos experimentais em animais
e, por fim, validados em ensaios clinicos com seres humanos (SHARMA et al.,

2020). Os beneficios dos microrganismos probidticos para a salde humana sao
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frequentemente agrupados em categorias como o fortalecimento da barreira
intestinal, a regulacdo da resposta imunolégica e o combate a patégenos, seja
pela producao de substancias antimicrobianas ou pela competicéo por locais de
adesao na mucosa (MARCO et al., 2006; O'HARA e SHANAHAN, 2007). Embora
haja evidéncias que sustentem essas funcfes, os mecanismos moleculares
subjacentes ainda ndo sao totalmente compreendidos. Nesse contexto, a
probiogenébmica desempenha um papel crucial ao fornecer ferramentas
avancadas para explorar esses mecanismos em nivel genético e molecular,
possibilitando uma compreensédo mais detalhada dos processos que sustentam
os beneficios dos probioticos (VENTURA et al., 2008).

Nos ultimos anos, a probiogendmica se firmou como uma ferramenta
crucial no estudo dos probidticos. Com o sequenciamento dos genomas de
Bifidobacterium longum NCC2705 e Lactobacillus plantarum WCFS1, os
pesquisadores passaram a investigar mais profundamente as caracteristicas
genéticas de microrganismos com potencial probidtico (SANCHEZ et al., 2013;
CASTRO-LOPEZ et al., 2021). Atualmente, a base de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI) retne cerca de milhares de sequéncias de
bactérias probioticas tradicionais e de nova geracdo, oferecendo um vasto
conteldo para pesquisa sobre probidticos, seus mecanismos de probiose e
seguranca (LEE et al., 2023). O progresso das tecnologias de sequenciamento
tornou a probiogendmica um campo essencial, permitindo a identificacdo de
genes e propriedades funcionais das cepas probioticas, além de possibilitar a
selecdo mais precisa de novos probidticos com base em seu perfil genético
(FONTANA et al., 2020).

7

No contexto da microbiota intestinal, a probiogenédmica é uma 6tima
metodologia para a compreensao da interacao entre probiético e hospedeiro. Ao
explorar o perfil genético dos microrganismos presentes no trato intestinal e
como esses organismos influenciam a saude do hospedeiro, a probiogenémica
permite identificar como diferentes cepas de probidticos interagem com o
organismo e a comunidade, modulando processos fisiolégicos e imunoldgicos
(VENTURA et al., 2008; CARVALHO et al., 2022). Essa area também se conecta
estreitamente a metagendmica, que é uma ferramenta possivel de estudar a

composicdo genética da microbiota intestinal em seu conjunto, permitindo uma
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analise do ecossistema microbiano, por tecnologias de sequenciamento de
genoma completo ou metagendmica parcial, com o gene 16s por exemplo
(CARVALHO et al., 2022; AW e FUKUDA, 2015). Ao integrar essas abordagens,
€ possivel revelar como os probidticos podem afetar a funcdo da microbiota
intestinal, promovendo a saude intestinal, prevenindo doencas e melhorando a
resposta imunologica, e como o0s compartiiham informacdes, por meio de
estudos de plasticidade gendmica, sintenia génica e gen6mica comparativa.
Dessa forma, a probiogendmica oferece insights valiosos para o
desenvolvimento de terapias mais personalizadas e eficazes, bem como uma
compreensao mais aprofundada na interagéo entre microrganismo e hospedeiro

e toda a organizacao do ecossistema microbiano (DA SILVA et al., 2024).

A probiogenémica é uma area interdisciplinar que combina diversas
tecnologias ©Omicas, como gendmica, transcriptomica, protebmica e
metaboldémica, proporcionando uma compreensédo abrangente e aprofundada
dos mecanismos pelos quais os probidticos exercem seus efeitos benéficos no
organismo. A integracao dessas abordagens permite ndo apenas o mapeamento
detalhado das propriedades fisioldgicas dos microrganismos, mas também a
andlise das interacfes complexas entre esses microrganismos e o hospedeiro,

especialmente no ambiente intestinal (KWQOJI et al., 2023).

Por meio da genbmica, € possivel identificar os genes presentes em
cepas probidticas, enquanto a transcriptdmica permite o estudo dos padrbes de
expressdo génica, revelando como essas cepas respondem a diferentes
estimulos e condic6es ambientais (YETIMAN et al., 2023; LEE et al., 2023). A
protedmica, por sua vez, ajuda a identificar as proteinas produzidas por essas
bactérias e suas funcdes no contexto do hospedeiro, enquanto a metabolémica
oferece uma visdo detalhada dos metabdlitos produzidos, ajudando a entender
como esses compostos influenciam a salde do hospedeiro, incluindo a
modulacdo da microbiota intestinal e o metabolismo (ESCOBAR-SANCHEZ et
al., 2023; ECHEGARAY et al., 2023).

Essas ferramentas 6micas, em conjunto, possibilitam a analise nao
apenas das interacdes entre 0s probidticos e 0 ambiente intestinal, mas também
0 exame da adaptacdo dos microrganismos ao hospedeiro e de como eles

influenciam fung¢des imunolégicas e metabdlicas. Além disso, elas sé&o
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essenciais para a descoberta de genes relacionados a caracteristicas desejaveis
nos probidticos, como resisténcia a condi¢cdes adversas do Trato Gastrointestinal
(TGI) e produgéo de compostos bioativos, a0 mesmo tempo em que permitem a
identificacdo de tracos indesejaveis, como a producdo de substancias
potencialmente prejudiciais (JIANG et al., 2023; ZMORA et al., 2018).

A integracdo de abordagens microbiologicas classicas com as novas
ferramentas gendmicas permite uma melhor caracterizagdo de microrganismos
benéficos, o que pode levar ao desenvolvimento de terapias mais eficazes
baseadas em probidticos. Além disso, 0s avancos na pesquisa de microbiota e
sequenciamento de nova geragdo tém um potencial significativo para
personalizar o uso de probibticos e fornecer tratamentos especificos para
diferentes condi¢des de saude. Dessa forma, este capitulo abordaréa a relevancia
crescente do estudo de probidticos na probiogenémica, destacando
oportunidades e desafios enfrentados pelos pesquisadores. Sera discutido o
estudo multi émico na caracterizacdo de linhagens probiéticas, a importancia de
sua identificacdo e a avaliacdo da probiose e seguranca dos microrganismos

como potenciais probioticos, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Diagrama abrangente dos principais aspectos relacionados ao estudo
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de Probiogenémica, destacando as areas centrais de investigacdo e as

metodologias integradas utilizadas nesse campo interdisciplinar.
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2. Abordagens Omicas na Pesquisa Probioticos

O TGI € um ecossistema complexo com um microbioma consistente de
microrganismos em relagdes que podem variar entre simbiose, comensalidade
e patogénese (VENTURA et al., 2012). A interacdo entre o hospedeiro e sua
microbiota intestinal tem efeitos importantes na manutencao da saude, podendo
promover imunidade, garantir a integridade do intestino, melhorar nutricdo e
defender contra patogenos (YIN et al., 2019). Probioticos, portanto, séo definidos
como “microrganismos que, quando aplicados em doses adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro™” através da modulacdo da microbiota (HILL et
al., 2014).

Os mecanismos moleculares dos probidticos sdo pouco compreendidos e
especificos a linhagem e hospedeiro (VENTURA et al., 2012). Sua compreensao
requer abordagens que avaliem seus mecanismos em todos os niveis, dos genes
a regulacé@o no hospedeiro e microbiota, até a sintese de proteinas e metabolitos
(KWOJI et al.,, 2023). As ciéncias dmicas, como Genodmica, Transcriptdmica,
Protedmica e Metabolémica (Figura 2), sdo ferramentas importantes para avaliar

probioticos nesses niveis.
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Figura 2. Diagrama das aplicacfes das ciéncias 6micas que séo chave para a
Probiogenbmica, destacando as metodologias principais de extracdo de

informacé&o sobre as dmicas dos probidticos e como impactam o campo.
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2.1. GenOmica

Desenvolvimentos recentes no campo de sequenciamento de genomas
tém possibilitado, cada vez mais, o desenvolvimento de robustos bancos de
dados como o GenBank, que contém as sequéncias de uma ampla gama de
microrganismos (SAYERS et al., 2023). A analise das sequéncias codificantes
que compdem o genoma de bactérias permite identificar genes relacionados a
sua atividade e probiose, prometendo elucidar os fundamentos moleculares por
tras de seus beneficios a saude (VENTURA et al., 2008).

Além da capacidade de sequenciar e caracterizar genes presentes nos
genomas de probidticos, a expansdo de aplicacdes da genbmica nos permite
realizar andlises comparativas entre eles. Analises de pangenoma nos permitem
caracterizar o repertério génico de espécies probidticas e avaliar genes
compartilhados por grupos de linhagens probiéticas, bem como os exclusivos a
linhagens de interesse (VENTURA et al.,, 2008; MAKAROVA et al., 2006;
CLAESSON et al., 2008).

Ainda no campo do sequenciamento de genomas, metodologias amplas
para andlise de metagenomas também tém tido grande relevancia em estudos
sobre o TGIl. A metagen6mica permite avaliar a composi¢cdo da microbiota e
abundancia de espécies, bem como avaliar os efeitos da aplicacéo de probiéticos

com base na saude do microbioma MAAKE et al., 2021.

2.2. Transcriptémica

Enquanto a genGmica se concentra em sequenciar e analisar os genomas
de microrganismos probiéticos, a transcriptémica é o estudo do que € transcrito
a partir desses genomas. Isto €, a transcriptbmica analisa todas as formas de
RNA, mensageiro ou nao-codificante, bem como suas fungdes e padrées de
transcricdo (MILWARD et al., 2016). Isso permite avaliar genes que sé&o
transcritos em diferentes condi¢bes, como sob estresses ou em contato com
outros microrganismos, e as diferencas em expresséao entre elas (MILWARD et
al., 2016).

Através dessas analises, é possivel identificar fatores génicos envolvidos

em sobrevivéncia a estresses, como por exemplo na passagem dos probioticos
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pelo TGI até chegarem na regido intestinal (CHEN et al.,2021). A transcriptémica
aplicada em comunidades através da metatranscriptbmica nos permite avaliar a
expresséo diferenciada de genes em comunidade com a microbiota e durante
processos como a fermentacdo (EDLUND et al., 2018; SONG et al., 2017).

Indo além da microbiota, a transcriptdmica também pode ser usada para
medir os efeitos modulatérios dos probidticos nos hospedeiros. Ao avaliar a
expressao diferencial de genes em condi¢des de disbiose e com a aplicacao de
probioticos, € possivel avaliar a influéncia de probiéticos em fatores da satude do
hospedeiro (RODRIGUES et al., 2021; KIU et al., 2020).

2.3. Protebmica

A protedmica, por sua vez, é o estudo das proteinas produzidas por uma
célula ou tecido através de metodologias capazes de identificar, contabilizar e
caracterizar a sintese proteica dos probiéticos (RUIZ et al., 2016). Dessa forma,
essa disciplina permite a avaliacao funcional de efetores de probiose de forma
mais especifica, uma vez que dados de genoma e transcriptoma néo contém
informacéo precisa de expressao proteica nem de modificacdes pos-traducionais
(KOPONEN et al., 2012).

Em integracdo com outras andlises Omicas, a protedmica permite
contabilizar fatores essenciais para a adesdo dos probiéticos com a mucosa,
colonizacdo do TGI, atividade antimicrobiana, dentre outras caracteristicas
funcionais dos probiéticos (RUIZ et al., 2016). Adicionalmente, também se
podem realizar andlises da expresséo proteica do hospedeiro e do restante da
microbiota através da metaprotedmica, permitindo avaliar as interacdes feitas
pelas proteinas dos probidticos (ZHANG et al., 2018). Ao contabilizar e
caracterizar proteinas e peptideos efetores e suas interacdes com proteinas e
tecidos do hospedeiro, é possivel analisar como certos probidticos podem
modular a saude humana (ZHANG et al., 2020).

2.4. Metabolomica

Contudo, os efeitos dos probidticos ndo se dao apenas atraves de efetores

proteicos. A metabolobmica é um campo de estudo que se centra na
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contabilizacdo e caracterizacdo dos perfis de metabdlitos que séo fruto de
processos biolégicos. Esses metabdlitos podem vir tanto do hospedeiro quanto
da microbiota, sendo eles peptideos, carboidratos, lipideos, vitaminas, acidos
organicos e outras pequenas moléculas que resultam do metabolismo celular).
Probioticos podem, portanto, efetivar mudanca no estado de saude do
hospedeiro através da metaboliza¢do de compostos no lumen do TGl e producéo
de metabdlitos secundarios bioativos (SALMINEN et al., 2021).

3. Aplicacédo da probiogendmica para determinacao do potencial probiético
3.1. Identificacdo molecular dos candidatos a probidéticos

A identificacdo bacteriana € o conjunto de procedimentos utilizados para
determinar a espécie ou 0 grupo ao qual uma determinada bactéria pertence.
Esse processo € fundamental tanto para a microbiologia clinica quanto para a
pesquisa microbioldgica em geral. Ele pode envolver uma variedade de métodos,
desde abordagens tradicionais, como a cultura bacteriana em meios especificos
e testes bioquimicos, até métodos mais modernos e precisos, como 0
sequenciamento genético. No contexto do sequenciamento de nova geracéo
(NGS), a identificagdo bacteriana é baseada principalmente na analise de
sequéncias de DNA extraidas do genoma bacteriano. Essa abordagem
molecular permite identificar as caracteristicas genéticas especificas de uma
bactéria, muitas vezes com mais precisdo e rapidez do que os métodos
tradicionais (WINAND et al., 2019). Demonstrando assim sua eficacia e agilidade
nas pesquisas cientificas, essas ferramentas baseadas em NGS permitem gerar
uma ampla gama de dados que facilitam a classificacdo dos microrganismos em

estudo.

Essas tecnologias tém sido amplamente empregadas em pesquisas sobre
potenciais probidticos, possibilitando analises detalhadas de genomas, a
identificacdo de espécies e a avaliagdo de suas caracteristicas funcionais. De
acordo com o estudo (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016), a determinacdo das
caracteristicas moleculares de uma bactéria potencialmente probiotica depende,
fundamentalmente, do conhecimento da espécie a que ela pertence. Existem

diversos meétodos de identificacdo que podem ser aplicados apds a montagem
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do genoma. Entre eles, destaca-se a analise por Average Nucleotide ldentity
(ANI) e Hibridizac&o Digital de DNA-DNA, que surgiu da necessidade de um
método confidvel para a definicdo de espécies bacterianas, util para identificar
relacBes evolutivas em cepas com genomas completos ou parciais, sendo um
importante programa de bioinforméatica quando estamos tratando de
identificagcdo de cepas bacterianas (LINDSEY et al, 2023; RICHTER e
ROSSELLO-MORA, 2009; AUCH et al., 2010).

O ANI calcula a identidade média de nucleotideos entre dois genomas
bacterianos, comparando as sequéncias de DNA em regifes conservadas. A alta
identidade de ANI (acima de 95%) sugere que as duas amostras pertencem a
mesma espécie, enquanto uma baixa identidade (abaixo de 95%) indica que séo
de espécies diferentes. Por ser uma analise genémica de alta precisdo, o ANI
oferece uma alternativa eficiente e mais confiavel do que métodos tradicionais,
como a hibridizacdo do DNA. O pyANI, por exemplo, € uma ferramenta
amplamente utilizada para realizar essa andlise, sendo Util para identificar
relacbes evolutivas em cepas com genomas completos ou parciais. Essa
abordagem tem se consolidado como uma das principais na identificacdo de
cepas bacterianas (PRITCHARD et al., 2015). Outro exemplo é o O GTDB-TK é
uma ferramenta de classificacdo taxonémica, baseada no célculo de ANI, que
utiliza um banco de dados atualizado para atribuir genomas microbianos a uma
taxonomia padronizada, melhorando a consisténcia e precisdo nha nomenclatura
microbiana https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz848.

Ja o dDDH é uma analise que compara sequéncias de genomas e mede
a similaridade entre dois DNAs pela formacdo de hibridos e calculando a
distancia gendémica. O dDDH é utilizado para delinear espécies microbianas,
baseando-se na quantidade de hibridizagcdo entre os fragmentos de DNA.
Ferramentas como TYGS sdo comumente utilizadas para realizar essas
analises, para calcular as distancias genéticas entre pares de genomas. Quando
a porcentagem de hibridizagdo é alta (>70%), as cepas sdo consideradas da
mesma espécie, enquanto uma porcentagem baixa (<70%) sugere espécies
diferentes (MEIER-KOLTHOFF e GOKER, 2019).

A anotacdo de genomas é um processo fundamental na bioinformatica

gue envolve a identificagcéo e a interpretacdo das funcoes dos genes presentes
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em uma sequéncia. Esse processo nédo se limita apenas a localizacéo dos genes,
mas também inclui a atribuicdo de funcdes, a predicdo de regides codificantes e
a andlise de elementos regulatorios. No contexto dos probioticos, a anotagéo de
genomas desempenha um papel crucial, pois permite a identificacdo precisa de
caracteristicas genéticas que determinam a viabilidade, a seguranca e a eficacia
dessas bactérias. Dessa forma, a anotacdo gendmica é uma ferramenta
essencial para o desenvolvimento de probidticos mais eficazes e seguros, além
de facilitar a compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos em seus
efeitos terapéuticos (STEIN, 2001; LOBB et al., 2020).

O Prokaryotic Genome Annotation (Prokka), € uma ferramenta de
anotacao e automatica de genomas de procariotos, identificando genes, RNAs e
outros elementos genéticos, fornecendo uma visdo detalhada das funcbes e
caracteristicas presentes no genoma (SEEMANN, 2014), a qual integra
programas como o BLAST, HMMER, Prodigal e Aragorn, para realizar buscas
em bancos de dados de genes conhecidos e prever funcdes para 0s novos genes
encontrados. No contexto de probidticos, a anotacdo de genomas com o Prokka
tem grande relevancia, pois ela permite a identificacdo de genes-chave que séo

essenciais para a atividade probiotica das cepas bacterianas.

A anotacdo funcional € uma etapa importante quando se trata de
identificacdo de possiveis candidatos a probiéticos, predizendo seus genes e
anotando o seu genoma de forma completa a fim de observar sua funcionalidade,
analisar vias metabdlicas bacterianas. A qual ird auxiliar na avaliagcdo das
propriedades funcionais dos probiéticos, como a capacidade de metabolizar
substancias, produzir enzimas benéficas ou até mesmo interagir de forma
positiva com a microbiota intestinal, dentre outras especificidades microbianas
(RODRIGUES, 2023).

Ha diversas ferramentas de bioinformatica que impulsionam a pesquisa
na probiogenémica a fim de determinar as caracteristicas, anotacfes funcionais
e moleculares de microrganismos potencialmente probidticos. Ferramentas
como o Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) é um servidor
que identifica genes codificadores de proteinas, rRNA e tRNA além de atribuir
aos genes suas devidas funcionalidades, podendo assim fornecer informacgdes

para construcdo de vias metabdlicas do genoma bacteriano (AZIZ et al., 2008).
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Outro tipo de anotacdo funcional muito utilizada é na predicdo baseada em
Clusters of Orthologous Groups of Proteins (COG), pertencente ao NCBI, que &
um banco de dados que organiza proteinas de genomas microbianos completos
em familias de genes ortélogos. Cada COG representa um grupo de genes
relacionados evolutivamente, permitindo a classificacao filogenética e ajudando
a identificar fungdes conservadas entre diferentes organismos. E amplamente
utilizado para analises comparativas e anotacfes funcionais em gendmica
microbiana (GALPERIN et al., 2019). Ja o EQgNOG € um banco de dados que
fornece dados de ortologia e informac¢Bes funcionais para microrganismos,
oferecendo arvores filogenéticas, permitindo assim estudo evolutivo de espécies
além de eventos de duplicacbes e especiacdes (HERNANDEZ.PLAZA et al.,
2023). O KEGG se destaca por ser um banco de dados e software em que
podemos fazer uma simulacdo de comportamentos funcionais como rede de
interacdo de proteinas e reacdes quimicas de organismos a partir de
informacdes gendémicas KANEHISA e SUBRAMANIAM, 2002) através de uma
colecdo de genes completamente sequenciados com anota¢cdes atualizada das
funcdes genéticas (KANEHISA e GOTO, 2000). Esses sdo apenas alguns
exemplos de ferramentas e programas amplamente utilizados no campo da
bioinformética para caracterizar possiveis candidatos com potencial probidtico.
Entretanto, o desenvolvimento de métodos computacionais e plataformas
bioinforméticas para previsdo de genes, identificacdo de cepas microbianas e
anotacao funcional continua a ser uma vertente crucial de pesquisa em
gendmica, dada sua relevancia para a identificagcdo de isolados bacterianos
(GOLYSHEV e KOROTKQV, 2015).

3.2. Avaliacédo de seguranca de probidticos

O status de Generally Recognised as Safe (GRAS) é usado pela Food
and Drug Administration (FDA) para selecionar, por lei, quais substancias séo
reconhecidas como seguras e assim podem se tornar aditivos alimentares (FDA
GRAS, 2024). Analogamente, o status Qualified Presumption of Safety (QPS) é
usado pela European Food Safety Authority (EFSA), também para regular os

aditivos seguros e autorizados para uso alimentar (ROUQUETTE et al., 1998).
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Dessa forma, para que uma cepa probiotica possa ser adicionada em
alimentos e comercializada, € necessario que ela tenha o status GRAS e QPS,
que podem ser obtidos por meio de procedimentos cientificos que comprovem a
seguranca da mesma. Nesse tdpico serdo abordadas caracteristicas avaliadas
na seguranca de probidticos e programas que auxiliam nessa analise

probiogendémica.

3.2.1. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia englobam diferentes caracteristicas que uma
cepa bacteriana pode possuir, como atividade hemolitica, aderéncia,
degradacdo de mucina, desconjugacéo de sais biliares, producédo de metabdlitos
téxicos e inducdo de quaisquer efeitos adversos no hospedeiro. Todos esses
fatores sdo caracteristicos de bactérias patogénicas, porém as probioticas
podem ter algumas dessas caracteristicas como adaptacdo ao ambiente
intestinal [63]. Dessa forma, cepas probidticas podem ter a presenca de algum

fator de viruléncia, mas o0 mesmo nao afetar os beneficios do microrganismo.

3.2.2. Resisténcia a antibidticos

A resisténcia a antibidticos podem ser intrinseca, quando a resisténcia
estd no cromossomo do organismo, ou adquirida, que acontece quando um
microrganismo demonstra resisténcia a um antimicrobiano ao qual anteriormente
era suscetivel. Ao realizar a avaliagdo da seguranca de um probi6tico é
importante investigar a presenca ou ndo de resisténcia a uma gama dos
principais antimicrobianos e, se presente, se ela é intrinseca ou adquirida. Isso
porque a resisténcia intrinseca, por estar em genes nédo transferiveis, nao
apresenta risco ao hospedeiro, enquanto a adquirida, por estar em elementos
genéticos moveis, pode ser transferida horizontalmente para outros organismos
da microbiota do individuo (DE JESUS et al., 2024). Dessa forma, essa
resisténcia em probidticos pode trazer um risco a eficiéncia de tratamentos para
infec¢des, caso a bactéria que o paciente necessita tratar tenha recebido o gene
de resisténcia ao antimicrobiano que estad sendo usado (IMPERIAL e IBANA,
2016).
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3.2.3. Elementos transponiveis (Fagos e integrases, ilhas gendmicas,

plasmideos e crispr-cas)

Um microrganismo pode possuir diferentes tipos de elementos
transponiveis, que sao sequéncias de DNA capazes de se mover entre genomas
[66]. Fagos sao virus que infectam bactérias e podem integrar material genético
heterdlogo no seu genoma, 0 que pode ser perigoso caso esse material genético
possua genes de viruléncia ou resisténcia antimicrobiana. Integrases sao
enzimas responsaveis por integrar segmentos diferentes de DNA, causando um
maior risco a seguranca da bactéria ao integrar genes transmitidos por
bacteriéfagos, plasmideos transmitidos horizontalmente com genes de
viruléncia, entre outros (NEMERGUT et al., 2008). Plasmideos sdo DNA circular
independente do cromossomo do hospedeiro que possuem genes nao
essenciais (DOGHAITHER e GULL, 2019). Por mais que sua presenca na cepa
ndo comprove perigo diretamente, se esse material genético possuir genes de
resisténcia ou viruléncia ele pode facilmente ser transmitido horizontalmente
para outros microrganismos da microbiota ou para patégenos ali presentes e
assim dificultar o tratamento do paciente (VARANKOVICH et al., 2015).

O sistema CRISPR-Cas é uma ferramenta analoga ao sistema
imunoldgico adaptativo presente em algumas bactérias, que conseguem inativar
virus e plasmideos que tentem invadi-la (VAN DER OOST et al., 2014). Porém,
da mesma forma que os plasmideos, esse sistema pode ser passado por
transferéncia horizontal e fornecer imunidade a patdégenos no organismo do
hospedeiro ou para a prépria microbiota, acarretando na diminuicdo da
diversidade do microbioma intestinal (MONSHIZADEH et al., 2022). llhas
gendmicas sdo segmentos de DNA presentes em linhagens ligadas entre si que
participam da diversidade e adaptabilidade dos microrganismos (JUHAS et al.,
2009). Semelhante aos ultimos citados elas podem possuir genes de resisténcia
e viruléncia, trazendo perigo para outros microrganismos presentes no
hospedeiro (JUHAS et al., 2009).

3.2.4. Producéo de aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo compostos organicos nitrogenados formados

pelos processos de descarboxilagdo de aminoacidos ou animacdo e
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transaminacdo de cetonas e aldeidos. Alguns exemplos das mesmas séo
histamina, cadaverina, tiramina, putrescina e triptamina (WOJCIK et al., 2021).
Esses compostos, em baixas concentracdes, ndo apresentam risco, mas em
niveis mais altos podem ser toxicos (CASTRO-LOPEZ et al., 2021), causando
sintomas como hipertenséo, dores de cabeca, vomito, problemas respiratorios,
entre outros (EFSA, 2011).

N&o existe uma regulacdo que especifique os limites da quantidade de
aminas biogénicas que podem estar presentes nos alimentos, somente para a
histamina em produtos com peixes (REGULATION EU, 2013). Dessa forma, €
importante o uso da pesquisa para verificar se 0 microrganismo probiotico produz
ou ndo aminas biogénicas e, se sim, verificar se ela causaria sintomas no

paciente, para assim garantir a seguranca da mesma.

3.2.5. Ferramentas bioinformaticas que participam da avaliacdo da

seguranca

Todos os elementos citados nos topicos anteriores impactam de alguma
forma na avaliacdo da seguranca de uma cepa probibética e por isso € importante
o uso de ferramentas bioinforméticas para auxiliar a analise desses pontos
(PENG et al., 2023) para melhor compreendes 0s mecanismos moleculares e
genéticos associados na caracterizacao de linhagens probioticas em relacéo a
sua seguranca, na Tabela 1 estd sumarizado as principais ferramentas de

bioinforméatica utilizadas para avaliacdo desses fatores.

Tabela 1. Principais ferramentas de Bioinformatica utilizadas para analise de

seguranca para a caracteriza¢ao de microrganismos probiéticos.

Ferramenta/banco
de Metodologia Artigo/documentacéao
dados/programa
Plataforma com banco de dados
préprio que constrdi grupos ortélogos
VFanalyzer/\VFDB | _ 1OS genomas de referéncia e no (EFSA, 2011)
genoma inserido para analise, realiza '
um BLAST para verificar os fatores de
viruléncia.
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Plataforma que usa o banco de

, dadosVFDB para identificar genes de | (RODRIGUES et al.,
PanViTa oA o .
resisténcia e viruléncia através do 2023)
DIAMOND
Compara a sequéncia com diversos

bancos de dados (como NCBI, CARD,

VFDB e Resfinder) a fim de verificar
resisténcia antimicrobiana ou
viruléncia.

Ferramenta que usa de diversos

bancos de dados e compara os dados
genbmicos, protedmicos,

VFARs metabolébmicos e transcriptdmicos do WASSEEM et al.,

. ) ) ; ; 2017)
microrganismo, a fim de visualizar
fatores de viruléncia ou resisténcia a

antimicrobianos.

Abricate (GITHUB, 2024)

E um modelo de rede neural validado
por bancos de dados que calcula
vetores relacionados a atributos de
sequéncias de aminoacidos (frequéncia
de aminoécidos, composi¢cao de carga,
SPAAN frequéncia de dipeptideos, composi¢éao (SACHEO%\QA etal,
hidrofébica e frequéncia de multiplos) e )
q p
compara a proteina inserida com
padrbes desses vetores, resultando na
probabilidade da proteina ser uma
adesina.

Técnica que usa de primers
oligonucleotidicos para amplificar
regioes do DNA e gerar perfis CAETANO.ANOLLES,
MAAP caracteristicos, que podem ser usados
) SR 1994)
para identificacdo molecular do
microrganismo, mapeamento genético,
deteccdo de DNAs polimorficos, etc.

A ferramenta combina um banco de

dados de perfis Hidden Markov Model

PathoFact (HMM) e um modelo de aprendizado | e\ Eg et al., 2021)
baseado em Random Forest para

comparar se a sequéncia inserida é de

fatores de viruléncia ou néo.

Software que identifica fatores de
viruléncia (VFs) em bactérias Gram-
negativas. Ele usa uma abordagem
DeepVF . Chamada ‘stacking” (ou (XIE et al., 2021)

empilhamentos"), que combina varios

modelos de aprendizado de maquina e
deep learning para melhorar a precisédo
da previséo.

A ferramenta usa de recursos extraidos

VF-Pred como SeqSim e Seg-Alignment para | - g\ et al., 2024)
alimentar modelos classicos de

machine learning, que entdo gera a




probabilidade da variante ter ou ndo
alto potencial funcional de viruléncia.
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PRAP

Pipeline desenvolvido para rapida
identificacdo de genes de resistencia a
antibioticos a partir de varios formatos
de sequencias do genoma completos

com base no banco de dados CARD ou
Resfinder.

(HE et al., 2020)

ResFinder

Bando de dados que usa BLAST ou
KMA para alinhar as sequéncias
génicas inseridas com as sequéncias
de resisténcia antimicrobiana do
proprio banco de dados.

(FLORENSA et al.,
2022)

CARDC

Banco de dados que combina dados de
genes e mutages ligadas a resisténcia
a antimicrobianos.

(ALCOCK et al., 2023)

PATRIC

Plataforma online que combina dados
das omicas, como proteomica,
metabolomica. Alem de oferecer
ferramentas para estudos de filogenia,
deteccao de resistencia a antibioticos e
analise comparativa.

(WATTAM et al., 2014)

RAST

Servigo de anotacao totalmente
automatizado, para genomas
arqueanos ou bacterianos. O servigo
busca produzir de forma rapida as
funcdes geneticas e uma reconstrucao

das vias metabolicas iniciais.

(AZIZ et al., 2008)

AMRFINder

Identifica genes de resisténcia de
genes antimicrobiana. Ele combina
buscas BLAST e HMM para identificar
genes de resisténcia

(FELDGARDEN et al.,
2019)

MEGARes

Banco de dados de resistencia
antimicrobiana sdo adaptados para
perfis funcionais de genes em menor
escala usando anotacdes altamente
descritivas.

(LAKIN et al., 2017)

VAMPr

Ferramenta que combina grandes
volumes de dados gendbmicos com
andlise estatistica e computacional
para melhorar o entendimento e a
previsdo da resisténcia a antibidticos.

(KIM et al., 2020)

PHASTER

Ferramenta que realiza um BLAST com
bancos de dados de profagos, agrupa
genes semelhantes a fagos e pontua
cada regido de acordo com a
guantidade de genes relacionados a

(ARNDT et al., 2016)

fagos.




PHASTEST

Ferramenta que usa o software
Prodigal para identificar regides
codificantes de proteinas, compara as
sequéncias com bancos de dado e faz
um BLAST para determinar as regides

de fago.
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(WISHART et al., 2023)

PhaTYP

Método que usa da arquitetura
Transformer, identifica as sequéncias
de fago e alinha usando BLAST. O
modelo de linguaguem Masked LM é
treinado pra prever os tokens de
proteinas e refinar o desempenho da
ferramenta.

(SHANG et al., 2023)

PhaBOX

Servidor web que utiliza o algoritmo
PhaMer para identificar contigs que
representam profagos, um maodulo
PhaTYP para prever se o fago é de
estilo virulento ou néo, e entdo
classifica 0 mesmo com a combinacgéo
das caracteristicas de similaridade da
sequéncia e as redes convolucionais
usando o PhaGCN.

(SHANG et al., 2023)

VirSorter

Ferramenta que usa dos bancos de
dados RefSegABVir e Viromes e 0s
compara com as proteinas por meio de
BLAST, para entdo categorizar as
regides de profago.

(ROUX et al., 2015)

VIBRANT

Ferramenta que utiliza de rede neural
treinado com métricas que incluem
propor¢ao de proteinas associadas a
virus, assim ele se baseia em pontos
de similaridade para identificar e
analisar fagos em microrganismos.

(KIEFT et al., 2020)

PlasmidFinder

Ferramenta que identifica plasmideos
em dados de sequenciamento
gendmico.

Ele utiliza uma base de dados com 116
sequéncias de replicons,
representando
grupos de incompatibilidade
conhecidos. A analise é feita
comparando as
sequéncias carregadas com a base
usando o algoritmo BLASTn, com
critérios
minimos de 80% de identidade e 60%
de cobertura.

(CARATTOLI et al.,
2020)

MOB-suite

E um conjunto de ferramentas
gendmicas que permite identificar,
reconstruir e classificar plasmideos

com base em suas sequéncias

gendmicas.

(ROBERTSON, 2018)
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Software que prevé ilhas genomicas de
bactérias e archea a partir de seu
desvio de assinatura, podendo resultar
GIPSy na identificacao de ilhas de: (SOARES et al., 2016)
patogenicidade, viruléncia, metabdlica,
resisténcia e simbiose. Evolucdo do
Pipsy.

Software que pode filtrar genomas de
bactérias e archaea a partir de seu
dominio conservado, e identificar e
classificar os loci CRISPR-Cas de alta
probabilidade, viruléncia, resisténcia,
recombinagéo.

CRISPRFinder (GRISSA et al., 2007)

Os fatores de viruléncia podem ser analisados pela plataforma
VFanalyzer, que utiliza do seu proprio banco de dados para construir grupos
ortélogos nos genomas inseridos e os de referéncia e realiza um BLAST para
filtrar os paralogos, dessa forma, detectando os fatores de viruléncia da cepa
(LIU et al., 2019). O SPAAN € um modelo de rede neural que calcula os atributos
de sequéncias de aminoacidos como vetores e entdo compara a proteina
inserida com os fatores frequéncia de aminoacidos, de dipeptideos e de
multiplos, composicao hidrofébica e composicdo de carga, informando a chance
da cadeia inserida ser uma adesina (SACHDEVA et al., 2005).

Os fatores de resisténcia antimicrobiana podem ser analisados utilizando
o banco de dados CARD, que combina diversos dados de genes de resisténcia
(ALCOCK et al., 2023), ou o ResFinder, que utiliza BLAST ou KMA para alinhar
as sequéncia génicas de referéncia da propria database com a inserida para
andlise (FLORENSA et al., 2022). H4 também ferramentas que conseguem
analisar viruléncia e resisténcia ao mesmo tempo. E o exemplo do PanViTa, que
€ uma plataforma que realiza um BLAST com GenBank e identifica os fatores
[78], e 0 Abricate, que faz uma triagem de contigs comparando a sequéncia com
varios bancos de dados (GITHUB, 2024).

A verificacdo da presenca de plasmideo no genoma bacteriano pode ser
visualizada pelas ferramentas PlasmidFinder, que usa critérios de identidade e
cobertura para realizar um BLAST com a sequéncia (CARATTOLI e HASMAN,
2020), e MOB-suite, que é a juncdo de varias ferramentas que identificam,
reconstroem e classificam plasmideos (ROBERTSON e NASH, 2018). Ja o
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s

PHASTER é usado para predicdo de profagos, com uma metodologia
semelhante a outros em que ele realiza um BLAST com o database, agrupa
genes de semelhanca a fagos e pontua-os de acordo com a quantidade desses
genes (ARNDT et al., 2016).

O PIPSy e GIPSy sao preditores semelhantes de ilhas gendmicas de
bactérias. A grande diferenca entre os softwares é a quantidade de ilhas
gendmicas que conseguem predizer, sendo que o GIPSy possui uma ampla
gama de preditores resultando na identificacdo de cinco ilhas genémicas (de
patogenicidade, de resisténcia, de viruléncia, metabdlica e de simbiose)
(SOARES et al., 2016), enquanto o PIPS possui apenas um preditor, podendo
identificar apenas a ilha de viruléncia (SOARES et al., 2012). Por fim, o
CRISPRFinder é um software que filtra genomas e identifica e classifica os loci

com alta chance de ser Crispr-cas (GRISSA et al., 2007).

3.3. Avaliagdo dos mecanismos e propriedades de efeito de probiose

Os microrganismos também apresentam mecanismos de resposta ao
estresse, conjuntos de adaptacfes moleculares, fisioldgicas e bioquimicas para
lidar com ambientes hostis ou que ameacem sua homeostase. As bactérias
podem apresentar diversos mecanismos como resposta ao estresse, 0s quais
sdo essenciais para a sobrevivéncia em ambientes adversos (BOOR et al.,
2006). Esses mecanismos vao ser ativados quando ocorrer alguma mudanc¢a no
ambiente, podendo ser mudanca de pH, temperatura, nutrientes disponiveis,
estresse oxidativo e outros fatores como exposicado a antibioticos (CAKAR e
SAKA, 2024).

Para as bactérias probioticas a resposta ao estresse € algo positivo, por
garantir que estas sobrevivam, além de ser funcional e eficaz. Como as bactérias
probidticas atuam no intestino elas precisam sobreviver por todo o TGIl, um
ambiente que passa por mudangas de pH, temperatura e salinidade, acao de
enzimas que atuam na digestdo, e outras mudancas fisico-quimicas (BOOR,
2006). Além disso, as bactérias podem competir com outros microrganismos,
com a resposta ao estresse podendo conferir vantagens competitivas sobre os

outros microrganismos, como patégenos (CASTRO-LOPEZ et al., 2022).
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Outrossim, algumas bactérias probioticas tém seus beneficios relacionados aos

mecanismos de resposta ao estresse (KATHIRIYA, 2023).

7

Através da probiogendmica € possivel identificar os genes e o0s
reguladores génicos que estdo associados a resisténcia ao estresse. Essas
ferramentas sdo muito importantes para a avaliacdo de possiveis cepas
probidticas, além de entender os mecanismos de estresse que determinada
bactéria vai ter (BUSTOS et al.,, 2024). Os mecanismos de estresse sao
essenciais para a eficiéncia das bactérias probiéticas como uma ferramenta
terapéutica, além de garantir que elas sobrevivam na producdo de alimentos
funcionais. Além dos mecanismos permitirem que as bactérias sobrevivam,

potencializa os efeitos para o hospedeiro (BUSTOS et al., 2024).

3.3.1. Atividade antagonista

A atividade antagonista é a capacidade que algumas bactérias tém de
inibir ou impedir o crescimento de outros microrganismos, incluindo patégenos.
Existem diferentes mecanismos de atividade antagonista, como producao de
compostos antimicrobianos, onde podem ser produzidas bacteriocinas, peroxido
de hidrogénio e acido organico, estas substancias vdo atuar em outros
microrganismos ou criando um ambiente hostil (ZHU et al., 2023). Outros
mecanismos sao a competicdo por recursos, modulacdo do sistema imunoldgico
e a producédo de biossurfactantes, esses mecanismos ajudam a inibir a adeséo
e colonizacdo de possiveis hospedeiros (BERMUDEZ-BRITO et al.,, 2012).
Através da probiogenémica, conseguimos identificar os genes que atuam para

promover a inibicdo ou eliminacdo de outros microrganismos.

7

Para bactérias probidticas a atividade antagonista € uma grande
vantagem, isso porgue inibindo o crescimento de outras bactérias vai garantir
gue nao tenha competicao, facilitando o seu crescimento (BERMUDEZ-BRITO
et al., 2012). Esse mecanismo € importante para manter a salde intestinal e
ajudar na prevencdo de infecgbes. Além disso, algumas substancias
antimicrobianas sdo usadas no combate a doencgas, como o0s antibiéticos, essas
substancias também podem ser usadas para aumentar a vida dos alimentos,

sendo importante na producao de alimentos funcionais (THUY et al., 2024).
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3.3.2. Habilidade de adesao

Uma das caracteristicas mais importantes para as bactérias probidticas é
a habilidade de adeséo, uma vez que precisam se fixar ao epitélio do intestino
(GORREJA e WALKER, 2022). A habilidade de adesdo € a capacidade das
bactérias de se fixarem a superficies biolégicas, um processo mediado por
interacdes fisico-quimicas e por moléculas e estruturas proprias das bactérias.
A adesdo no intestino é importante para a persisténcia das bactérias no mesmo,
prolongando os efeitos delas, e sem essa capacidade seriam rapidamente
eliminadas. Sendo assim, a habilidade de adesao é essencial para a eficacia das
bactérias probioticas (SAVAGE e FLETCHER, 1985).

Existem diversos beneficios relacionados a habilidade de adeséo, entre
elas pode-se citar a exclusdo de patdégenos por competicdo, ja que se uma
bactéria probidtica estiver aderida no intestino, outra bactéria, com um patogeno,
nao vai conseguir aderir aquele local (PECORARO et al.,, 2023). Outros
beneficios sdo a interacdo com o sistema imunologico, além de exercer uma
influéncia positiva no equilibrio da microbiota nativa, promove a integracdo da
barreira intestinal, se ela tiver comprometida (PERA e PIETERS, 2014).

3.3.3. Imunomodulacéao

A imunomodulacdo é alguma alteracdo no sistema imunolégico ou
alteracdo de uma resposta imunolégica, essa modulacdo € mediada por agentes
gue podem ou ativar ou reprimir alguma funcéo (STRZELEC et al., 2023). Entre
0s agentes que tém capacidade de imunomodulacdo estdo as bactérias
probiéticas, elas tém a capacidade de interagir com o sistema imunolégico do
hospedeiro, modulando as respostas inflamatoérias e fazendo a regulacdo de
citocinas (MALDONADO GALDEANO et al., 2007). Essa capacidade de
bactérias probidticas de modular o sistema imune é essencial e benéfica para

garantir os efeitos positivos dos probioticos para o hospedeiro.

Existem diferentes mecanismos de imunomodulacéo através dos quais as
bactérias podem afetar seus hospedeiros. Entre eles, pode-se citar a interacédo
com o epitélio do intestino, em que as bactérias vao interagir com as células do
intestino através de receptores, essa interacdo pode estimular a producéo de

peptideos antimicrobianos e fortalecer a barreira intestinal (CRISTOFORI et al.,
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2021). Outros mecanismos sao a contribuicéo para ativar as células dendriticas,
producdo de citocinas e modulacéo da resposta imune através de linfocitos T e
secrecdo de IgA (SCHAFER et al., 2024). Através desses mecanismos as
bactérias conseguem estimular o sistema imune a respostas que sao positivas
para o hospedeiro, primeiro a tolerancia a bactéria probiética, fazendo com que
0 organismo nado tente elimina-la, também secretando citocinas e outras

substancias anti-inflamatorias (SINGH et al., 2023).

Sendo assim, a imunomodulagcédo € muito importante, ndo s6 para ajudar
a bactéria a passar pela barreira do sistema imunologico, mas também pelos
beneficios que ela pode trazer para o hospedeiro (TSAI et al., 2012). Além disso,
a imunomodulacéo pelas bactérias benéficas pode trazer diversos beneficios
para saude, como reducao de infec¢les, propriedades anti-inflamatorias, além

de contribuir para a melhora da microbiota intestinal (STRZELEC et al., 2023).

3.3.4. Producédo de metabdlitos secundarios

A producdo de metabdlitos secundarios € uma caracteristica em que se
tem a producdo de compostos organicos que ndo sao essenciais para o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo de organismos (GRIESEMER e
NAVID, 2023). Essa caracteristica € importante porque, frequentemente
possuem propriedades bioativas que vao contribuir para o hospedeiro e para o
ambiente microbiologico (YAN et al., 2022). Esses metabdlitos sao importantes
porque podem trazer diversos beneficios, como atividade antibiética, mediar as
relacdes entre 0s organismos, proteger contra estresses abiéticos e bidticos e
protecdo contra competidores (FU et al., 2017). Os metabdlitos secundarios
podem ser classificados de acordo com a sua composi¢cdo quimica, sendo
divididos em Compostos nitrogenados; Compostos fendlicos; Glicosideos;
Taninos; Terpenos; Flavonoides (THIRUMURUGAN et al., 2018).

Alguns exemplos de metabdlitos secundarios sdo: as bacteriocinas,
inibindo o crescimento de outras bactérias; Acidos Graxos de Cadeia Curta
(SCFAs), pode-se citar exemplos como acetato, butirato, propionato, eles vao
contribuir com a regulacéo do ph e estimulacéo de células imunolégicas (MASSE
e LU, 2023). Exopolissacarideos (EPS), é outro tipo de metabalito, sdo polimeros
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que contribuem para a adesdo ao epitélio intestinal, formacéo de biofilmes e
modulagdo imunologica (NETRUSOV et al.,, 2023). Por fim, tem algumas
vitaminas essenciais que podem ser produzidas por bactérias como biotina e
vitamina K. Sendo assim, é possivel ver os beneficios que os metabdlitos

secundarios podem trazer para o hospedeiro (GU e LI, 2016).

O programa BAGEL4 (VAN HEEL et al., 2018) € uma ferramenta que é
usada para identificar e visualizar clusters génicos em genomas de procariotos
envolvidos na producdo de peptideos sintetizados ribossomalmente e
modificados pos-traducionalmente (RiPPs) e bacteriocinas. A metodologia do
programa consiste em uma entrada de dados, através de um arquivo com as
bases, ap0s isso é feita a traducéo e identificacdo de areas de interesse (AQIs),
em que o DNA vai ser traduzido em quadros de leitura para usar os codons de
iniciacdo, depois se compara as proteinas com um banco de dados e através
disso séo definidas as areas de interesse. Apos isso vai ser feita uma analise
detalhada das AOIs e feito um relatorio grafico e algumas informag¢des como
modificacdes poés-traducionais sdo incorporadas a partir de banco de dados.
Pode ter recursos adicionais, como banco de dados de outras fontes, BLAST e

vizualizagdo de RNA-Seq.

J4 o antiSMASH (BLIN et al., 2023) é uma ferramenta usada para
identificar novos compostos naturais com potencial bioativo, que vao ter diversas
aplicacbes como farmacéuticas, controle agricola e exploracdo da
biodiversidade quimica microbiana. A metodologia dele consiste em: entrada dos
dados, carregando os genomas dos microrganismos que vao ser analisados,
apos isso o programa vai utilizar um conjunto de regras baseadas em modelos
ocultos de Markov (pHMMSs) para identificar fungcdes biossintéticas centrais que
caracterizam os BGCs. Com isso, ele vai analisar as classes especificas de
BGCs, fiocando em classes especificas como Sintetases de peptideos nao
ribossomais (NRPSs) ou Policetideos tipo | e Il (PKSs), depois vai fazer uma
previsdo da estrutura quimica dos produtos, e predi¢cdo de Regulacao e Sitios de
Ligacdo de Fatores de Transcricdo. ApOs isso ele vai comparar 0s peptideos
centrais de precursores identificados com bancos de dados como o antiSMASH-
DB e o0 MIBIG, diferenciando compostos conhecidos de novos. Os resultados vao

sair em um gréafico detalhado e em uma tabela interativa.
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4. Probiogenémica na Pratica: Exemplos de Estudos

A probiogenémica apresenta varios exemplos praticos e aplicaveis que
modificaram a forma de realizar investigacdo nesta area, as quais podem ser

demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Métodos de para Analises de Probioticos Baseadas em Abordagem

Genbmicas

Ferramentas de Bioinformaética Técnicas de Laboratério de Bancada

Andlise de Sequenciamento de Nova | PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase):
Geragdo (NGS)PCR (Reacdo em | Técnica para amplificacdo de pequenas
Cadeia da Polimerase): | quantidades de DNA para a deteccdo e
sequenciamento rdpido de grandes | analise de genes especificos.

volumes de DNA - identificagdo de genes
e mutacbes em genomas completos.

Anotacdo Gendmica: identificagdo e | Clonagem e Sequenciamento de DNA:
marcacdo de genes em uma sequéncia | Processo de insercdo de fragmentos de
de DNA por meio de bancos de dados e | DNA em vetores plasmidiais para
algoritmos. replicacdo e sequenciamento - analise
detalhada de genes.

Predicdo de Operons: Ferramentas que | Northern Blot: Técnica de deteccdo e
analisam sequéncias para identificar | quantificacdo de RNA mensageiro (MRNA)
grupos de genes transcritos como um | especifico - indica a expressao de genes.

Unico mRNA.

Modelagem Molecular: simulacdes | Western Blot: Técnica de detecgdo de
computacionais de predicdo de estrutura | proteinas especificas em uma amostra -
tridimensional de proteinas e suas | confirma a expressdo de genes a nivel
interacdes com outras moléculas. proteico.

Anélise de Microbioma: Estuda a | Ensaios de Atividade Enzimatica: Testes
composi¢cdo e funcdo de comunidades | laboratoriais que medem a atividade de
microbianas em um ambiente especifico | enzimas - confirmam a funcionalidade das
por meio do sequenciamento de DNA. proteinas codificadas pelos genes.

Comparacdo Genbmica: Compara | Mutagénese e Complementacdo:
genomas de diferentes organismos para | Técnicas de inativacdo e reativacdo de
entender evolugcdo e funcdo de genes - | genes especificos para estudar sua funcao
busca identificar  similaridades e | com cépias funcionais dos genes.

diferencas.

Andlise de Expressdo Génica: | Ensaios de Imunofluorescéncia: Método
Compara dados de sequenciamento de | que usa anticorpos marcados com
RNA para medir a expressao génica em | fluorescéncia para deteccédo de proteinas
diferentes condicdes - regulacdo génica. | especificas em células ou tecidos.

Identificacdo de Clusters de Genes: | Analise de Protebmica: Usa técnicas
Ferramentas de andlise de sequéncias | como espectrometria de massa para
para encontrar regides com multiplos | identificacdo e quantificacdo de proteinas
genes relacionados agrupados. em uma amostra - dados de expressao e
funcdo das proteinas.
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A genbmica aplicada ao estudo dos probioticos tornou-se essencial na
avaliacao da utilizacdo destas substancias e no desenvolvimento de novas, pois
a sua capacidade de identificar cepas ao nivel de espécie, munidas desta
atividade, de forma mais precisa, possibilitou a realizacdo de estudos mais
assertivos, por exemplo, através de meétodos como 0 sequenciamento, que
permitiu o reconhecimento do gene 16S rRNA e a aplicacido de genes com maior
potencial discriminatério, como os codificadores de proteinas de cOpia Unica
(pheS) (SANDERS et al., 2010).

Deste modo, as abordagens probidticas baseadas na gendmica
proporcionaram muitos avancos na pesquisa de cepas especificas de
Lactobacillus, permitindo a identificacdo de genes importantes para a adaptacao
destes microrganismos ao ambiente caracteristico da mucosa intestinal, bem
como para a sua capacidade de produzir substancias probiéticas. Além disso,
possibilitaram a selecéo de propriedades de interesse especificas (LEBEER et
al., 2008). Por exemplo, cepas que possuem maior resisténcia a estresses
oxidativos, osmaéticos e térmicos, como é o caso de Lactiplantbacillus plantarum
(BUSTOS et al., 2024; NYABAKO et al., 2020), ou cepas que apresentam
capacidade de adesdo a mucosa intestinal, garantindo a sobrevivéncia e efeitos
benéficos para a saude do hospedeiro, como em casos de Lactobacillus
acidophilus (KRAUSOVA et al., 2019).

L. plantarum é uma cepa muito destacada na literatura, servindo como um
bom exemplo da aplicabilidade de abordagens genémicas no desenvolvimento
de probidticos. Esta cepa apresenta iniumeras propriedades de interesse
capazes de contribuir para a promoc¢ado da saude, determinadas por meio do
sequenciamento do seu genoma completo possibilitando identificar a presenca
de peptideos antimicrobianos e bacteriocinas, que atualmente sdo utilizados
como conservantes alimentares e coadjuvantes no tratamento com antibiéticos,
contribuindo para a saude Unica (BAUTISTA e BARRADO et al., 2023).

Outras contribuicbes de analises genbmicas estdo relacionadas
principalmente com a seguranca da utilizacdo destes probioticos, dado que estes
microrganismos sao capazes de desenvolver resisténcia. De facto, o L.
plantarum possui uma acidez e bile que facilitam a sua colonizagédo no TGl

(HAMON et al., 2011). A fim de garantir essa seguranca, sdo imprescindiveis
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analises genbmicas para confirmar a auséncia de genes de viruléncia e
identificar esses genes de resisténcia, bem como para verificar se a bactéria tem
capacidade de transmitir essa resisténcia a outras bactérias patogénicas. Na
area da saude, sdo necessarios testes experimentais especificos, como a PCR,
para detectar a presenca destes genes utilizando certos primers (SEDDIK et al.,
2017).

Os Lacticaseibacillus rhamnosus sdo bactérias com potencial probiético
que apresentam operons especificos identificados por meio de analises
computacionais de bioinformatica, como o spaCBA-srtCl e spaFED-srtC2,
responsaveis por regular certos processos biolégicos, bem como clusters de
genes que codificam proteinas secretoras de bacteriocinas, como Bactl e Bact2,
e genes de imunidade que protegem a bactéria da sua propria bacteriocina
(DUTRA-SILVA et al., 2023). O conhecimento do codigo genético de qualquer
ser vivo e das suas espécies, bem como a dominancia de técnicas laboratoriais
como a PCR, a clonagem, a CRISPR-CAS, entre outras, possibilitou que os
investigadores pudessem mapear a distribuicdo de genes e reconhecer padrdes
intra-espécies, bem como promover uma maior compreensdo dos mecanismos
de acdo dos probiéticos e do seu comportamento em ambientes especificos
onde desempenham func¢des benéficas no organismo do hospedeiro (DUTRA-
SILVA et al., 2023).

A andlise de cepas de Bacillus clausii e Bacillus coagulans € um exemplo
notavel da aplicabilidade de estudos de probidticos baseados em abordagens
gendmicas, dado que revelaram a presenca de genes de resisténcia a
antibioticos e de producdo de enzimas antioxidantes. Estes genes sao
essenciais para a adaptacao das cepas de Bacillus clausii a ambientes intestinais
adversos e para a sua protecdo contra o stress oxidativo. Além disso, foram
encontrados genes produtores de enzimas digestivas e de vitaminas, como a
B12. Por outro lado, foi também indicada a auséncia de genes patogénicos
(SADRIMOVAHED et al., 2024). Em relacéo ao Bacillus coagulans, esta bactéria
€ uma enorme fonte de riboflavina (vitamina B12) e apresenta proteinas
essenciais para a esporulacdo que estdo conservadas em todas as suas cepas
probioticas. Além disso, apresenta varios dominios funcionais conservados

associados a resisténcia a antibioticos, o que constitui caracteristicas com um
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potencial significativo e diferenciador para melhorar a eficacia e a aplicabilidade
dos probidticos de Bacillus em comparagdo com os de Lactobacillus (KHATRI et
al., 2016).

A unido de todas essas informacdes permitiu maximizar os beneficios dos
produtos comerciais que contém cepas das duas espécies de Bacillus citadas,
produzindo formulagdes com menores riscos de efeitos adversos, gragcas aos
testes laboratoriais que comprovam estes beneficios na préatica. Por exemplo,
sao realizados experimentos que simulam condi¢cfes intestinais adversas com
isolados bacterianos, a fim de confirmar a capacidade dessas cepas de aderir ao
muco intestinal e sobreviver, reafirmando a eficacia destes probiéticos no TGl
(MAZZANTINI et al., 2022).

Além disso, abordagens gendmicas tém aplicacfes clinicas avancadas
como o desenvolvimento de probiéticos personalizados (CUNNINGHAM et al.,
2021). A analise do genoma bacteriano associado ao microbioma de um
individuo permite a identificacdo de cepas especificas mais adequadas as suas
necessidades metabdlicas e imunologicas (KESHET e SEGAL, 2024). Por
exemplo, estudos recentes podem explorar como a integracdo de conjuntos de
dados genbmicos e metabolémicos pode ajudar na formulacdo de probiéticos
direcionados para condi¢cdes especificas, como sindrome do intestino irritavel,
doencas inflamatérias intestinais e até mesmo distirbios metabdlicos como
obesidade e diabetes (PUIG-CASTELLVI et al., 2023; ZHAO et al., 2023). Outra
técnica promissora atualmente é o uso da tecnologia CRISPR-Cas para
modificar geneticamente cepas probiéticas, aumentando sua funcionalidade ou
seguranca. Essa abordagem ja foi usada para otimizar a producdo de
bacteriocinas, substancias antimicrobianas naturais que podem servir como
alternativas aos antibioticos (MU et al., 2022). A engenharia de probi6ticos com
propriedades imunomoduladoras também estd surgindo como um foco
significativo, especialmente para o tratamento ou prevencdo de condi¢cdes

inflamatorias crénicas (MU et al., 2022).

Perspectivas futuras da probiogenémica podem ajudar a incorporar a
aplicacdo de técnicas multibmicas, combinando gendmica, transcriptdmicas,
protedbmica e metaboldomica para fornecer uma compreensado holistica do

impacto dos probidticos na saude do hospedeiro. Esses avangos podem levar a
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criacao de formulacdes probidticas altamente personalizadas e especificas,

minimizando riscos e maximizando beneficios.

5. Conclusao

Neste capitulo, foram explorados os principais tépicos relacionados ao
estudo de probioticos utilizando a metodologia de probiogenémica, uma
abordagem interdisciplinar que combina testes in vitro, in vivo e in silico para
caracterizar e avaliar microrganismos tradicionais e de nova geracdo como
potenciais probidticos. Essa metodologia integra analises multibmicas,
abrangendo desde gendmica até o estudo de metabdlitos secundarios, para
compreender, em nivel genético e molecular, a complexa relagdo simbidtica
entre probidtico e hospedeiro. Tal compreensao é essencial para elucidar como
essa interacdo promove a saude do hospedeiro, contribuindo para a prevencéao
de doencas, modulagéo imunolégica e controle da microbiota intestinal por meio

de mecanismos antagonistas.

O capitulo aprofundou as abordagens émicas empregadas na pesquisa
de probiédticos, destacando tecnologias avancadas para identificar potenciais
candidatos a probidticos em nivel molecular. Foram discutidos aspectos
fundamentais da avaliacdo de seguranca, que inclui a analise de fatores de
viruléncia, resisténcia a antibioticos, presenca de elementos transponiveis (como
fagos, integrases, ilhas genémicas, plasmideos e sistemas CRISPR-Cas), bem
como a capacidade de produzir aminas biogénicas. Além disso, o texto
apresentou uma visdo detalhada sobre as ferramentas bioinformaticas que
facilitam essas avaliacbes, proporcionando maior precisdo e confiabilidade no

processo de selecéo e validacado de linhagens.

Outro aspecto abordado foi a avaliagdo dos mecanismos de probiose,
incluindo propriedades como a atividade antagonista contra patdgenos, a
habilidade de adesao as células do hospedeiro, a capacidade imunomoduladora
e a producéo de metabdlitos secundarios com impacto direto na saude intestinal.
Essas caracteristicas séo cruciais para determinar a eficacia de um

microrganismo como probidtico e seu potencial de aplicacao clinica.
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Por fim, foram apresentados exemplos praticos de estudos que ilustram a
aplicacdo da probiogenémica em diferentes contextos. Esses estudos destacam
como a integracdo de abordagens multibmicas e técnicas avancadas pode
acelerar a identificacdo e o desenvolvimento de probidticos utilizando
probiogenémica, sendo mais seguros e eficazes, alinhados as demandas da
ciéncia e da saude moderna. Assim, o capitulo oferece uma visao abrangente e
aprofundada sobre as etapas criticas no estudo de probidticos, desde a
identificacdo molecular até a avaliacdo de seguranca e funcionalidade,
consolidando a probiogenémica como uma ferramenta essencial no campo da

microbiologia aplicada e da biotecnologia.
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CAPITULO 4

Microalgal biotechnology: a new green economy?
Luis G. Ramirez Mérida
https://doi.org/10.69570/mp.978-65-84548-32-9.c4

Resumo

The green economy emerges as a process that seeks to improve society based
on natural methodologies that generate environmentally friendly technologies.
Recently, it has been possible to extrapolate this concept to biological processes,
one of which is microalgae cultivation. Microalgae have great potential to produce
biofuels and bioactive compounds; this technology can contribute to the
development of clean energy and high value-added compounds. Although
microalgae biotechnology is presented as a promising technology, improvements
are needed in the production processes. Thus, microalgal biotechnology seeks
to maintain high yields in biomass production, which makes the microalgal
industry an economically attractive company for investors.

Palavras-chave: bioproducts, cultivation, photobioreactor, microalgae,
technology

1. Introduction

The green economy emerged as a process to generate improvements and
sustainability in the environment. Although a relatively recent terminology,
organizations, institutions, processes and technologies are included in this term,
ranging from renewable energy to waste treatment, to natural resources
management and water treatment, among others. Recently the green economy
emphasizes the exploitation of biological systems for the benefit of mankind. This
is where the microalgae biotechnological attracts the interest of many
researchers and entrepreneurs in diverse areas including agricultural, food,
pharmaceutical, environmental, in view of the great potentiality and attributes
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presented by microalgal biomass for the production of nutraceuticals, animal and
human food, biofuels, fertilizers, chemicals of high added value, among others
(YAACOB et al., 2022).

There are many variations in the microalgae biochemical composition
which depend on the strain type as well as the culture conditions and downstream
processing of the biomass. Thus, for example, when subjecting strains of
Chlorella vulgaris to different irradiations the growth rate varies from 0.08 d* to
1.13 d* when irradiated in a photoperiod of 16: 8 ha 37.5 and 100 Mmol photons
m2s? respectively (SEYFABADI et al. 2011), . On the other hand, seasonal
variations may interfere with cellular performance. Open culture systems of
Nannochloropsis oculata showed fluctuations in lipid yield. In summer and
autumn were the most favorable seasons for the production of fatty acids more
suitable for biodiesel production (MINHAS et al., 2023).

Microalgae present great potential to produce metabolic compounds of
industrial interest. However, some aspects should be considered to make
microalgal biotechnology an economically viable industry such as: (i)
improvement in the strains selection, particularly those with high biotechnological
potential, (ii) production of differentiated culture media for isolation, (iii)
standardize biochemical modification methods, (iv) optimization of growth and
biomass productivity, (v) design of photobioreactors suitable for large scale
production, (vi) improvement in biorefinery processes. There are industries that
develop biotechnological processes with microalgae distributed in the world, the
considerations developed by them would contribute in the construction of an
innovative technological platform for industries based on microalgae (YAP et al.,
2021).

Microalgal culture has been used on industrial scale for decades to
produce compounds that have repercussions on economic processes. In recent
years, there has been an overall increase in microalgal biotechnology for
commercial applications, such as the production of biofuels, bioactive
compounds and bioremediation. However, few strains are used on an industrial
scale, Chlorella vulgaris, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Isochrysis
galbana, Spirulina maxima since their development and cultivation characteristics

help to obtain better yields and to avoid cross contamination (ELADL et al., 2024).
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Microalgae biotechnology presents advantages that catch the attention of many
investors: (i) microalgal culture for biofuel production, which do not compromise
the food chain, (i) autotrophic and heterotrophic growth capacity, (iii) relatively
easy obtaining of metabolic compounds, (iv) production of food compounds with
nutritional and health benefits, (v) carbon biofixation, product of the microalgae
photosynthetic metabolism. The production of microalgal biomass can be
improved by introducing carbon dioxide (CO2) from industrial effluents, which in
addition to contributing and having high biomass productivity reduce process

costs, which could help reduce greenhouse gas emissions (CHIA et al., 2021).

The process of microalgal biotechnology involves basically two steps:
upstream processing and dowstream processing, each of which has several
established phases ranging from nutrient composition to culture systems, types

of lighting, harvesting and biorefinery (Figure 1).
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Figure 1. Scheme of the formation process of microalgae biomass and

bioproducts.
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In view of the fact that microalgae biotechnology offers great investment
opportunities, the objective is to obtain a high production and good yield of
microalgal biomass, which will serve as a source of a bioproducts diversity. The
world market value of carotenoids can reach up to UD$ 1 billion per year, and
bioproducts such as astaxanthin may have higher prices (SHOW, 2022).
Although these types of biotech companies have great potential for profit, many
challenges need to be solved. One of the major challenges for the commercial
operations of microalgae is the large-scale production, since at the present time
the productive processes are carried out in large measure with open
photobioreactors, which limits the growth and the production to few strains types
and bioproducts. The closed photobioreactors available on the market do not
represent an optimal solution for the companies'needs, although the volumetric
and surface productivity is higher than in the open photobioreactors, the
performance does not approximate to yield obtained in laboratory scale
(SARKER and KAPARAJU 2023). In this paper, we will discuss the need to
optimize strains, culture systems, production costs, genetic modification, to make

microalgal biotechnology economically viable.

2. Microalgae culture

Despite the great diversity of microalgae in the world, estimated at three
hundred thousand, only thirty thousand have been identified and of them about
fifty species are used in biotechnological research, only six to ten are used for
commercial production of compounds and food additives, but not yet the number
of microalgae species that can be used to produce biofuels has been defined
(AHMAD et al., 2022). To initiate a microalgal culture, it is necessary to start with
a mother culture which must be in adequate conditions to avoid problems of
deterioration or contamination in the time. Lyophilization techniques are
advantageous. Also the preservation of mother cultures in tubes or Petri plates
with minimum medium is used. However, in the latter, cell degeneration can be
present, which can be reduced with the addition of a new organic base and
continuous peals (SARAVANA, 2023). In addition, manipulation of culture
conditions in terms of lighting intensity, temperature and nutrients, produces
improved cellular yields (MASOJIDEK et al., 2021).
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The culture conditions, medium type, lighting, coadjutants, temperature,
directly influence the costs. For autotrophic culture there are approximately forty
types of medium consisting basically of mineral salts, which depending on the
culture system should be supplemented with a carbon source. Some commercial
medium supplemented with vitamins, amino acids and/or phyto-hormones are
used for example the F/2 medium costing UD$ 40 - 60 per liter (CHAKRABORTY
et al., 2023).

The microalgal photosynthetic culture depends basically on the light
energy in the cells. Inadequate illumination produces biochemical consequences,
the product of photolimitation and photoinhibition that affects the Kkinetic
performance in the reactors. The source and type of lighting in the systems is a
factor to consider since, based on the characteristics of the process can use
natural or artificial lighting. Other aspects that should be considered are the place
of establishment of the culture, seasonal variations and variations of the
photoperiod (SEYFABADI et al., 2011). Temperature is another important factor
associated with microalgal cultures. In general, the optimum growth temperature
is in the mesophilic region (25-35°C), although some thermophilic strains
resistant to temperatures in the range of 60 °C. The great majority of culture
systems assume the temperature changes as a result of the variation of the
environment, although the use of heating mantles, coils and external heat
exchangers can be installed in the reactors for temperature control (Satiro et al.,
2016).

Regarding pH, microalgal culture is normally favored in a range that varies
from neutral to alkaline (7-9), although some species show optimum growth at pH
4 (Chlorococcum littorale) and pH 10 (Spirulina platensis). There is a complex
relationship between the concentration and type of the carbon and nitrogen
source, since the compounds of NHs and NH4* are strongly affected by the pH of
the culture medium. Thus, pH control mechanisms must be integrated to the
culture system to maintain the optimal conditions of this parameter in the process
(MARKOQU et al., 2016).

In photosynthetic culture systems, COz2 is the main source of carbon used
in culture; this gas has an atmospheric concentration of 0.034% which is not

sufficient to maintain high biomass yields. CO2 must be supplied through
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concentrated stationary sources (compressed carbon dioxide, primary standard
mixtures and industrial combustion gases) which provide inlet concentrations in
levels between 3 and 15%. Ben-Amoz (2009) showed that Dunadiella cultures
fed with flue gases increases biomass yield up to 10 times, showing to be a
source of economic carbon, besides contributing to the decrease of greenhouse
gases. The approximate costs of dry microalgae biomass in the 1950s were UD
$ 1,000 kg, nowadays thanks to biotechnological development can be found
values up to UD $ 0.20 kgt when grown in wastewater (DE PAUW et al., 1984).

However, there is a broad expectation in the availability and use of CO2
from industrial combustion gases to support photosynthetic microalgae cultures.
However, there have been difficulties in using this technique, since these gases
have high indices of impurity (CO, CHa, NOx, SOx, H2 and particulate matter),
and the temperature of these gases is very high (JACOB-LOPES & FRANCO,
2013). In the same way, heterotrophic and mixotrophic culture have been used
in environmental research and has been incorporated in studies of the industrial
waste use (STREIT et al., 2015).

Microalgae culture used on large scale include two types: open and closed
systems. Open systems are easier to build, more economical, and relatively
simple control that closed systems. There are two types of open systems that are
best known: (i) circular tanks and (ii) raceway tanks (RAMIREZ-MERIDA et al.,
2013). Although simple to construct, these systems have limitations in the transfer
of CO2, generate high evaporation rates producing significant variations in the
composition of the culture medium, besides allowing the access of external
contaminants. All this makes the use of open systems limited to extremophilic
microalgae strains, which are used at industrial level basically for the production
of food derived bioproducts (ROJAS-VILLALTA et al., 2024).

The closed systems provide a greater control of the physicochemical
parameters during the cycles of microalgae growth, besides allowing the
conduction of photosynthetic, mixotrophic and heterotrophic cultures. The main
configurations of the closed systems are formed by photobioreactors type:
tubular (horizontal, vertical, bubble column and air-lift), flat plate, hybrids and

fermenters.
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Tubular photobioreactors are the most used at laboratory, pilot and
industrial level. The tubular photobioreactors (horizontal and vertical), so called
based on the arrangement of their transparent parallel tubes with diameters of
0.1 - 0.2 m. The culture medium circulates through them with gravitational aid or
driven with a pump. The greater the number of tubes, the greater the light energy
arrangement in the medium, and therefore the surface/volume (S/V) ratio
improves. Disadvantages arise when oxygen accumulates, which is toxic to cells,
as well as biofilm formation in the walls of the tubes, which decreases light input
and increases the cost of cleaning the photobioreactor In addition, constant
recirculation of medium can cause cellular stress (SEGURA-MORALES et al.
2024).

The bubble column and airlift photobioreactors have a cylindrical shape,
wide S/V ratio and a gas diffuser at the bottom of the column. They have good
kinetic performance at low volume. However, their scaling is difficult because of
the low reaction volume (PALADINO AND NEVIANI et al., 2021).

Flat plate photobioreactors are designed to make efficient use of sunlight;
they have a high S/V ratio. This type of photobioreactors can be organized in
such a way that they are oriented towards the sun, which allows better efficiency
in terms of absorbed energy (PALADINO AND NEVIANI et al., 2021). The
photobioreactor presents good kinetic performance and can be scaled by
arranging several surface plates to gain area, but the plate elongation is not
recommended for scaling, making it expensive to install on an industrial scale
(Padrén and Mérida, 2025) .

The fermenters, for heterotrophic microalgae cultures, has been used in
the last years, with advantages since they use substrates of industrial waste.
They present high kinetic performance and are easily scalable when using
configurations with 1.0-1.5 A/D ratios (RAMIREZ-MERIDA et al., 2015).

A comparative study of production costs per liter of microalgae oil in open
and closed culture systems showed that in open systems the cost is almost three
times lower than in closed autotrophic systems. On the other hand, heterotrophic
crops proved to be even more economical. Production costs in autotrophic culture
range from UD $ 0.1 kg to UD $ 32 kgt compared to the heterotrophic culture
UD $2.0kg*toUD $12 kg™ (ALABI, 2009). Although it is not currently possible
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to compete with fossil fuels, it is expected that in the next few years, with the help

of biotechnology, microalgae will produce economically viable biofuel.

3. Microalgae strains

The search for and collection of microalgae is relatively easy, although finding
microalgae of biotechnological interest is more complicated. Microalgal strains
must present characteristics applicable to biotechnological processes that are
attractive to entrepreneurs. Thus, strains that present high growth kinetics, with
high biomass yield, that are cultivated in wastewater or under natural lighting and
temperature conditions, that produce metabolites of interest and that are easily
separable would be desirable characteristics for the optimization of production
processes. Thus, the choice of commercial microalgae strains is of utmost
importance and deserves rigorous investigation. In their natural habitat, the
species are well adapted to local environmental conditions and their usefulness
contributes to more successful cultivation than non-native species. The
cultivation of microalgae in wastewater is profitable in the production of microalgal
biomass, and helps in the removal of nutrients (RAMIREZ-MERIDA and
RODRIGUEZ-PADRON, 2023). Many research groups show attention to
stremophilous strains. They have certain advantages, since they can withstand
extreme conditions of temperature, toxic substances, lighting, pressure, among
others, which guarantee their usefulness in biotechnological areas of interest. For
example, they could directly use combustion gases from industrial furnaces,
present high desiccation and photophysiological tolerance, tolerate high
concentrations of heavy metals for bioremediation, present resistance to
photoinhibition, produce a greater quantity of metabolites under certain
conditions, allowing their use to have great potential in biotechnological

processes.

4. Biochemical manipulation and high yield

The biochemical manipulation of microalgae is reflected in the composition
of the chemical constituents. Several experiments have been reported, when

manipulating the nutrients in Scenedesmus obliquus cultures, the lipid content
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was five to ten times higher than the controls (MANDAL and MALLICK, 2009).
On the other hand, it is interesting to note that the carotenoid content in Dunaliella
salina cultures increased in direct proportion to the increase in salinity (Reshma
et al., 2021). Takagi et al., (2006) showed that the salt content of the medium can
also be a stressor in Dunaliella. In the early stages of the cultures, when NaCl
was increased from 0.5 M (equivalent to seawater) to 1.0 M, lipids increased by
67%; when mid- or late-stage cultures were subjected to a similar stress, lipids
increased by up to 70%. Thus, when selecting cells for biotechnological
applications, the strain and physiological state of the microalgae play critical roles
in determining production. The culture medium used influences the cellular
biochemical profile as well as the rate of metabolic production. Through
biochemical manipulation, lipid content can be regulated, since by placing
nutrients in a limiting manner, physiological stress is generated, forcing the cell
to alter its metabolism, leading to the accumulation of compounds necessary for
maintenance. Some experiments show that in Neochloris oleoabundans cultures
enriched with sodium nitrate, urea and ammonium bicarbonate as a nitrogen
source, only the lowest levels of sodium nitrate showed an increase in lipids (WU
et al., 2023). A limitation of inorganic phosphorus and CO2 in Chlamydomonas
acidophila cultures resulted in high rates (BOSSA et al., 2024). In Monodus
subterraneus cultures, as the phosphate content decreases, the concentration of
lipids in the cell increases (KHOZIN-GOLDBERG AND COHEN, 2006). Nitrogen
limitation in Scenedesmus obliquus crops produces an increase in cellular lipids
from 12.7% to 43% of dry weight (MANDAL and MALLICK, 2009); similarly, an
increase in CO2 concentration from 2% to 10% produces an increase in lipid
content of up to 170% in seven days (MURADYAN et al., 2004; Tambat et al.,
2023).

Therefore, several experiments must continue to advance in order to
understand and establish optimal formulations and conditions of nutrients,

temperature, and lighting that can guarantee high yields of microalgal biomass.

5. Genetic modification of microalgae

Genomic analyses of microalgae are available for only a few species.

Genetic modification of microalgae is promising as a strategy to achieve higher
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yields in the production of bioproducts for industrial purposes. Although several
hundred microalgal strains have been cultivated, detailed investigation of cellular
physiology and biochemistry is limited to less than one percent of the species,
and even fewer in those whose genomes have been studied. Genetic
transformation of microalgae has been limited by the presence of rigid cell walls
(Shivakumar et al., 2024). However, using various techniques such as
bombardment, electroporation and treatment with glass beads, several species

have been genetically modified (Mosey et al., 2021).

Genetic modifications can confer properties to improve yield. For example,
Li and Tsai (2008) demonstrated that the microalgae Nannochloropsis oculata
was optimized to produce bovine lactoferricin (BLF) fused with a red fluorescent
protein (DsRed), which has a bactericidal effect against V. parahaemolyticus
infection in the digestive tract of shrimp. Microalgae engineering processes such
as conversion of autotrophic systems into heterotrophic ones, improvement in
photosynthetic efficiency, improvement of cultivation processes, among others,
aiming at increasing cellular lipid synthesis, have generated promising results.
However, the increase in lipid synthesis yield with genetic modifications has not
yet been achieved at the expected levels. There are three possible strategies to
improve lipid production: biochemical engineering, genetic engineering and
transcription factor engineering. Biochemical engineering approaches are
currently the most widely established in microalgae lipid production (BEHERA et
al., 2021). Improvements in photosynthesis efficiency can be achieved by
manipulating photosynthetic antennae. Since smaller antennae lead to greater
photosynthetic efficiency, mutations in the genes that control their biogenesis are

a possible mechanism to increase photosynthetic efficiency (WANG et al., 2022).

There is the possibility of improving the efficiency of solar energy
conversion from 1-4% to 8-12%, to fully perform the metabolic process in the
microalgae Chlamydomonas perigranulata, C. reinhardtii, Chlorella vulgaris,
Cyclotella sp., Dunaliella salina, Scenedesmus obliquus and Synechocystis PCC
6714 (STEPHENS et al., 2010).

Microalgal biotechnological processes present an opportunity to generate
methodologies and products that may be useful to society. Cell strains that have

all the properties required for large-scale biotechnological processes must be
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developed, and further research must be conducted in parallel with natural strains
to fully understand their physiological functioning. Such modifications may confer
properties to improve their yield.

6. Harvesting

There is no single best method for harvesting microalgae and reducing
their water content. Cost-effective and energy-efficient harvesting methods are
needed to make the biomass and bioproducts production process economical.
Microalgal biomass recovery represents 20-30% of total production costs
according to one source. The most common harvesting processes are
flocculation, filtration, centrifugation, gravity sedimentation, and flotation. The
selection of the harvesting technique will depend on the properties of the
microalgae, such as density, size, and the value of the desired products (JACOB-
LOPES et al., 2015).

Flocculation is a process in which the dispersion of particles from the
medium is induced with the help of chemical compounds that produce
aggregation in the microalgal cells. Flocculants stimulate flocculation by
generating colloids and other particles in suspension in the solution to form
floccules. The most commonly used for microalgae harvesting include ferric
chloride, aluminum sulfate, aluminum, ferric sulfate, polyferric sulfate, as well as
cationic polymers (polyelectrolytes), organic flocculants (chitosan). Bioflocculants
such as Paenibacillus + aluminum sulfate, and also co-bioflocculation
(Nannochloris + diatoms) are used, but require extra effort to cultivate other
microalgae (MOLINA-GRIMA et al., 2003).

Pressure or vacuum filtration is satisfactory for recovering relatively large
(> 70 mm) and/or filamentous microalgae, but are less effective for separating
microalgae species with dimensions close to prokaryotes. Membrane
microfiltration and ultrafiltration processes may be an option for recovering
microalgae biomass below 30 mm (MOLINA-GRIMA et al., 2003). Cross-flow
filtration allowed the recovery of 70-89% of microalgae. This procedure has the

advantage of maintaining the integrity of the microalgae biomass. Filtration is an
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expensive process due to membrane exchange and pumping (ZHANG et al.,
1995).

The centrifugation technique is a methodology that is based on the use of
centrifugal acceleration to achieve the sedimentation of microalgae in
heterogeneous mixtures. The size and density of the structure determine the
centrifugal separation of the element. The supernatant is a liquid located in the
upper layer of the centrifuge tube, once decanted. The remaining solid represents
the microalgae concentrate. The process is fast and intensive and depends on
the sedimentation of the cells for the recovery of the biomass, the residence time
of the cell suspension in the centrifuge and the depth of settling (MOLINA-GRIMA
et al., 2003). Recovery by centrifugation is an efficient methodology for use with
low volumes of fluid and high energy consumption. The disadvantages of
centrifugation are high initial investment costs, noise generated during operation
and electricity costs (MOLINA-GRIMA et al., 2003).

Gravity sedimentation is widely used for the separation of microalgae in
agueous solution and wastewater treatment. The sedimentation rates of
microalgae are influenced by the sedimentation rate of solids and determined by
the density and area of the microalgae cells (HONG et al., 2022). Gravity
sedimentation preceded by flocculation is one of the most widely used techniques
for harvesting microalgae biomass. The disadvantages are the time-consuming
method (0.1 to 2.6 m h!) and the biomass may undergo decomposition under
high ambient temperature conditions. In addition, the technique is good for use
with large microalgae or with flamentous morphology (REARTE et al., 2021).

Flotation methods are based on the binding of microalgae cells using air
bubbles. The resulting flocs rise to the surface of the liquid and are recovered by
physical or chemical procedures. Particles as small as 500 ym can be recovered
by flotation. Some strains have gas vacuoles and float on the surface of the water.
The incorporation of air bubbles depends on several aspects, such as air, solids,

and contact angle with the aqueous phase (FUAD et al., 2021).
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6. Final considerations

In recent years, new economic and environmental opportunities have
emerged thanks to genetic and process engineering that has stimulated research
on microalgae. Innovative ideas emerge in research centers and are

implemented on a large scale in industries.

Microalgae biotechnology is making rapid progress in the mass cultivation
of microalgae and their application in various industrial processes. However, less
than fifty species are used, while thousands remain unexplored. The potential
roles of microalgae in genetic engineering and nanotechnology, as well as the
examples of entrepreneurial researchers, have increased the prospects for the
next generation of establishing biotechnological processes with microalgae to
form economically viable companies. Concerted research is needed to (i) develop
inexpensive media through the enrichment of wastewater; (ii) isolate and cultivate
new varieties of microalgae that present high yields; (iii) improve production
systems; (iv) improve biochemical and metabolic pathways through genetic

engineering; and (v) improve cultivation techniques.

Furthermore, attention should be paid to high-value natural and
recombinant products that can be extracted from microalgae to increase the
profitability of commercial operations. Simulation and pilot-scale models will
serve as a basis for optimizing processes for wastewater treatment,
eutrophication, gas capture, reactor design, and biocompound extraction based
on microalgae. A robust bioeconomy built on a technology platform based on
innovative microalgal processes requires an interdisciplinary approach involving
biologists, biotechnologists, biochemists, engineers, chemists, microbiologists,

bioreactor manufacturers, aquaculturists, and modelers.
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