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APRESENTACAO

A obra “Medicina: Impactos Cientificos e Sociais e Orientagcdo a Problemas
nas Diversas Areas de Saude — Volume 2” que aqui apresentamos trata-se de mais
um trabalho dedicado ao valor dos estudos cientificos e sua influéncia na resolugao
das diversas problematicas relacionadas a saude.

O avangco do conhecimento sempre esta relacionado com o avanco das
tecnologias de pesquisa e novas plataformas de bases de dados académicos, o
aumento das pesquisas clinicas e consequentemente a disponibilizacdo destes
dados favorece o aumento do conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a
importancia de uma comunicacéo sélida com dados relevantes na area médica.
Essa é uma premissa que temos afirmado ao longo das publicacées desta area
na Atena Editora, evidenciando publicacdes desenvolvidas em todo o territério
nacional.

Enfrentamos nos dias atuais um novo contexto complexo de uma pandemia
sem precedentes que pode impactar cientificamente e socialmente todo o globo.
N&o estamos tratando apenas de um problema microbiolégico de ordem infecciosa,
mas também de danos psicologicos, sociais, e econbmicos que iréo alterar o curso
da humanidade a partir desse ano de 2020, portanto, mais do que nunca novas
propostas aplicados ao estudo da medicina e novas ferramentas serdao fundamentais
para a comunidade académica cooperar com as politicas publicas no sentido de
superar esse delicado momento.

Assim, o e-book “Medicina: Impactos Cientificos e Sociais e Orientagao a
Problemas nas Diversas Areas de Saide — Volume 2” tem como principal objetivo
oferecer ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos
professores e académicos de todo o territdrio nacional, maneira concisa e didatica.
Adivulgacao cientifica &€ fundamental para o desenvolvimento e avanco da pesquisa
basica em nosso pais, por isso mais uma vez parabenizamos a Atena Editora por
oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para que pesquisadores, docentes
e académicos divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 8
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RESUMO: O surgimento de novas doencas
emergentes como a COVID-19 traz a tona a
fragilidade dos sistemas de saude mundiais,
alertando cada vez mais para a importancia da
pesquisa cientifica. As informacdes do Sistema
Unico de Saude brasileiro ja indicavam que
as internagbes por doencgas infecciosas, em
relacdo ao total de internagbes do pais, ndo
apresentavam tendéncia de reducéo, e dados
do momento atual revelam que a crise na saude
do pais muito se correlaciona com a falta de
investimento que vai da pesquisa basica ao
leito dos hospitais. Doengas transmissiveis
emergentes como a que estamos enfrentando,
causada pelo novo Coronavirus, surgem em
periodo recente assumindo novas condi¢coes
de transmisséo, relacionadas principalmente
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a modificagcbes nas caracteristicas genémicas
do agente infeccioso. Tais mudancas nesses
microrganismos sao pontuais e especificas e
em algum momento podem torna-los capazes
de atingir o ser humano. Deste modo estudos
moleculares que possam investigar a estrutura
viral em seu menor nivel, como DNA ou RNA,
se tornam cada vez mais importantes. Nessa
breve revisdo apresentamos uma evolugéo das
ferramentasdebiologiamoleculardemonstrando
as principais técnicas utilizadas na pesquisa e
diagnostico de doencas emergentes como a
COVID-19.

PALAVRAS-CHAVE:
Doencas emergentes, Coronavirus, COVID-19

Biologia  Molecular,

ABSTRACT: The emergence of new emerging
diseases such as COVID-19 brings to light the
fragility of global health systems, alerting more
and more to the importance of scientific research.
Information from the Brazilian Unified Health
System already indicated that hospitalizations
for infectious diseases, in relation to the total
number of hospitalizations in the country, did
not show a downward trend, and data from the
current moment reveal that the country’s health
crisisis very correlated with the lack of investment
ranging from basic research to hospital beds.
Emerging communicable diseases such as
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the one we are facing, caused by the new Coronavirus, appear in a recent period
assuming new conditions of transmission, mainly related to changes in the genomic
characteristics of the infectious agent. Such changes in these microorganisms are
specific and specific and at some point can make them capable of reaching the human
being. In this way, molecular studies that can investigate the viral structure at its lowest
level, such as DNA or RNA, become increasingly important. In this brief review, we
present an evolution of molecular biology tools demonstrating the main techniques
used in the research and diagnosis of emerging diseases such as COVID-19.

KEYWORDS: Molecular Biology, Emerging diseases, Coronavirus, COVID-19

Cerca de 50 milhées de tweets sao escritos por dia, isso mesmo por dia!
Talvez vocé nao tenha uma conta no Twitter, mas certamente no facebook ou no
instagram vocé deve estar cadastrado com um perfil pessoal que recebe centenas
de informacgdes diarias sobre os mais diversos assuntos. Com o passar dos anos a
informacado tem a aumentado de forma substancial, é facil e simples observar essa
guantidade generosa de novas informacgdes acessando tanto nossas redes sociais,
guanto sites e 0s quase ultrapassados jornais.

A alguns anos atras ainda era possivel acompanhar todas as postagens e
informacdes dos seus amigos, hoje a informacao é tdo grande que vocé ja nao
consegue mais acompanhar o feed de noticias da sua rede social, devido a
quantidade de postagens de amigos somadas as empresas, anuncios e paginas
gue vocé considera relevante (ou nao!).

Para que se tenha uma ideia superficial do que estamos falando, se somarmos
todas as informacdes produzidas nas ultimas duas décadas em cds e empilharmos
estes chegariamos na lua. Deste modo, filtrar essas informagdes & essencial
para o conhecimento, tendo em vista a onda momentanea de falsas informagdes
também nomeadas de Fake News. Algo que nao foge a regra no contexto cientifico,
haja vista a quantidade de informacdes sem fundamento tedrico que propagam e
“viralizam” (termo muito usado e também propicio, ja que iremos abordar aqui a
microbiologia), assim como foram “viralizados” os falsos conceitos do zika virus no
ano de 2014, quando supostas mensagens em redes sociais difundiam informacdes
erradas e pouco cientificas sobre o contagio do virus, alarmando e confundindo
parte da populacéo.

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude classifica 20 doencgas e condicdes
como doencas tropicais negligenciadas. No entanto, desde a sua criacao em 2007,
a revista cientifica PLOS Neglected Tropical Diseases inclui mais algumas doencgas
com caracteristicas crbénicas, debilitantes e relacionadas a pobreza. Nesse ano de
2020, arevista em uma publicacdo denominada What constitutes a neglected tropical
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disease? (Peter J. Hotez et al., 2020) descre uma atualizagcdo do escopo da revista
que tenta abranger todas as doencas tropicais negligenciadas, com uma discussao
sobre o status de algumas das condic6es médicas mais debatidas em termos de
constituir ou n&o uma doenca deste grupo. Interessantemente o artigo foi publicado
momentos antes da mais nova pandemia mundial denominada COVID-19.

Doencas transmissiveis emergentes sao as que surgiram, ou foram
identificadas em periodo recente ou aquelas que assumiram novas condi¢cdes de
transmissao, seja devido a modificagdes nas caracteristicas do agente infeccioso,
seja passando de doencas raras e restritas para constituirem problemas de saude
publica. Reemergentes por sua vez sdo as que surgiram, enquanto problemas de
salde publica, ap6s terem sido controladas no passado.

Desde a pandemia da gripe espanhola em 1918, que matou cerca de 50
milhdes de pessoas, epidemias causadas por virus de transmisséo respiratoria tem
desestabilizado as estruturas de saude em todo o mundo. Uma prova disso foi a
pandemia da gripe causada pelo virus da influenza H1N1pandémico em 2009, que
teve seu epicentro no México e se espalhou rapidamente e em menos de um més ja
atingia mais de trés continentes. Existe uma dificuldade muito grande em se conter
um virus cuja transmissdo € respiratéria, como é o caso desse Novo Coronavirus
(SARS-CoV-2) que causa Sindrome Respiratéria Aguda (COVID-19).

Estima-se que o material cientifico relacionado a nova pandemia da COVID-19,
publicado cientificamente desde janeiro de 2020 ja atingiu mais de 23 mil artigos e
ja se tornou uma das maiores explosdes da literatura cientifica de todos os tempos.

A bioinformatica e a Inteligéncia Artificial aplicada a medicina terdo um
papel fundamental de agora em diante, desenvolvedores de software e editores
de periddicos serédo responsaveis por trabalhos arduos de refinamento de todos
esses dados de tal forma que possam ser Uteis para minimizar a pandemia e
consequentemente criando processos efetivos e aptos para mineracédo e analise
detalhada de todos esses dados.

O aumento de dados e informag¢des dentro da comunidade cientifica também
tem aumentado em ordem exponencial. A medida que novas técnicas moleculares
(principalmente no campo do estudo do conjunto dos genes e das proteinas de uma
célula, gendmica e protedmica respectivamente) surgem e sdo padronizadas mais
microrganismos sao investigados e mais dados séo publicados e disponibilizados
nas bases e bancos de dados académicos.

Atécnica Real-time RT-PCR, usada no diagnostico de SARS-CoV-2, combina a
metodologia de PCR convencional com um mecanismo de deteccao e quantificagao
por fluorescéncia. Ela permite que os processos de amplificacdo, deteccdo e
quantificacado de material genético (no caso do coronavirus, RNA) sejam realizados
em uma Unica etapa, agilizando a obten¢ao dos resultados, monitorando a reacao e
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detectando quantidades extremamente minimas de acido nucléico do virus. Trata-

se, portanto, de uma técnica extremamente rebuscada, baseada nas descobertas

promissoras no campo da biologia molecular. Deste modo apresentaremos a

seguir a base do caminho cientifico tracado até os dias atuais, para que fosse

possivel utilizar ferramentas acuradas e sensiveis deste campo da ciéncia tanto na

descoberta, como no diagnoéstico, e, até esse momento de publicacdo desse texto,

nas pesquisas para a cura desta infeccdo emergente.
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Figura 01 — Breve linha do tempo das principais descobertas no campo da Biologia Molecular.

Adescoberta de James D. Watson e Francis Crick estabeleceu o dogma central
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da biologia molecular, o que indica que as proteinas sao traduzidas a partir de RNA
e transcritas a partir do DNA.

Desde entdo uma evolucao rapida passaria pelos laboratérios de pesquisa, em
1972 Walter Fiers e sua equipe seriam 0s primeiros a determinar a sequéncia de um
gene, depois Richard J. Roberts e Phillip Sharp descobririam em 1977 que os genes
podem ser divididos em segmentos, e 0 primeiro genoma completo € sequenciado
(bacteriéfago phi-x174). No ano de 1980 o método de Shotgun é desenvolvido
por Sanger e colaboradores, esse trabalho também apresentou o uso de virus
bacterianos (bacteriofago M13). Finalmente em 1995 o primeiro genoma de um
microrganismo de vida livre &€ sequenciado: o genoma de Haemophilus influenzae
sequenciado pelo The Institute for Genomic Research.

A partir desse momento, projetos de sequenciamento de microrganismos se
espalham por todo o mundo utilizando-se da biologia molecular e das mais potentes
e inovadoras ferramentas possiveis de serem utilizadas. Sabemos hoje que a maior
parte dos genomas sequenciados € de microrganismos, haja vista que as diversas
espécies de microrganismos estdo presentes em uma grande diversidade de
ambientes que abrangem desde a agricultura até a medicina.

Varias séo as ferramentas da biologia molecular que podem ser aplicadas no
estudo de microrganismos, vejamos: quando se pensa em estudar cromossomos
de células em metafase (mas principalmente nas células em interfase), para se
investigar anormalidades numéricas e algumas estruturais, utilizamos a técnica
FISH (do inglés Fluorescence in situ hibridization). O FISH envolve o que chamamos
de sondas especificas de DNA. Séao pedacos do DNA marcados pela incorporacéao
de nucleotideos quimicamente modificados visualizados sob luz ultra-violeta.

Essas sondas de DNA sao hibridizadas com os cromossomos metafasicos
como nas técnicas habituais de citogenética, mas também diretamente com os
cromossomos de células interfasicas. Depois desse processo de hibridizacao in
situ, as laminas formadas podem ser vizualizadas em microscopio de fluorescéncia,
e assim podemos observar as alteracdes cromossOmicas.

A reacao em cadeia pela acao da polimerase “PCR” (do inglés polimerase
chain reaction), € o que possuimos de mais sensivel para a deteccédo de DNA de
forma geral e amplamente utilizada para responder as questdes genémicas dos
microrganismos. O principio da técnica se fundamenta na amplificacdo de um
determinado “pedaco” de DNA pela adicdo de oligonucleotidios (primers) que se
ligam com as fitas complementares de uma sequuéncia alvo. A partir de entao varios
e repetidos ciclos com constantes alteracdes na temperatura permitem a sequencia
de desnaturagdo do DNA, hibridizac&o e extenséo (este ultimo gracas a enzima DNA
polimerase). Assim depois varios ciclos a regiao de DNA delimitada inicialmente
vai sendo reproduzida com alta fidelidade de informacé&o. Basicamente uma Unica
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molécula de DNA molde, depois de 30 ciclos PCR acumulara aproximadamente 1,4
bilhdo de copias iguais da regido selecionada pelos primers. Essa técnica foi um
passo fundamental e essencial para o avanco da biologia molecular e suas diversas
aplicagdes, tais como na biologia forense, industria biotecnoldgica, diagnostico
genético etc.

Se porventura almejamos identificar as variagdes nas sequéncias de acidos
nucléicos que podem conferir altera¢gdes na estrutura do DNA dos microrganismos,
usamos a técnica High Resolution Melting (HRM). O baixo custo em relacéo a outras
tecnologias; assim como o baixo consumo de reagentes € uma grande vantagem
para essa tecnologia que se baseia fundamentalmente na reacdo em cadeia de
polimerase.

Caso seu objetivo seja ndo s6 obter um alto numero de copias de DNA da
amostra do microrganismo em questdo, mas acompanhar em tempo real o nUmero
de copias feitas numa PCR, vocé pode hoje utilizar o sistema de PCR em tempo
real. Neste sistema, além dos primers, vocé utiliza uma espécie de “acusador”’ da
amplificacdo que esta ocorrendo dentro do seu eppendorf ou mais precisamente
dentro da sua placa de 96 pocos. Uma sonda interna ao segmento a ser amplificado
também é ligada ao DNA molde, ela possui um marcador fluorescente que € liberado
quando a sonda é destruida pela agcao da enzima polimerase. Assim quando ocorre
a extensao dos primers, a polimerase passa pelo local onde a sonda esta ligada,
promovendo a sua desintegracdo. O processo sera lido pelo equipamento que
esta ligado a um computador capaz de processar a informacao advinda na forma
de fluorescéncia. Assim de forma muito precisa podemos avaliar a expressao de
genes especificos de fungos ou bactérias em determinadas situagdes de infeccao
ou resisténcia a drogas, assim como a carga viral de um determinado virus.

Se caminharmos um pouco mais para fora do nacleo de uma célula, deixaremos
para tras o DNA e encontraremos no citoplasma RNAs mensageiros e proteinas,
muitas proteinas! Todas elas sintetizadas por informacdes muito bem detalhadas
no DNA, assim proteoma foi o termo encontrado para descrever proteinas que séo
expressas por um genoma.

Para se estudar todas essas proteinas utilizamos hoje a Protebmica que
estuda o conjunto de proteinas expressas por um microrganismo e suas isoformas.
Com atecnologia € também possivel identificar, quantificar e estudar as modificacées
gue possam ocorrer mesmo quando a proteina ja esta pronta, ou seja modificacdes
poés-traducionais. Essa tecnologia € basicamente estabelecida sobre dois pilares: a
eletroforese bidimensional e a espectrometria.

O primeiro pilar, elektronphorese (do grego: conduzida pela eletricidade),
refere-se ao deslocamento de biomoléculas numa matriz sélida (agarose ou
poliacrilamida) pela acdo de um campo elétrico. Na eletroforese bidimensional em
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gel, as proteinas sao separadas em duas dimensoes, de modo que todas as proteinas
sejam identificadas por todo o gel. Sabemos da probabilidade que duas proteinas
possuam propriedades quimicas e estruturais diferentes, assim por mais que seus
pesos moleculares sejam proximo ou até iguais, o ponto isoelétrico chamado de
segunda dimenséo possibilita uma separacéo com maior especificidade e resolucéo.

J& 0 segundo fundamento da prote6mica, a espectrometria de massas, é
uma técnica que envolve conceitos fisicos analiticos que nos possibilita detectar
e identificar moléculas por meio da medicdo da sua massa e da caracterizacéao
de sua estrutura quimica. O espectrdbmetro de massa, aparelho utilizado para as
analises de massa, tem a capacidade de criar ions de compostos organicos por um
método adequado, e principalmente separa-los de acordo com a sua taxa de massa e
de carga, detectando-os qualitativa e quantitativamente por sua respectiva taxa m/z
e abundancia. Um dos métodos, por nés ja utilizados em pesquisas microbioldgicas
de fungo, € o MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) que em resumo,
consiste na mistura da amostra a ser analisada com uma matrix sobre uma placa
de metal condutora. Depois da cristalizacdo da matriz junto com a amostra, a placa
metalica é introduzida no espectrémetro de massas, onde € bombardeada com
breves pulsos de laser. Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos séo
direcionados para o analisador TOF, onde sdo acelerados através de um campo
elétrico dentro de um tubo a vacuo, até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo,
0s componentes da amostra sdo separados de acordo com suas relacbes m/z,
chegando ao detector em diferentes tempos.

Finalmente, como uma técnica revolucionaria dos ultimos anos podemos
apresentar o “CRISPR’ que significa “clusters de repeticdes palindrémicas curtas
regularmente intercaladas”. Trata-se de uma regiao especializada de DNA com duas
caracteristicas distintas: a presencga de repeti¢cdes de nucleotideos e espagadores. O
CRISPR diz respeito a uma tecnologia promissora, com possibilidade de Nobel em
medicina e fisiologia, extremamente fidedigna de edicao genémica que juntamente
com o sistema Cas9 permite recortar e deletar seletivamente uma regido do DNA.

Poderiamos aqui exemplificar e caracterizar muitas outras tecnologias da
biologia molecular aliadas a bioinforméatica para estudo de microrganismos, mas por
meio desta sucinta revisdo reforcamos o quanto essas ferramentas descritas sdo
uteis e com ampla capacidade de gerar informacao substancial contribuindo para o
avanco dos conceitos microscédpios e moleculares. Assim, podemos constatar que
a evolucao tecnolodgica é totalmente contemporénea a nés, o que de fato influencia
diretamente nos produtos que sao gerados na pesquisa com microrganismos e na
ciéncia como um todo.
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