AVANGOS
METODOLGGICOS EM
BIOLOGIA MOLECULAR
E BIOTECNOLOGIA s

A R b o Borcoi

Suz y Oliv M ndes

Adriana Ma d AI s-da-Silva
(Organizadores)



AVANGOS
METODOLGGICOS EM
BIOLOGIA MOLECULAR
E BIOTECNOLOGIA v

A R b o Borcoi

Suz y Oliv M ndes

Adriana Ma d AI s-da-Silva
(Organizadores)



)
R

oa Sa

-

/ogicas e

Bio

I

. A

1e11CIas

C

Editora Chefe
Prof® Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Assistentes Editoriais
Natalia Oliveira
Bruno Oliveira
Flavia Roberta Barao
Bibliotecaria
Janaina Ramos
Projeto Gréfico e Diagramacéo
Natélia Sandrini de Azevedo
Camila Alves de Cremo
Luiza Alves Batista
Maria Alice Pinheiro
Imagens da Capa 2021 by Atena Editora
Shutterstock  Copyright © Atena Editora
Edicao de Arte  Copyright do Texto © 2021 Os autores
Luiza Alves Batista  Copyright da Edicao © 2021 Atena Editora
Revisdo Direitos para esta edigdo cedidos a Atena Editora
Os Autores  pelos autores.

@@@ Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
Atribuicdo  Creative ~ Commons.  Atribuicdo-Nao-Comercial-

NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcdo e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacao com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora € comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicagao, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padrdes éticos da publicacédo. Situacdes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o0 mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Jinior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Q\tena

Editora

Ano 2021


https://www.edocbrasil.com.br/
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774071A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4444126Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771171H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4242128Y5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4168013D9

)
R

oa Sa

Ogicas e

Bio

I

. A

1e11CIas

C

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Cat6lica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcéo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazénia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Q\tena

Editora

Ano 2021


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4270399A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4270399A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4270399A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K2187326U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4537717Y7&tokenCaptchar=03AGdBq25B4lxTE6dxhpWHIqxGO4pzzZPgu_iV_QeN8f-tMTk8_sLDOB3PD_mtdQto3H5C2R2ZsmxnQtfmP66wxlIUt_CzTJNotB4Nr2WeA_ZeswgWraa8MbkAaZzV6d4gzkjqhc5hYQ_M-PfSdSI7td93FvBg2bA_iQABLK3i0vQ0yQRv1A1eB6SAfJCCqLkJYK596wJItTTqwwkcjAoFPtAsP-pVLiuGf7SJ_ujWrq_i7e1ac86qNNWa4t2uz65kb3UGFiVXXHrO-FYdcycEtCopnwy24k_7y06U-vF-n-8PZQEl3SDM3ejydvF0fyiSGRsDtN1eSkV6vWnGCu7u4Mc0gY3WMCxo6n9h6ArYBnNV6Cm64GaRIFb2IozQuQEayUcf2hIrTNuNZNcI3xXna_NbCwxnM8FL3w
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4236503T6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4442899D1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4442899D1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4779936A0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4279858T4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4764629P0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4137698A3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777360H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4257759E9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4705446A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771879P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4416387H0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4235887A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4437388Z1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4759649A2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4745890T7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/busca.do?metodo=forwardPaginaResultados&registros=10;10&query=%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ae%29+or+%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ab%29&analise=cv&tipoOrdenacao=null&paginaOrigem=index.do&mostrarScore=false&mostrarBandeira=true&modoIndAdhoc=null
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4203383D8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4277797H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4462393U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4792160H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4758278P9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717019T5
http://lattes.cnpq.br/3962057158400444
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4257670Z4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4791258D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4550722Z1&tokenCaptchar=03AGdBq26LoS54yshuGjAVTAhWtnomcb507AafRxgqUHA5rWXDTSAC8ujT1VFuP3y4tEBpGZS19N7RvwQkr5-DNtHriEEfmKb3_xUnkf3DhuvNCis7j04oZUuB6sbtybYhhfqdItqvhoc65O4cnN7x8sDpdIA2YfMuD3aFN8lr_S8JQb21Y8ACfte1yscvXXYcb9BYcCxWmKJd1WT1zmiAHbGk8p2qcdZuPko-NEiJ5Ugid8V4GsrrRxNzr1Vaz46HdLyP-3SoU5boilW0MWXEJcql0N06gtpZRX8hFIkpuD6W1PuIm9rguooIts9aPhbSlACsBNSamb17Kz9iEl3SIt1aquVaMiuT2H0OjxSwQ189Q0oth7WG3Vke0uwL2SYCHXeuec8UfMRJMHigDIUlf9gvkuDFSNg2vQ
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4343894D0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769404T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4402494Z9&tokenCaptchar=03AOLTBLS3hr4cVdLwJSKo9XuEbo3aSa84rmwd-VOUOnOKNG3KlETmWt897QU6hGmuwDDNVvUrUkgDH-vfvZPo1eIf2BLLKEI2emXX1CA5HvkIgdhkMivWo24B8yZ-zPcvj4Fw7L1gp3Q20koTp8vB34HZj7tj6QIwm7Eg-r9RL6NmagOF4QShFd0RxMWncbwWeS6oSfAa9pUBo00oql_WKfAajQU7-KR4W7i6mx7ToD1Ks7uHo1tjJlvLXmi7eaCSELEFilDt7ucyjDmTDMmA69x906qBDzhUwgw9wNMmIKZrcdqSAUCKEKQyl65e9O4lIr5JoUjhqwYTYlqXV-8Td4AZk_gu2oOCQMktRum_bd5ZJ0UcclTNxG2eP5ynmhjzA8IqVUfHDX1jdLgwP-yNSOi-y3y7nzoJqU8WIDza49J4gZUb-9kuQJX9f1G7STe2pOK2K3_dnTDg1l2n2-D-e9nP6yOPDEhkwDXCBPqIxdIiq0Nw7T-hKXd1Gzc3DUUqou6qw9HA6F2nwy2UHd-eNvPVHcyDBXWNtdQrSC-N3IilO2aX6co_RHJc6661cZbnZ9ymBUs9533A
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717916J5&tokenCaptchar=03AOLTBLSVwbRfXQjvHTLKSbnQb-EM9FjsS8YUlzZidkeuA9sSX1KCi29pQYB0pkW06OTfYJOOF6c3m-CckDuL-Oh5sJFBIKejpmfeQVcMOV11R5LYPbegZCB29EuKUVsIutVxqSJdP8M8kpcFOLJvVLUABQ2zXTIcS6RskfgSgeo7v7cwjGQ0aFXQxEqvUBOHHfMElt7SLSolhyhOtMRHWMzO2r9aAqjhF6zTOPQYoqoqQ7hdKB5sHVaEjAI_F6afXKd3g_32o_aFei6P5_WjFj27KtgrKs0z4ZCVerHuXwwU9iZywYA9upkLgGv2zJAOQU51HVBuDSAmVvHxyqhM6fSuRQMmf33YJIg9G3zOOLUPbOkox--oyiwbH2ClIV7NsCPvCgcXO57Z4a1lv7uK12dTpufQYLqtGE1NKSw_JUJmck3XJrFxV8_0eWbzNa8VQFzJFz8Wakp_VyC03nIL0hc9rNxF8BG9kvDECVj8HSt8lPiwtnLyavrp44Dk-TBq_AEQVz4OH-fFYyh3AKMKrtkuzWnJKXXCULFlOa-z5gwLCQJ_KBEoh_fl9LPmzvboZxwrYyIndtSL
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4448161E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4761024J9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4799273E2&tokenCaptchar=03AGdBq268VEkAcn3ftZ_2lZ-SL33xDwfeshMnherzDAzqv6lBQj8Hb9MVSbjclJQj7Co8u0G5K2qg28cPA0VDL7deaFLPcBB225xfSH9cY813pYSTpkZb5yNNx4B96AuZiaivkRGg57X14E80_ebaYUUK0tYeRE_YGiVDTF9ot0Cg_9yPAQGBQDcoSlXzQ3Jv3J4cj-VxOvY8_phk-Sr50ziZu5mm-RdiqTMbHFNlm8Jvve1Yqo5DJkxxNnZNOV6uYsPLS0-LwCjYYN72DfxAlLNJNOA7yZYt3arJXt5NqXlUqogF9y7Yl83eWoGJ-bG4GzrNrtaDx3wmOafTCa_RR5J_s2k7ESRQuaJiES6aOpLel16W_T9krltTH8b_immDt2qfUtaoef4VxO0GYIe-O4ZGQ4xSwFWf6A
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4776446E9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4481542Z5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4705653J5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8165109H2&tokenCaptchar=03AOLTBLSbWEZwpva2ByIrBPCi-0az6LzTydMcPZSUTgp16vbnnLpg51Ugkf9LxOhcdp-j8ju-G690W40chagCitBRtkGUdH2DrzuB_Wwf-gzusS7c1mwGcOgaajazzXK0iDHLZDCdHFu-cQErx5UZuXAq6LHHhsC0jt4ptl6JoIkyJenMJK2676GqBk_VFV-PtpfjlX42HNgL0P9k_Ztf28FMXLNYCKmWSum37Y7-POrmi40F52-KRx-84V0s_avLH1EUB3nOzzqYYGOjozeF-uZF5uGYwkYDLNJ-WXiTzdZybxlUDzdPZkgboLRDEno2ptYbBytJU18zNTtVu76IKO6Vj-ETNeOAl7GqqvWmwLl15JBsg59vvqLQlp2bSA-pI7bOUHEw1Qk92hHHAUQT56_5-K6SkJm6mpsHxrh5X-cEsL-wZKAUPCZVtji0IlOdxPWGr_7plMjGiCvU2I0J-Gv7Du69Fk9BKEMokAsV_QudOoViVOUQUQraVrLZPdmHOve9RAaNjuNGnpJQCsuK9AeqrAPbA6IQKF-YySF7iHF_qig9QJ9uUA0ISfZF4C8EdnQhgAcB5As6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4488711E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4221072D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4249363T4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4742429E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707670J6

)
R

oa Sa

Ogicas e

Bio

I

. A

1e11CIas

C

Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “Avancos Metodologicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” € uma obra
com o foco principal na valorizacdo acerca do conhecimento aprofundado em Biologia
Molecular e Biotecnologia, assim como do histérico e das técnicas recentes mais aplicadas
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tépicos Especiais
em Biotecnologia Il: Avancos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia
(BIOTECO024)”, ofertada pelo Programa de Poés-Graduagcdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Os diversos temas relacionados a Biologia Molecular e a Biotecnologia foram
abordados tendo como foco os avancos nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A
obra consta de sete capitulos, nos quais foram discutidos a evolugéo da biologia molecular
e das 6micas, assim como os sequenciadores de proxima geragéo, os métodos de estudo
em epigenética, a amplificacdo do DNA em single-cell, estudo de expressdo génica,
ferramentas de edicdo génica e expressao heterbloga de proteinas.

Deste modo a obra “Avangos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia”
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visédo ampla das
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas
evolucdes ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borgoi
Suzanny Oliveira Mendes

Adriana Madeira Alvares-da-Silva
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RESUMO: O entendimento sobre o transcriptoma
trouxe novas perspectivas sobre a biologia da
célula, no qual o estudo do RNA mensageiro
(RNAm) e da expressao génica poderiam auxiliar
no entendimento sobre as respostas obtidas a
medicamentos, tratamentos, e comportamentos
biol6gicos associados. O PCR de transcricao
reversa quantitativa (RT-gPCR) é resultado da
evolugcdo da técnica amplamente empregada
na biologia molecular de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e as plataformas de
quantificacdo. A técnica baseia-se na formacgéo de
uma fita de DNA complementar (cDNA) a partir de
RNA (RNAm), uma enzima transcriptase reversa
e a extensdo de um ou mais oligonucleotideo.
Para além da pesquisa a ser aplicada, o RT-qPCR
ganhou um conjunto de estratégias metodologicas
que podem variar nos métodos de deteccgéo,
na escolha sobre os iniciadores da transcricdo
reversa, nas etapas de execugéo e outras. Este

capitulo retne os processos de evolugdo da
técnica e apresenta algumas das estratégias
amplamente empregadas na RT-qPCR.
PALAVRAS-CHAVE: RT-gPCR,;
Génica; Biologia Molecular

Expresséo

RT-gPCR: GENE EXPRESSION STUDIES

ABSTRACT: The understanding of the
transcriptome brought new perspectives on the
cell’s biology. Thus, the study of messenger RNA
(mRNA) and gene expression could assist in
understanding the responses obtained to drugs,
treatments, and associated biological behaviors.
The quantitative reverse transcription PCR (RT-
gPCR) is the result of the evolution of the technique
widely used in molecular biology of polymerase
chain reaction (PCR) and the quantification
platforms. The technique is based on the formation
of a complementary DNA strand (cDNA) from RNA
(mRNA), a reverse transcriptase enzyme and the
extension of one or more oligonucleotides. The RT-
gPCR gained a set of methodological strategies
that can vary in the detection methods, in the
choice of the initiators of reverse transcription, in
the stages of execution, and others. This study
brings together the processes of evolution of the
technique and presents some of the strategies
widely used in RT-gPCR.
KEYWORDS: RT-gqPCR;
Molecular biology

Gene expression;

11 INTRODUCAO

O percurso evolutivo das tecnologias
de diagnédstico avancou ao passo da criacdo
de novas maquinas, insumos e tecnologias.
Seguindo esse percurso a reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR"), usada em larga escala para pesquisas biolégicas, no campo clinico
e de diagnostico e forense, alcangou novos alvos genémicos, deixando de ser restrito ao
DNA, e aplicando-se ao RNA e suas variantes mi-, pi-, sno-, si, sr-, U-RNA (HOLLANDet
al., 1991; KUBISTA et al., 2006).

O entendimento sobre o transcriptoma trouxe novas perspectivas sobre a biologia
da célula, e as especificacbes e desdobramentos relacionados ao RNA mensageiro
(RNAm) e a regulagéo génica. Entender o padréo de expressdo para diferentes tecidos
e as correlagdes quimicas, bioquimicas e respostas fisiolégicas poderiam auxiliar no
entendimento sobre as respostas obtidas a medicamentos, tratamentos, os comportamentos
associados e até sobre os mecanismos iniciadores (ROCHA; SANTOS; PACHECO, 2015;
SANDERS et al., 2018).

Para se alcangar o que conhecemos hoje como PCR de transcricdo reversa
quantitativa (RT-qPCR?), foi necessario o aprimoramento e derivagbes da técnica, na
qual o PCR digital (dPCR), PCR quantitativo em tempo real (QPCR) e PCR de transcricao
reversa (RT-PCR), somam-se para solucionar a necessidade de uma analise qualitativa e
quantitativa dos acidos nucleicos nos diferentes sistemas bioldgicos (TAYLOR; MRKUSICH,
2014) (Tabela 1).

Para melhor entendimento, as técnicas citadas tém como pilar a deteccdo dos produtos
do PCR com o auxilio de uma Taq polimerase estavel ao calor,Desoxirribonucleotideos
Fosfatados (dNTPs) e as sondas iniciadoras (oligonucleotideo). Mediante a evolugao
do termocicladores, acrescentou-se uma molécula repérter florescente que auxilia a
identificacdo e quantificagdo dos produtos em analise produzida em cada ciclo (HOLLAND
et al., 1991; GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996).

PCR qPCR RT-qPCR

A marcacao fluorescente

Baseia-se na presencga ou auséncia

Reacéo direcionada ao

Pr_lrné(::lgilgada da amplificagc@o do material g?g?iz‘tii:gggt?;gggs?ze entendimento sobre o RNA e
genetico. acordo com os ciclos da PCR. | €XPressac genica.
- Amplificacéo de uma Regiao
génica; - Uso de marcador florescente, | Etapa antecessora de
- Combinagao de DNA polimerase, | somado aos constituintes da convgrsagéo do RNA em cDNA:
Método cofatores, nucleotideos, e reacdo de PCR; . RT: Transcriptase reversa

sequencia direcionadora (Primer);
- Precisa fazer eletroforese em
gel para ver seu produto de PCR
amplificado.

- Resultado é atribuido ao Ct
de amplificagdo em resultado
digital.

- Segue os parametros da qPCR
para analise dos transcritos.

1. Dados Histéricos: O PCR foi inventado por Kary B. Mullis e Michael Smith no inicio dos anos 80. Ambos ganharam o
Nobel de Quimica de 1993 pela invengéo.

2. Nos anos 90 foi considerado como o “padrédo ouro” na analise quantitativa de acido nucleico, devido a sua alta sensi-
bilidade, boa reprodutibilidade, ampla faixa dindmica de quantificagdo, facil uso e razoavel custo-beneficio.
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Aplicacoes
Comuns

- Sequenciamento;

- Clonagem;

- Deteccéo de Mutacoes;
- Validagéo de OGM;

- Detecgéo de patégenos;

- Genotipagem;

- Analise de Mutagdes;

- Analise de Metilagéo do
DNA;

- Deteccéo de patégenos;

- Analise de perfis de expressao
génica;

- Aplica-se ao RNA e suas
variantes.

- Testes forenses. - Quantificagé@o de carga viral.

Tabela 1. Classificacéo e diferenciacdo das técnicas de PCR, gPCR e RT-qPCR

21 A TRANSCRICAO REVERSA

Para o estudo do RNA, de forma que este seja passivel a técnica de PCR necessitou
de uma nova etapa que antecedesse a técnica e denominada transcri¢do reversa (RT da
sigla). Esta etapa baseia-se na formacdo de uma fita de DNA complementar (cDNA) a
partir de RNA (RNAm), uma enzima transcriptase reversa e a extensdo de um ou mais
oligonucleotideo iniciadores (GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996; BUSTIN, 2000).

Inicialmente observado no comportamento dos retrovirus nos processos infecciosos,
para a aplicagdo molecular o processo de iniciagdo da reacéo de transcricédo reversa pode
usar trés abordagens, que sdo: Random Primers, Oligo(dT)s e os Primers de sequéncia
especifica (Sequence Specific Primers). Os Random Primers, amplamente empregados
atualmente, baseiam-se em sondas variadas que se anelam e pontos variados do RNA
como ponto de partida. Os Oligo(dT)s baseiam-se na estrutura do RNAm, na qual o primer
se ancora a extremidade 5 ‘da cauda poli (A). Ja o Primers de sequéncia especifica baseia-
se em Primers personalizados que visam a sequéncia especifica de um mRNA, garantindo
que a sintese do cDNA seja especifica a um gene de interesse (STANGEGAARD; DUFVA;
DUFVA, 2006; LI; BROWNLEY, 2010; GREEN; SAMBROOK, 2019) (Figura 1).

O processo de sintese deste cDNA é dependente das sequencias de anelamento
destes iniciadores de reac&o, polimerizagcdo e inativacdo da atividade da enzimaDNA
polimerase RNA-dependente (Transcriptase reversa), em um processo dependente do
aquecimento similar ao PCR (BUSTIN, 2000; NAKAMURA et al., 2003).
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Legenda Oligo(dT)s
s TTITTT 3
mRNA
5 TTTTT 3
I
Primer
cDNA

Figura 1. Iniciadores da Transcricdo Reversa. Os iniciadores Oligo(dT)s se ligam a calda
poli(A) do RNA mensageiro. Os iniciadores RandomPrimers se ligam a pontos diversos do RNA
mensageiro. Os iniciadores Primers de sequéncia especifica se ligam a uma regido especifica

do RNA mensageiro.

31 ONE-STEP X TWO-STEP

Entre as estratégias para realizagéo das rea¢des do RT-qPCR esta a escolha de kits
a serem realizados em uma ou duas etapas. Essas estratégias baseiam-se na combinagéo
ou ndo da etapa da transcrigdo reversa e PCR em tempo real, modificando-se assim as
estratégias de iniciacdo, os processos de otimizacéo dos primers, e as condi¢cdes de reacéo
(WONG; MEDRANO, 2005).

Entre as vantagens e desvantagens relatadas pelas marcas disponiveis no mercado
demonstra-se que a escolha por fazer as reacdes em um unico tubo garante uma menor
variacéo experimental e uma maior reprodutibilidade do experimento, no entanto, questdes
como otimizacao das reacoes, baixa sensibilidade e a deteccao de menos alvos por amostra
s&@o pontos negativos para a escolha desta abordagem experimental (Figura 2) (DE PAULA
et al., 2004; RASHED-UL ISLAM; JAHAN; TABASSUM, 2015).

Na abordagem mais comum, no qual as etapas sao feitas de forma separada, a
vantagem de maior destaque é a possibilidade de armazenamento do cDNA por longos
periodos, e a disponibilidade deste para novas reacoes, além da possibilidade de otimizagéo
e flexibilizagdo das reagdes. No entanto, o processo em duas etapas segue sendo mais
oneroso em tempo e no uso de materiais plasticos.



A

Primers A
mRNA \
Transcriptase —
One-Step —p Reversa —_—
¢DNA )
Polimerase [
Buffer =
dNTPs
B
mRNA \ ¢DNA \
Transcriptas  \— DNA Pol \=
Two-Step | —» ¢Reversa o ' | o primerda = | | = /
Primer da : Reagio r [
Reacao | Buffer | ‘
Buffer - dNTPs =
dNTPs

Figura 2. Estratégias para realizacéo das reacées do RT-gPCR. A. Reacgéao estabelecida em
uma unica etapa, na qual os reagentes para a transcri¢cao reversam e para o qPCR participam
da mesma reacgdo. B. Reacgédo estabelecida em 2 etapas. A primeira o referente a transcricao
reversa e a segunda referente ao qPCR.

3.1 Instrumentacéo e principios de deteccao da técnica

O principio das analises de PCR em “tempo real” pauta-se na identificagdo dos
fluorocoromo “Reporter’ associados ao produto do PCR durante os ciclos de reagao (HEID
et al., 1996). Nesse sentido, o entendimento sobre esta técnica baseia-se na escolha dos
sistemas de deteccao, e seus derivados como: modulo de reagéo, sistema de deteccao
optica, e os softwares (BUSTIN, 2000).

O modulo de reacdo consiste no processo de aquecimento e resfriamento do
equipamento em uso, o entendimento deste processo relaciona-se as etapas de separacao
das fitas duplas, hibridizacdo dos primers e a polimerizacado. Ligado a esta etapa também
esta a escolha correta das placas ou tubos usados para perfeito aproveitamento da reagéo.
Em relacdo ao sistema de detecgéo é importante entender a interagéo entre fluorescéncia
e filtros que acompanham o equipamento e o fluorocoromo “Reporter’ a ser usado. O
software em questédo é a forma de interacdo com a reacdo e necessaria para 0 processo
de interpretacdo dos resultados. O entendimento destas etapas garante que erros sejam
evitados na escolha dos kits, e o processo de otimizagdo e configuracbes ganhem mais
celeridade (BUSTIN, 2000).



Entre os métodos de deteccdo disponiveis no mercado, 0s sistemas mais comuns
sé@o o de detecgdo especifica (Sistema TagMan®) ou inespecifica (Sistema SYBR Green
I). No primeiro, utiliza-se uma sonda florescente ancorada na extremidade 5’ por um
fluorocromo “Reporter”, que tem como papel emitir a florescéncia, e em uma molécula
“Quencher” na sua extremidade 3’, que atua na absor¢do dessa florescéncia enquanto a
sonda esta estavel, em um sistema denominado transferéncia de energia de ressonéancia
de fluorescéncia (FRET). O processo de deteccéo é dependente da clivagem da sonda
pela enzima Tag DNA polimerase, que libera o fluorocromo “Reporter” que fica livre para
ser excitado e produzir fluorescéncia (HEID et al., 1996) (Figura 3). Nesse sentido, a
fluorescéncia produzida é proporcional aos alvos recém-sintetizados a cada ciclo.

Ja o sistema SYBR Green |, utiliza fluorocoromos com afinidade por moléculas de
DNA dupla-fita, de forma que com o decorrer dos ciclos as moléculas se intercalamaos
produtos do PCR. A etapa de detec¢éo ocorre no processo de polimerizagdo da dupla fita
neste sistema, ja que a fluorescéncia é reduzida no processo de desnaturacédo (MORRISON;
WEIS; WITTWER, 1998). Por ser um método mais barato, a técnica € amplamente utilizada
pelos pesquisadores, no entanto, a inespecificidadeda florescéncia aos alvos de escolha
pode-se tornar um problema na amplificagéo de produtos inespecificos ou na ocorréncia de
dimeros de primers (Figura 3).

Sistema TaqMan® Sistema SYBR Green|
3 Reporter @ Quencher Polimerizagdo ® Fluorocromos ===l Polimerizagido
wiy .
«H — .
3 - 5 3 5
® ® ]
5 3 ‘ 3
5 < - —
£ L T ] # .
4 _ g 5 . 5
5 3 5 . 3
‘.f . « L L] I
",’4_" ﬁ
—
i | T e ee o e,

g ¥ e J ' g .—rr L ¥

Figura 3. Sistema de detec¢do no qPCR. O Sistema TagMan® baseia-se na desestabilizagdo
do sistema transferéncia de energia de ressonéncia de fluorescéncia (FRET) entre fluorocromo
‘Reporter” e a molécula “Quencher”. O rompimento da ligagéo liberar o fluorocromo “Reporter”
para ser excitado e produzir fluorescéncia. O sistema SYBR Green | baseia-se na ligagéo do
fluorocromo as moléculas de DNA dupla-fita.
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Com o entendimento dos métodos de deteccdo a quantificagéo da técnica baseia-
se na florescéncia obtida em relagédo aos ciclos de PCR. Nesse sentido, a representagcéo
gréafica da curva de amplificagdo pode ser divida em fase de iniciagdo, fase exponencial e
fase platdé (HEID et al., 1996; DING; CANTOR, 2004).

Os primeiros ciclos caracterizam-se por uma baixa detecg¢édo da fluorescéncia, e
com o passar dos ciclos e com um acumulo exponencial dos produtos do PCR, o sinal de
fluorescéncia torna-se detectavel nomeando-se esta etapa como ciclo de quantificagéo.
O valor basal de deteccdo é a base da quantificagdo, demonstrando-se que em reacoes
que vocé entra com a mesma concentracao de material biol6gico consegue-se comparar a
presenca gene em estudo (DING; CANTOR, 2004; TAYLOR et al., 2010).

Este conceito também torna essencial as etapas de padronizacdo das reagoes, ja
que a quantidade de material biolégico presente no inicio da reagéo € um fator determinante
para que o ciclo de quantificag@o seja identificado nos ciclos iniciais ou tardios da reacéo
de qPCR (BUSTIN, 2000).

O ciclo de quantificagdo também pode ser entendido pelos termos apresentados
pelo software, entre estes estdo (Figura 4):

+ ARN: é o sinal da florescéncia calculado pela subtracéo da florescéncia emitida
pelo produto da reacdo e emisséo basal detectada, e os valores séo apresen-
tados com base nos ciclos;

+  THRESHOLD: Com base no limite de detecgcéo da florescéncia o proprio sof-
tware determinao limiar basedo sinal de amplificagdo real para reacdo.Seu
calculo é baseado no desvio padrao do sinal médio da florescéncia entre os 15
primeiros ciclos da reacao;

«  Ct é definida como o valor em que o ARN de uma amostra ultrapassa o limiar
minimo de deteccéo. Este valor compdem a base célculo das metodologias de
quantificacdo.



Plateau

/ Fase Exponencial

ARN

THRESHOLD

— Fase Inicial

Cycle

Figura 4. Exemplificagéo gréafica dos conceitos relacionados a curva de amplificagéo e definicao
do Ctda reagéo.

4|1 TEMPERATURA DE melting (Tm):

Um dos principios basicos para quem trabalha com PCR é a temperatura na qual a
metade do produto de PCR estéa dissociado e a outra metade hibridado. A temperatura de
melting esta diretamente relacionada ao tamanho do fragmento em estudo e a presenca de
guanina e citosina neste (Figura 5).

Os amplicons produzidos na reagdo tem um pico de fusdo caracteristico a
temperatura, nesse sentido, no RT-gPCR a analise sobre o melting contribui sobre a
identificacdo e entendimento de agentes contaminantes ou da inespecificidade do primer
(NAKAMURA et al., 2003).



ARN

Curva de Amplificagao

Cycle

Curvade Dissociagao

(-RN)

N

e V. : /..‘ \ ‘/’_7_7_7__7 \ .’-'4__.;—-—;___;. -

Temperatura (2C)

Figura 5. Exemplificag@o das Curva de Amplificagdo e de dissociagdo. A curva de amplificagdo
demonstra a detecgdo de produtos amplificados em uma amostra. A Curva de dissociagdo que
na reacéao foi encontrado diferentes temperaturas de melting para o produto da amplificagdo.

51 ANALISE QUANTITATIVA

Como a grande parte dos métodos de quantificagdo em andlises experimentais,
para o RT-qPCR a escolha das abordagens de quantificagdo também pode ser absoluta ou
relativa. O método de quantificacao absoluta, estd diretamente relacionado ao niUmero de
copias ou produtos da PCR detectados, baseados em uma correlagdo com a curva padréo
desenhada na reacédo (ROCHA; SANTOS; PACHECO, 2015).

A definicdo de curva padrdo baseia-se na relagdo absorbancia/ concentracdo. A
aplicacédo no RT-gPCR o Ct torna-se o valor base de calculo, porém & dependente de
um conhecimento prévio dos padrées em uso que devem ser identificados por métodos
independentes. Desta forma, o Ct “desconhecido” € comparado ao padrédo para determinar
0 numero de cdpias iniciais da rea¢do, que podem variar entre amostras de plasmideo para

0 gene de interesse ou oligonucleotideo sintético de cadeia simples (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

Em relacdo a analise relativa, ela tem como objetivo avaliar o padréao de expressao
génica em comparagdo a uma amostra e a um gene referéncia, sendo assim denominado
Método CT comparativo. A escolha por esta metodologia de analise é iniciada a partir da
escolha adequada e validagcdo dos genes enddgenos a serem usados como controle de
reacdo. Questbes como tratamento e as vias que podem integrar a resposta devem ser



priorizadas para que este gene controle ndo tenha a sua expresséo afetada pelo tratamento.
A proxima etapa para a anélise baseia-se no controle do experimento, que muitas vezes
mimetiza situagbes em que a expressdo do gene em estudo tenha um acréscimo de
destaque (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004).

Passados estes passos a quantificagdo relativa baseia-se no método de limiar
comparativo (método 2-Ct), na qual o nivel de expresséo do gene alvo (ACt) é calibrado
pelo controle enddgeno Ct da “amostra” -Ct do gene calibrador, na qual o gene calibrador
exerce o papel de “limpeza” da reacao retirando o que seria esperado como uma expressao
basal. Exemplos como Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), beta-actina e
Proteina Riboss6mica S18, sdo exemplos de controles endégenos bem estabelecidos e
citados nos trabalhos (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Passados esta etapa, a expressédo do gene de interesse é calibrada com o controle
da reagdo experimental obtendo-se assim o AACt, seguido do calculo 2-22% (Tabela 2).

ACt AACt
Gene _ ACt ACtAlvo — e
Calibrador ~ GeMe Ao CLAO~Cl yegio ACt 2
Calibrador
17.93 22.42 4.49
Controle da
reacao no 4(')3891' 0+0.09 (0.9 1_ 1.1)
experimento 17.97 22.34 4.37 : . .
17.95 22.26 4.31
20.87 19.48 -1.39
Experimento -1.36 = 53.82
Teste 20.91 19.44 -1.47 013 -5,75 +0,13 (49.18 — 58.89)
20.85 19.63 -1.22

Tabela 2. Explicagdo metodologia para quantificagéo relativa baseada no 2- AACt
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Figura 6. Representacao grafica dos resultados apresentados na Tabela 2.

61 CONCLUSAO

O entendimento sobre o DNA e RNA bem como as correlagdes baseadas no
controle da expressao génica permanecem entre 0s principais alvos de estudo na clinica
médica e &reas correlatas. O aprofundamento sobre a genética molecular trouxe avangos
no entendimento sobre sindromes, mutacdes, rastreio genético, desenvolvimento de
doencas, patdégenos etc. As metodologias de estudo baseadas na PCR permanecem
sendo essenciais como ferramenta de estudo e de diagndstico. Nesse sentido, o RT-gPCR
possibilitou a abordagem quantitativa dos dados, por meio da inser¢cao dos fluorocromos,
e tornou os experimentos e testes mais reprodutiveis, com acréscimos metodoldgicos na
sensibilidade, precisdo e acuracia dos testes.
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