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PANORAMA HISTORICO

A Parasitologia Molecular é a area
dedicada ao estudo da estrutura,
funcao e evolucao dos genomas e
das macromoléculas (DNA, RNA e
proteinas) de organismos parasi-
tarios. Seu principal objetivo é
elucidar os mecanismos de sobre-
vivéncia, patogenicidade, adapta-
cao e desenvolvimento dos para-
sitos ao longo de seu ciclo de vi-
da. Os avang¢os na area possibili-
taram progressos importantes
em trés eixos centrais:

* Avanco no Diagnéstico:

As ferramentas moleculares per-
mitem a deteccdo altamente sen-
sivel e especifica de parasitos,
mesmo em concentracdes muito
baixas ou em fases iniciais e as-
sintomaticas da infeccao.

* Compreensao da Doenca:

A analise molecular revela os me-
canismos de interacdo parasito-
hospedeiro, contribuindo para o
entendimento da patogénese e

BIOMEDICINA

da modulacdo da resposta imu-
ne.

e Controle e Tratamento:

A caracterizacdo de genes e pro-
teinas essenciais ao parasito pos-
sibilita a identificacdao de alvos
terapéuticos, favorecendo o de-
senvolvimento de novos farma-
cos, terapias direcionadas e vaci-
nas.

Historicamente, o diagndstico
das parasitoses baseava-se em
métodos convencionais, como a
analise microscépica de fezes e
sangue (parasitoscopia) e os tes-
tes soroldgicos voltados a detec-
¢do de anticorpos. Embora fun-
damentais, esses métodos apre-
sentam limitacdes, incluindo me-
nor sensibilidade em casos de
baixa carga parasitaria, depen-
déncia da habilidade técnica do
examinador e tempo prolongado
de processamento.
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ASPECTOS COMPLEMENTARES

As infec¢bes parasitarias afetam milhdes de pessoas todos os anos,
contribuindo significativamente para a morbidade global e, em casos
mais graves, para a mortalidade, sobretudo em populac¢des vulnera-
veis e em areas com recursos limitados.

O estudo integrado das diferentes parasitoses, aliado aos avancos das
técnicas de diagndstico molecular, tem sido fundamental para ampliar
a compreensao sobre a epidemiologia, os mecanismos de patogénese
e as estratégias de controle dessas doencas. Essa abordagem multi-
disciplinar fortalece acdes de vigilancia, prevencao e desenvolvimento
de terapias mais eficazes.
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PARASITOLOGIA MOLECULAR: NOVAS
ABORDAGENS DIAGNOSTICAS

A Parasitologia Molecular tem promovido uma pro-
funda transformacdo no diagndstico das infeccdes
parasitarias por meio da aplicacdo de técnicas avan-
cadas, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), o sequenciamento de nova geracao (Next-Ge-
neration Sequencing - NGS), o sistema de edi¢do géni-
ca CRISPR e a amplificacdo isotérmica mediada por
loop (LAMP). Essas metodologias permitem a detec-
cdo de parasi-tos com maior sensibilidade, especifi-
cidade e rapidez quando comparadas aos métodos
diagndsticos convencionais, como 0s exames COpro-
parasitoldgicos e os testes sorologicos.

Além disso, as abordagens moleculares possibilitam
a identificacdo de espécies cripticas, a diferencia¢ao
entre infeccdes ativas e infec¢des pregressas, o mo-
nitoramento da resisténcia a fdrmacos e a realizacdo
de vigilancia epidemiol6gica em tempo real. Dessa
forma, a incorporacdo dessas tecnologias ao dia-
gnostico clinico e laboratorial contribui de maneira
significativa para a tomada de decisBes terapéuticas
mais precisas e para o desenvolvimento de estraté-
gias de controle mais eficazes das parasitoses.
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0 BIOMEDICO NA PARASITOLOGIA
MOLECULAR

O biomédico exerce um papel fundamental na Parasitologia Molecu-
lar, area que integra conhecimentos de biologia molecular, genética e
ciéncias da saude com o objetivo de compreender, diagnosticar e
combater as doencas causadas por parasitos.

Historicamente, o diagnodstico das parasitoses baseava-se em meéto-
dos convencionais, como exames microscopicos e testes soroldgicos.
Embora relevantes, essas abordagens apresentam limita¢cdes quanto
a sensibilidade e a especificidade, especialmente em infeccdes com
baixa carga parasitaria ou em fases iniciais da doenca.

Nesse contexto, a atuacdao do biomédico torna-se estratégica, uma vez
gue esse profissional € capacitado para aplicar e interpretar técnicas
moleculares avancadas. Essas

ferramentas ampliam a preci-

sdao diagndstica, fortalecem a

pesquisa cientifica e contri-

buem de forma deci-siva para

o controle, a vigilancia epide-

miolégica e o desenvolvimen-

to de novas estratégias tera-

péuticas no campo das para-

sitoses.
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PRINCIPAIS CONTRIBUICOES DO
BIOMEDICO

O biomédico exerce um papel fundamental na Parasitologia Mole-
cular, area que integra conhecimentos de biologia molecular, genética
e ciéncias da saude com o objetivo de compreender, diagnosticar e
combater as doencas causadas por parasitos.

De forma comum, o diagndéstico das parasitoses baseava-se em
métodos convencionais, como exames microscopicos e testes soro-
|6gicos. Embora re-levantes, essas abordagens apresentam limita¢des
guanto a sensibilidade e a especificidade, especialmente em infec¢des
com baixa carga parasitaria ou em fases iniciais da doenca.

Nesse contexto, a atuacao do biomédico torna-se estratégica, uma vez
gue esse profissional € capacitado para aplicar e interpretar técnicas
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TECNICAS DE DIAGNOSTICO
MOLECULARES

O diagndstico molecular representa um avango
significativo na Parasitologia, ao possibilitar a detec-
cdo, identificacdo e caracterizacdo genética de para-
sitos com elevado grau de sensibilidade e especifi-
cidade. Essas técnicas baseiam-se na analise direta
do material genético dos agentes parasitarios, supe-
rando limita¢cdes frequentemente observadas nos
métodos diagndsticos convencionais.

A incorporacdao das ferramentas de biologia mole-
cular tem ampliado a capacidade de diagndstico
precoce, a diferenciacao entre espécies morfologica-
mente semelhantes e o monitoramento da dinami-
ca das infec¢Bes parasitarias. Além disso, essas
abordagens contribuem para o entendimento da
epidemiologia molecular, da resisténcia a farmacos
e dos mecanismos envolvidos na interacdo parasi-
to-hospedeiro.

Nos tépicos a seguir, serdo abordadas, de forma
individual, as principais técnicas de diagndstico mo-
lecular aplicadas a Parasitologia, destacando seus
principios, aplicacdes e relevancia no contexto clini-
co, laboratorial e em saude publica.
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TECNICA PCR (REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE)

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de amplificacdo de
DNA que permite a deteccdo de fragmentos especificos do material
genético de parasitos, mesmo quando presentes em quantidades
muito reduzidas em amostras clinicas.

O método baseia-se em ciclos repetitivos de aquecimento e
resfriamento, que compreendem trés etapas fundamentais:

« Desnaturac¢do: aquecimento do DNA para separac¢dao das duas fitas
complementares.

« Anelamento (hibridizacdo): ligacdo dos primers, pequenas
sequéncias de DNA, as regides complementares do DNA-alvo.

« Extensdo: sintese de novas fitas de DNA pela enzima DNA
polimerase a partir dos primers.

Entre as principais vantagens da
PCR destacam-se a elevada sensibi-
lidade e especificidade, a rapidez do
diagndstico e a capacidade de de-
tectar infeccdes em estagios iniciais.
Como limitacdes, ressaltam-se o ris-
co de contaminacdo e a necessida-
de de rigoroso controle de reagen-
tes, equipamentos e condicdes la-
boratoriais.
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TECNIGA PCR EM TEMPO REAL
(qPCR)

A PCR em tempo real, ou gqPCR (quantitative Polymerase Chain Reac-
tion), € uma variacao da PCR convencional que permite o monitora-
mento da amplificacdo do DNA em tempo real por meio do uso de flu-
oréforos especificos. Durante a reacdo, o aumento da fluorescéncia
ocorre de forma proporcional a quantidade de DNA amplificado,
possibilitando tanto a detecc¢ao qualitativa quanto a quantificacdo da
carga parasitaria presente na amostra.
Além da elevada sensibilidade, a qPCR reduz o risco de contaminacao,
uma vez que o sistema permanece fechado durante todo o processo.
Essa técnica € amplamente empregada em estudos epidemioldgicos,
no diagnostico clinico e no monitoramento da resposta ao tratamen-
to.
e Vantagens: quantificacdo precisa, rapidez e maior seguranca
analitica.
e Limitagoes: custo elevado e necessidade de equipamentos
especializados.
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TECNICA PCR
MULTIPLEX

A PCR multiplex é uma variacdo da PCR convencional que permite a
amplificacdo simultanea de multiplos fragmentos de DNA em uma
Unica reacdo, por meio do uso de diferentes pares de primers especi-
ficos.
Essa técnica é especialmente util para a identificacdo de multiplas
espécies de parasitos ou para a deteccdo simulténea de diferentes
genes de um mesmo organismo, proporcionando maior eficiéncia dia-
gnostica.
e Vantagens: rapidez, economia de amostra e reagentes, além da
possibilidade de diagndstico diferencial.
e Limitagdes: necessidade de otimizagdo rigorosa da reacao e risco
de interferéncia entre os primers.
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TECNICA NESTED PCR
(PCR ANINHADA)

A Nested PCR, ou PCR aninhada, consiste na realizacdo de duas rea-
¢Bes consecutivas de PCR. Na primeira etapa, amplifica-se uma regido
mais ampla do DNA-alvo; na segunda, o produto obtido é utilizado
como molde para a amplificagdo de uma regido interna (nested),
aumentando a precisdao do método.
Essa abordagem eleva significativamente a sensibilidade e a especi-
ficidade da técnica, sendo indicada para amostras com baixa carga
parasitaria ou com dificuldade na extracao do material genético.
e Vantagens: elevada sensibilidade e reducdo de resultados falso-
negativos.
e Limitagdes: maior tempo de execucdo e aumento do risco de
contaminacdo entre as duas etapas da reacao.
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TECNICA DE SEQUENCIAMENTO
DE DNA

O sequenciamento de DNA permite determinar a ordem exata dos
nucleotideos (A, T, C e G) que compdem o material genético dos para-
sitos, fornecendo informacdes detalhadas sobre sua identidade e or-
ganizacdo genética.
O método classico de Sanger é indicado para a analise de fragmentos
curtos de DNA e é amplamente utilizado na identificagdo de espécies.
Em contraste, as tecnologias de Sequenciamento de Nova Gerac¢ao
(Next-Generation Sequencing - NGS) possibilitam a analise simultanea
de milhares de fragmentos, viabilizando estudos de diversidade gené-
tica, evolugao molecular e resisténcia a farmacos.
e Vantagens: alta precisao na identificacdo e na caracterizacao da
variabilidade genética dos parasitos.
* Limitagdes: custo elevado e necessidade de infraestrutura labo-
ratorial e analise bioinformatica especializada.
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TECNICA DE HIBRIDIZACAO DE
ACIDOS NUCLEICOS

A hibridizacdo de acidos nucleicos baseia-se na capacidade de uma
sonda de DNA ou RNA ligar-se especificamente a uma sequéncia
complementar do material genético do parasita. Essas sondas podem
ser marcadas com substancias radioativas, enzimaticas ou
fluorescentes, permitindo a detec¢do e visualizacao do alvo.
As principais varia¢des dessa técnica incluem:
o Southern blot: identificacdo de sequéncias especificas de DNA.
o Northern blot: deteccdo de moléculas de RNA, possibilitando a
analise da expressao génica.
o FISH (Fluorescence In Situ Hybridization): utilizacdo de sondas
fluorescentes que se ligam a sequéncias-alvo em células ou
tecidos, permitindo a localizacao espacial do parasita.

» Vantagens: elevada especificidade e possibilidade de visualizacao
direta das sequéncias-alvo.

e Limitagdes: técnicas laboriosas
e, em geral, menor sensibilidade
qgquando comparadas a PCR.
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TECNICA DE ELETROFORESE
EM GEL

A eletroforese em gel é uma técnica utilizada para a separacao de fra-
gmentos de DNA ou RNA de acordo com seu tamanho molecular.
Durante o procedimento, as amostras sao aplicadas em um gel de
agarose ou poliacrilamida e submetidas a um campo elétrico. Devido
a carga negativa do DNA, os fragmentos migram em dire¢do ao polo
positivo, sendo que os fragmentos menores se deslocam mais rapida-
mente pelo gel.
Apés a corrida eletroforética, o gel é corado com substancias especifi-
cas que permitem a visualizacdo das bandas sob luz ultravioleta. A
eletroforese é amplamente empregada para confirmar o sucesso da
PCR, verificar o tamanho dos produtos amplificados e avaliar a integri-
dade e a pureza das amostras.

e Vantagens: técnica simples, rapida e de baixo custo.

» Limitagdes: fornece apenas informac¢des sobre o tamanho dos

fragmentos, sem revelar a sequéncia nucleotidica.
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OUTROAS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO MOLECULAR

e Clonagem Molecular:
Consiste na insercdo de fragmentos de DNA parasi-
tario em vetores para amplificacdo e estudo, sendo
utilizada na producao de sondas, proteinas recombi-
nantes e no desenvolvimento de vacinas.

e Microarranjos de DNA (DNA Microarrays):
Permitem a analise simultanea da expressao génica
ou a deteccdo de multiplos parasitos por meio de
milhares de sondas fixadas em uma superficie soli-
da.

* Técnicas de Protedmica e Transcriptomica:
Envolvem o estudo global das proteinas (proted-
mica) e do RNA mensageiro (transcriptdémica) dos
parasitos, auxiliando na identificacdo de biomarca-
dores e potenciais alvos diagnosticos e terapéuticos.

o CRISPR/Cas9 e Edicao Genética:
Ferramentas moleculares utilizadas para a modifica-
cdo dirigida de genes parasitarios, permitindo o es-
tudo da func¢do génica e o desenvolvimento de no-
vas estratégias terapéuticas.
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e LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplifica-
tion):
Técnica de amplificacdo de DNA realizada a tempe-
ratura constante, geralmente entre 60 °C e 65 °C, uti-
lizando uma DNA polimerase com atividade de des-
locamento de fita. Diferentemente da PCR, dispensa
ciclos térmicos, tornando-se uma alternativa rapida

e aplicavel em ambientes com infraestrutura limita-
da.
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ATIVIDADE DE FIXACAO

1.Como a técnica de LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplifica-
tion) se destaca em relacdo a PCR tradicional para o diagnés-
tico de parasitos em regidoes endémicas com poucos recursos?

Resposta: A técnica de LAMP destaca-se por dispensar o uso de ter-
mocicladores, uma vez que a amplificacdo do DNA ocorre a tem-
peratura constante. Essa caracteristica torna o método mais rapido,
de menor custo e facilmente aplicavel em campo, mantendo elevada
sensibilidade e especificidade, o que o torna especialmente adequado
para regides com infraestrutura laboratorial limitada.

2.De que forma o uso do NGS (Next-Generation Sequencing) e dos
microarranjos de DNA amplia as possibilidades de vigilan-cia
epidemiolégica e deteccao de multiplos parasitos em uma
unica analise?

Resposta: O NGS e os microarranjos de DNA permitem a analise si-
multanea de grandes volumes de material genético, possibilitando a
identificacdo de multiplas espécies de parasitos, variantes genéticas e
genes associados a resisténcia a farmacos. Essas tecnologias favore-
cem estudos populacionais, a vigilancia epidemiolégica e o monitora-
mento de surtos com maior abrangéncia e precisao.
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ATIVIDADE DE FIXACAO

3.0 que é a PCR e qual a sua principal funcao no diagnéstico
molecular?

Resposta: A PCR (Polymerase Chain Reaction) € uma técnica de am-
plificacdo de DNA que permite a deteccdo de fragmentos especificos
do material genético de patdgenos, tornando possivel identificar in-
feccdes mesmo quando o DNA esta presente em quantidades muito
reduzidas.

4.Qual a diferenca entre a PCR convencional e a PCR em tempo
real (qQPCR)?

Resposta: A PCR convencional permite apenas a detec¢do qualitativa
da presenca do DNA-alvo, enquanto a PCR em tempo real (qPCR) pos-
sibilita 0 monitoramento da amplificacdo em tempo real, permitindo a
quantificacdo da carga genética presente na amostra.
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