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Resumo: A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica in vitro que permite a
amplificagdo de sequéncias especificas de acidos nucleicos, uma vez que se baseia no processo
de replicagéo do material genético. E uma técnica muito utilizada para diagnéstico, inclusive para o
novo Coronavirus. Este estudo visou mapear a produgéao cientifica entre 2001 e 2021 e verificar
algumas categorias bibliométricas. Para isso buscou-se por “PCR”, “Reagcdo em Cadeia da
Polimerase”, “Polymerase Chain Reaction” e “Digital PCR” nas bases de dados Web of Science e
Scopus. Os dados foram examinados através de uma abordagem quantitativa por meio de
estatistica descritiva do tipo percentual. Foram recuperados 2.246.423 artigos, dos quais 66% foram
localizados na Scopus. O Brasil demonstrou ter poucos artigos envolvendo a técnica, enquanto os
Estados Unidos e China foram os paises que apresentaram o maior numero de publicagdes. O
inglés é o principal idioma dos artigos publicados. Tal fato é explicado pela visibilidade que o artigo
tem ao serem publicados nesta lingua. A Plos One é a revista que reuniu o maior nimero de
trabalhos envolvendo a técnica. No espaco amostral, 2020 e 2021 foram os anos que apresentaram
a maior quantidade de trabalhos publicados enquanto 2001 e 2002 foram os anos com o menor
numero de publicagdes. A técnica é bastante descrita na literatura. Existem diversos trabalhos que
a utilizam para resolugdo de varios problemas biolégicos, sendo a saude a principal area de
aplicagao.

Palavras-chave: Genética; Marcadores Moleculares; DNA.

Abstract: Polymerase Chain Reaction (PCR) is an in vitro technique that allows the amplification of
specific sequences of nucleic acids, since it is based on the replication process of genetic material.
It is a widely used diagnostic technique, including for the new Coronavirus. This study aimed to map
scientific production between 2001 and 2021 and verify some bibliometric categories. For this
purpose, we sought "PCR", "Polymerase Chain Reaction", "Polymerase Chain Reaction" and "Digital
PCR" in the Web of Science and Scopus databases. The data were examined through a quantitative
approach through descriptive percentage statistics. A total of 2,246,423 articles were recovered, of
which 66% were located in Scopus. Brazil has shown that there are few articles involving the
technique, while the United States and China had the highest number of publications. English is the
main language of published articles. This fact is explained by the visibility that the article has when
published in this language. Plos One is the magazine that brings together the largest number of
works involving the technique. In the sample space, 2020 and 2021 were the years that presented
the highest number of published papers while 2001 and 2002 were the years with the lowest number
of publications. The technique is widely described in the literature, there are several studies that use
it to solve various biological problems, and health is the main area of application.
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INTRODUGAO

A Biologia Molecular é o ramo da Biologia que estuda os organismos a
nivel molecular. Tal area foca no estudo da estrutura e funcdo do material
genético dos seres vivos. Além disso, a Biologia Molecular examina a relagao
entre Acido Desoxirribonucleico - DNA, Acido Ribonucleico - RNA e Proteinas
(WATSON et al., 2015). Entretanto, s6 foi possivel entender como o DNA é
transcrito e traduzido em proteinas apds os estudos de Rosalind Franklin e
apresentacao do modelo tridimensional deste acido nucleico em 1953 por
Watson-Crick (TSONGALIS; SILVERMAN, 2006).

A Biologia Molecular é um campo muito amplo, compreendendo outras
areas, como a Genética e Bioquimica (WATSON et al., 2015). Vale ressaltar que
a Genética so6 se consolidou como um conjunto de principios e procedimentos a
partir de 1980 com uma série de experimentos realizados pelo monge agostiniano
Gregor Mendel (GRIFFITHS et al., 2009).

As técnicas de Biologia Molecular avangcaram consideravelmente nos
ultimos anos, oferecendo novas possibilidades no estudo da Genética (HEPP et
al., 2020). Entre as varias areas de aplicacdo da Biologia Molecular podemos
destacar o agronegécio e pecuaria, o controle de qualidade de alimentos, a
medicina humana e veterinaria, as ciéncias forenses e a conservagao da
diversidade bioldgica do planeta (ZOLET et al., 2017; GRIFFITHS, 2009).

Todavia, existem algumas técnicas fundamentais para qualquer estudo
relacionado a Biologia Molecular. Entre elas, podemos destacar a extragao de
DNA, a Eletroforese e a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (ZOLET et al.,
2017; GRIFFITHS, 2009). Esta ultima é uma técnica in vitro de multiplicagao
exponencial detrechos especificos de acidos nucleicos baseando-se no processo
celular de duplicacdo do DNA (FRUEHWIRTH, DELAI, FOLHA, 2015).

Apesar das inumeras publicacbes referentes a utilizagdo da PCR para
resolucdode varios problemas, nota-se a auséncia de estudos que busquem
apresentar dados prospectivos no que se refere a producéo cientifica neste tema.
Diante do exposto, o presente estudo visou analisar a produgao cientifica
brasileira e internacional sobre o uso da PCR nos ultimos vinte anos (2001-
2021), utilizando dados bibliométricos indexados nas bases de dados da Web
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of Science (WoS) e da Scopus.
FUNDAMENTAGAO TEORICA

A PCR é uma sintese em laboratério que permite a amplificagdo de
sequéncias especificas de DNA ou RNA (Acido Ribonticleico), sendo este ultimo
realizado a partir da sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA-
complementary deaxyribonucleic acid) (CHEN, CLEJAN,1993). A técnica
consiste em uma série de ciclos onde a fita de DNA é separada (desnaturagao),
complementada (pareamento) e refeita (extensao), possivel de ser observada na

Figura 01.

Figura 01: Caracterizagdo dos componentes e processos da PCR convencional.

PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

/ \ | RN
A T l 95°C - Strands separate 1. Denaturing
DNA Sample Primers Nucleotides 5 1111
. @J U, l 55°C - Pnmers bind template 2. Annealing
Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube / T NN - '
\K - ,- R

1
\ <2 l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

/ 1 ]
~ / PCR Cycle

Thermal Cycler

Fonte: Nunes (2017).

O desenvolvimento da técnica de copiar trechos de DNA, utilizando a PCR
ampliou perspectivas em varias areas do conhecimento. A técnica inicial de PCR
utilizava a enzima de DNA polimerase de Escherichia coli, em que a temperatura
de pareamento é de 37°C, e a cada ciclo de reacao ela era adicionada, mas era
inativada quando a temperatura chegava a 95°C para promover a desnaturagao
do DNA molde.
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O bioquimico Kary Mullis em 1983 conseguiu umaforma de localizar uma
parte especifica de DNA e com isso sintetizou varias cépias. Essa técnica ficou
conhecida como PCR. Em 1987, Mullis e colaboradores obtiveram a patente (US
4,683,195) por essa invengao que tinha como titular inicial a Cetus Corporation e
Emeryville, Calif. Além disso, Mullis ganhou o Prémio Nobel de Quimica em
1993. Desde entédo a PCR tem sido utilizada comercialmente e em varios campos
da ciéncia (NATIONAL GEOGRAPHIC, 2021).

Mais de uma década apds o desenvolvimento do primeiro ensaio da PCR
para a Leishmania sp., foi possivel grande avanco no diagndstico da
leishmaniose visceral. O ensaio de PCR para Leishmania sp. a fim de amplificar
um numero diferente de alvos de DNA usando sangue periférico como amostra
clinica mostrou ser uma alternativa ndo invasiva e altamente eficiente para
o diagnostico da infecgdo, mostrando sensibilidades de 82% a 100% e
especificidade de 100% (RODGERS, POPPER, WIRTH, 1990; SINGH et al.,
1999; LACHAUD et al., 2000; HU et al., 2000).

O uso mais recente desta técnica se deu durante a pandemia da COVID-
19, visto que a PCR ¢é a base do teste padrao de referéncia mais comum para
deteccdo do coronavirus SARS- CoV-2 (NATIONAL GEOGRAPHIC, 2021).
Dessa forma, o uso da PCR, no diagndstico microbioldgico, estabeleceu uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura. No entanto, os principais
entraves a sua implementagéo na rotina laboratorial s&o a dificuldade do método
em diferenciar células vivas e mortas, a presenca de inibidores da enzima
polimerase, o alto investimento em equipamentos e reagentes e a falta de
aprovacgao, padronizagdo e regulamentagcdo por parte dos 6rgaos oficiais
(MARLONY et al., 2003).

O intenso desenvolvimento tecnoldgico, aliado a complexidade do DNA
humano, fez com que técnicas mais eficazes e automatizadas fossem
desenvolvidas no decorrer dos anos. Ainda, a possibilidade de sequenciar o
genoma completo de varios organismos impulsionou estudos evolucionarios em
larga escala, os quais seriam impossiveis de concretizar ha apenas alguns anos.
Com isso, a aplicagao mais ampla destas técnicas tem sido a investigagao sobre
0 genoma humano, proporcionando um conhecimento cada vez mais vasto de

como as diferengas genéticas afetam a saude e a doenga (METZKER, 2010).
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Sao empregados varios métodos para o sequenciamento génico, como a
extragdo do DNA, a PCR e a PCR digital, ambas analisadas neste estudo,e que
vao estar aliadas a soffwares de processamento, utilizando assim técnicas
digitais como a bioinformatica. A Figura 02 ilustra as variedades de PCRs e suas

particularidades.

Figura 02: Variacdes da PCR e suas caracteristicas

RT-PCR: composta de 2 etapas: transcrigdo reversa e amplificagdo do
— alvo. Seu principal diferencial € que a reagdo nao parte de um molde de
DNA diretamente extraido da amostra, mas de um molde de RNA
(BROCCOLO; COCUZZA, 2008).

PCR — Multiplex: mais de um segmento genémico € amplificado em
— uma unica reagao. Cada fragmento de DNA é amplificado com seu par
de orimers especificos (DO CARMO: FIORINI. 2007).

Fonte: Autores, (2022).

METODOLOGIA

Este trabalho consistiu num mapeamento bibliométrico exploratorio
descritivo com base nas publicagcdes existentes nas bases de dados. O
levantamento de dados ocorreu entre os dias 10 e 15 de fevereiro de 2022. A busca

foi realizada nas bases de dados Scopus e Web of Science (WoS).
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As pesquisas foram realizadas utilizando os termos “PCR”, “Reacédo em
Cadeia da Polimerase”, “Polymerase Chain Reaction” e “Digital PCR” como
palavras-chave. Os critérios de inclusdo da amostra foram artigos cientificos
publicados no periodo de 2001 a 2021 cujo titulo e/ou resumo contemplasse as
palavras-chave. Os dados obtidos foram alocados em tabelas no software Microsoft
Excel para posterior analise dos dados. Os dados foram analisados através de uma
abordagem quantitativa por meio de estatistica descritiva do tipo percentual.

Na analise, foram considerados os seguintes indicadores bibliométricos: pais
no qual a publicacao foi feita, area de pesquisa, ano da publicagao, distribuicdo das
publicagdes por revista, principais idiomas de publicagao e palavras-chaves. Foram
considerados os dez primeiros resultados de cada topico, exceto para o ano de
publicagao do artigo. Nesta categoria, foram considerados os trabalhos publicados
entre 2001 e 2021.

Também foi elaborada a rede de coocorréncia das palavras-chave dos
artigos recuperados nas buscas na plataforma Scopus. A construgao desta rede de
interacdo foi feita utilizando do software VOSviewer versao 1.6.18 (VAN;
WALTMAN, 2010). A rede usa linhas e cores para enfatizar conceitos que estao
interligados. Configurou-se o software para exibir os termos citados mais de 5

vezes, resultando na formacao de clusters mais significativos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 2.246.423 artigos no espaco temporal definido. A
Tabela 01 evidencia que a Scopus foi a base de dados que localizou o maior
numero de artigos, somando 66% (n=1.480.287) das publicacdes.

O termo “Polymerase Chain Reaction” foi o que resultou o maior numero
de artigos recuperados, com um total de 1.122.529. Além disso, € possivel
verificar que o nome da técnica quando escrito em portugués, “Reagado em
Cadeia da Polimerase”, foi o descritor que localizou o menor numero de
trabalhos, com apenas 77 artigos. Tal fato sugere que ha poucas publicagdes
sobre a utilizagdo da técnica na lingua portuguesa.
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Tabela 01: Quantidade de artigos por base de dados

PALAVRA-CHAVE Web of Scopus Total
Science
Polymerase Chain Reaction 228.809 893.720 1.122.529
PCR 531.926 583.537 1.115.466
Reacdo em Cadeia da 6 71 77
Polimerase

Digital PCR 5.395 2.959 8.354

TOTAL 766.136 1.480.287 2.246.423

Fonte: Autores, (2022).

Os dados obtidos na busca foram analisados nos seguintes contextos: pais
de origem do artigo, ano de publicagéo, area de pesquisa, idioma da publicagéo,
instituicdo mais produtiva, principais revistas por base de dados e interagao das
palavras-chave. Foram examinados os dez primeiros resultados de cada topico,
para confirmagao do tema, para cada palavra-chave, exceto o ano de publicagéo
do artigo. Apés isso, realizou-se uma somatéria, seguida da obtengdo da média
dos resultados.

Os dez primeiros paises localizados nas buscas na Web of Science foram
a China, Estados Unidos da América, Japao, Alemanha, Coreia do Sul, Inglaterra,
Brasil, Italia, india e Franca. A China se destacou como a maior produtora de
artigo, com uma média de 48.272 artigos publicados. O segundo lugar é ocupado
pelos Estados Unidos da América com 38.444 publicagdes. Entre esses paises,
o Brasil realizou 0 menor numero de publicagbes, uma vez que o pais soma
apenas 6.734 artigos, ficando na 102 posi¢cao do ranking.

Notou-se também que o Canada possui poucos trabalhos publicados
sobre a técnica quando comparado com os outros paises acima. Tal fato pode
ser explicado pela necessidade do pais em investir em inovagédo (OTTONICAR
etal., 2019).

Na Scopus, os dez principais paises foram a China, Estados Unidos da
América, Japao, Alemanha, Reino Unido, Franga, Italia, Coréia do Sul, Canada e
a indiaA China e os Estados Unidos da América permaneceram em primeiro e

segundo lugar, publicando 104.822 e 76.232 artigos, respectivamente,
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enquanto que o Canada foi o pais com o menor numero de publicagbes, com
apenas 7.086 artigos. A China e os Estados Unidos sao os paises que mais
desenvolveram estudos envolvendo PCR entre 2001 e 2021.

O idioma inglés se destacou como o mais frequente das publica¢des tanto
na Scopus quanto na Web of Science. O relatério publicado em 2021 pelo
Institute for Scientific Information (ISI) revelou que, nos ultimos anos, os cientistas
brasileirospassaram a publicar os resultados dos estudos em inglés para que eles
tivessem uma maior visibilidade e, consequentemente, uma maior participacao
na producao cientificaa nivel global (ANDRADE, 2022).

De acordo com os dados da Web of Science, a Universidade da Califérnia
€ o local que mais publicou artigos relacionados a PCR nos ultimos 20 anos
enquanto que o National Institute of Health (NIH), Instituto Nacional de Saude,
publicou o menor numero. Ambas as instituicdes se localizam nos Estados
Unidos da América.

Segundo as informacgdes coletadas na Scopus, 19% (n=5.940) dos artigos
publicados foram feitos por pessoas afiliadas ao Ministério de Educacdo da
China. A Academia Chinesa de Ciéncias fica em segundo lugar, com 4.511
artigos, enquanto o Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
(Instituto Nacional de Saude e Pesquisa Médica), na Franca, contabiliza 3.908
publicacdes nas ultimas duas décadas.

A Plos One demonstrou-se ser a principal revista cientifica na qual os
artigos foram publicados, uma vez que ela ficou em primeiro lugar nos registros.
Em segundo lugar ficou a revista Scientif Reports e em terceira posi¢ao encontra-
se a revista Molecular Biology Reports.

A WoS publica o Journal Citation Reports (JCR), relatério de
responsabilidadeda Clarivate Analytics (2020), no qual é possivel analisar dados
referentes ao fator de impacto do periddico cientifico. Segundo o JCR, o fator de
impacto da PLoS One atualmente é de 3.240. Por outro lado, a Scimago Journal
& Country Rank (2021) revela um H-index de 367 para tal revista, indicando o
alcance das publicacées, significando que o periodico tem 367 artigos com 367
citagdes ou mais.

A PLoS One possui grande credibilidade em diversos campos da ciéncia.

Segundo os dados do DOAJ (Directory of Open Access Journals), a PLoS Biology
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€ a revista de maior impacto na categoria Biology. Nas Ciéncias da Saude, como
€ o0 caso da PLoS Medicine, a revista possui o0 maior fator de impacto na
categoria de Medicine, General& Internal (LEITAO et al., 2015).

A Figura 03 expbe a produgdo média anual dos artigos recuperados pelos
descritores. Foi observada uma meédia de aproximadamente 28 mil artigos
publicados por ano. Notou-se que 2001 e 2002 foram os anos com 0 menor
numero de publicagdes, somando cerca de 14.585 e 15.684 artigos publicados,
respectivamente. Além disso, a Figura 03 revela que 2020 e 2021 foram os anos
com o0 maior numero de artigos publicados sobre esta tematica, com um total de
41.227 e 43.788 publicacdes.

Figura 03: Numero de artigos publicados nos ultimos 20 anos (2001-2021).
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Fonte: Autores, (2022).

A Figura 04 apresenta as principais areas de pesquisa que utilizam a PCR
de acordo com os dados obtidos no Web Of Science. A partir dela, observa-se
que a Biologia Molecular e a Bioquimica sao as principais areas que usam a PCR
nos estudos,uma vez que se recuperou 16% (n=81.783) dos artigos publicados
nestas areas. Por outro lado, Pesquisa em Medicina Experimental expressou o
menor numero de trabalhos publicados, com cerca de 3% (n=14.967) dos
artigos.
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Figura 04: Principais areas de pesquisa, segundo as informagbes da Web of Science.
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Fonte: Autores, (2022).

A Figura 05 ilustra a distribuicdo dos artigos localizados na Scopus por

area de pesquisa. Nota-se que a Medicina foi a area que teve o maior numero

de artigospublicados nos ultimos 20 anos, com um total de 779.988 estudos.

Além disso, também é possivel verificar que a Quimica e as Ciéncias

Ambientais foram as areas com o menor numero de artigos publicados,

somando apenas 42.397 e 57.524 trabalhos, respectivamente.

Figura 05: Principais areas de pesquisa, de acordo com os dados da Scopus.
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Fonte: Autores, (2022).
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A Figura 06 mostra a analise de coocorréncia de termos obtidos nos
resultados da plataforma Scopus. A plataforma permite exportar até 2.000 registros
por arquivo. Foram selecionados os 2.000 resultados iniciais com o termo
“Polymerase Chain Reaction”, que resultou maior numero na plataforma Scopus,
para analise no VOSViewer.

Percebe-se a formagao de quatro clusters principais (vermelho, azul, verde
e amarelo) que possuem as palavras evidenciadas aparecendo no minimo 10 vezes
nos 2.000 estudos iniciais resultantes da palavra-chave “Polymerase Chain

Reaction’.

Figura 06: Rede multivariada de co-ocorréncia de palavras-chaves no resultados do Scopus.

Fonte: Autores, (2022).

Apés o fim da Guerra Fria, os Estados Unidos da América tém buscado
estabelecer uma supremacia ao redor do mundo (JUNG et al., 2017). Todavia, o
rapido crescimento econdmico da China fez com que o pais passasse a se
destacar em varias areas, como por exemplo, na pesquisa cientifica (OLIVEIRA
et al., 2020). Segundo Torres-Freire et al.; (2014), a China ficou entre os cinco

paises com maior crescimento percentual na publicagao de artigos entre 1981 e
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2009.

Fernandes et al. (2015) analisaram a participacao dos BRICS (sigla para
se referir ao grupo de paises emergentes- Brasil, Russia, india, China e Africa do
Sul) na produgéo cientifica e tecnolégica mundial no periodo de 1996 a 2013. Os
autores notaram que a producgao cientifica e tecnolégica dos BRICS saiu de 8%
em 1996 para 25% em 2013, e que dentro do grupo, a China teve um aumento
de 36% no periodo analisado, sendo responsavel por 66% da producgao cientifica
e tecnoldgica.

Entre 2000 e 2012, a China aumentou o investimento do seu PIB em
Pesquisa e Desenvolvimento, saindo de 0,9% para 1,98%. Os Estados Unidos
da Ameérica, por outro lado, aplicaram 2,62% do seu PIB em 2000 e 2,64% em
2011 no mesmo setor, representando um aumento de 0,02% no investimento
(FERNANDES et al., 2015).

Finardi; Guimaraes (2017) discorrem que a frequente publicacdo dos
trabalhos em inglés cria um circulo vicioso no qual os paises que mais publicam
em inglés tém cada vez mais relevancia na producao cientifica internacional,
atraindo assim mais recursos e académicos internacionais.

O primeiro artigo referente a técnica da PCR publicado foi em 1986 na
revista Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology pelo bioquimico
Kary Mullis e colaboradores. No trabalho, os autores relatavam como
desenvolveram e no que se baseava o método da PCR, que é amplamente
utilizada até os dias atuais.

A PCR é uma metodologia muito utilizada em varias areas, como a saude,
agricultura, biotecnologia, dentre outras (REINHARDT et al., 2017; LIECHESKI
etal., 2022; HAAS, TORRES, 2016; FELIX et al., 2020). Tal fato explica o grande
numero de publicagdes envolvendo a técnica nos ultimos 20 anos. Devido a
pandemia da COVID-19, a utilizacdo da RT-PCR, uma variagdo da técnica de
PCR, na deteccao do SARS-CoV-2, foi imprescindivel para um diagndstico
confiavel e rapido do novo coronavirus (CORMAN et al., 2020; TAN et al., 2021).
Isso pode explicar o aumento das publicagcdes em 2020 e 2021.

O VOSViewer é um software gratuito da Universidade de Leiden, Holanda,
e pode ser utilizado em qualquer conjunto de dados de redes e adota 0 método

conhecido como VOS (Visualization of Similarities) para definir os nos e ligagdes
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de sua rede (MOREIRA; TSUNODA, 2020).

Assim, a rede multivariada obtida neste trabalho corroborou com os
achados das areas de pesquisa dos resultados anteriores, ressaltando as
palavras que mais se repetiram nas publicacdes pesquisadas.

Com base nos dados, verificou-se que o principal campo de utilizagdo da
PCR é a saude, seja ela humana, animal ou ambiental. Este fato foi corroborado
tanto pela presenca da Biologia Molecular, Bioquimica, Microbiologia e Imunologia
nas principais areas de pesquisa quanto pelos termos relacionados a estas areas

na rede.
CONSIDERA(;CES FINAIS

Sabe-se que os Estados Unidos procuram ser a grande potencial mundial
em varios campos. Todavia, o rapido crescimento econdmico da China nas ultimas
décadas alavancou também a ciéncia. Tais paises alternam a lideranga mundial no
campo da ciéncia, visto o quantitativo de artigos publicados sobre a tematica PCR.

Apesar dos poucos investimentos em Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, o
Brasil demonstra ter uma boa comunicacao cientifica devido a quantidade de
trabalhos recuperados neste estudo. Entretanto, nota-se uma baixa ocorréncia da
utilizacdo do portugués nas publicagdes que culmina com um menor
reconhecimento do idioma nos artigos.

A quantidade de artigos relacionados a PCR cresceu exponencialmente nos
ultimos vintes anos, principalmente nos anos de 2020 e 2021. Este fato pode estar
associado ao surgimento, aplicacdo e comparagao das variagbes da técnica para
resolucao de problemas. Mais recentemente, a PCR Digital surpreendeu os centros
de pesquisas por possuir uma quantificagao absoluta e sensibilidade muito maior.

Durante toda a histdria da civilizagédo, o surgimento e o desenvolvimento de
novos artificios tecnoldgicos foram de suma importédncia para o avango da
humanidade. Entretanto, tal progresso s6 ocorreu devido a ciéncia e ao
conhecimento cientifico adquirido ao longo dos anos.

A PCR é considerada uma das grandes invengdes da ciéncia, por ser rapida,
versatil e muito sensivel. Devido a pandemia da COVID-19, uma variagao da PCR,

a RT-PCR, se tornou uma grande aliada ao diagnéstico do novo Coronavirus. Os
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dados obtidos nas buscas reforcam a vasta aplicabilidade da técnica, visto a

quantidade de artigos cientificos publicados envolvendo tal metodologia.
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