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1. Métodos para a sequenciacao de fragmentos de DNA

1.1. O método de sequenciacdo quimica

O méodo de sequenciacdo de Maxam-Gilbet utiliza um processo de degradacéo
quimica para cortar 0 DNA em pontos especificos, produzindo fragmentos de DNA de
diversos tamanhos. Os fragmentos assm produzidos sfo entdo separados em gd, o que
permite pela determinacdo do seu tamanho determinar 0 nucledtido que ® encontra em
cada posicdo da sequéncia a andisar. Apesar de totamente automatizado, e da
modificacdo introduzida com a sequenciacd multiplex (que permite andisar cerca de
40 clones por gd), este mé&odo é muito menos utilizado que o méodo enzimético

(sequenciacéo de Sanger ou método de sequenciacdo didesoxi).
1.2. O método de sequenciacado de Sanger
O méodo origind de Sanger para a sequenciacdo de &cidos nucleicos € um método

enzimético, utilizando uma reaccdo smples de polimerizacdo. Por este motivo, e porque
nenhuma polimerase inicia 0 seu trabaho se ndo tiver disponivel uma extremidede 3
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livre, € necessrio para a utilizacdo deste método ter agum conhecimento da sequéncia
da extremidade 5 da zona a sequenciar. Com este conhecimento € assm possive
desenhar um primer complementar da cadeia a sequenciar, que por hibridizacdo com
eda va fornecer a necessria extremidade 3' livre De seguida a reaccdo prossegue,

incorporando nucledtidos aé que o0 nucledtido incorporado sga um terminador (ver
seccao afrente).

DR P by rreroes o o thee tamplabe strand and synthesizes a now second strand Lo matchc

5' - TACGCEGTARCGETATETTCGACCETTTAGCTACCGATG il
3' - ATGCECCATTECCATACAAGCTGGCARATCGATRRCTAGHLHTCCAR - 5°

IF %% of the T nuclectides are achmily dideoxy T, then ach strand will berminate
when & gets a ddT on s growing end:

5" - TRCGCGGTAACGGTATGTTCERCCETTTAGE TACCGAT
' - TACGCGLTRACGETATGTTCGACCETTTAGL Te

5" = TRACGCEGTAACGGTATGTTCGACCGTT .

5" = TRACGCGGTRARCGGTATGTTCGRACCGT Te

5" - TACGEGGTRACGGTATGTTCGACCGTs

5 - TACGCGGTRACGGTATGT Te

5" = TRACGCGGTRAACGGTATGTe

3" = TACGCGGTARCGGTATe

2" = [HEGLGGTHACGG T

3" = TACGCGGTs

Fig. 2-

Como na reaccdo original de Sanger, era efectuado gpenas um ciclo de polimerizacéo,
era necessaio garantir uma eevada quantidade de DNA molde, bem como uma grande
sensibilidade de deteccdo dos produtos da reaccdo. Assim, os nucledtidos utilizados
eram frequentemente radioactivos, o que aumentava a sensbilidede de deteccdo dos
produtos da reaccdo. Por outro lado, o aumento da concentracdo do DNA molde era
assegurado com um passo inicid de clonagem dos fragmentos a sequenciar.



1.2.1. Clonagem dos fragmentos a sequenciar

A clonagem dos fragmentos a sequenciar era no periodo pré-PCR a Unica forma de
garantir, por um lado a especificidade do materid a sequenciar, e por outro a exigéncia
de uma amplificacd do materid genético antes da reaccdo de sequenciacdo. Para clonar
0o materid genético, ede ea inicidmente fragmentado (por sonicacdo, ou mas
frequentemente com recurso a reacgbes de restricdo), separado em gd, purificado, e
inserido em vectores de sequenciacdo. Estes ndo eram mais que plasmideos ou DNA de
fagos, dterados geneticamente, por forma a possuirem locais de ligacdo, e genes de
sdeccdo. Os locas de ligagéo serviam para efectuar 0 posicionamento do materid a
sequenciar de forma ordenada e precisa, habitudmente por recurso a reaccdes de
restricdo do vector, seguida de incubacdo com o DNA a sequenciar (insert), seguido de
uma reaccdo de ligase. O vector assm produzido era entéo inserido em bactérias. Edtas
eram cultivadas, habituamente na presenca de antibiticos, o que agpenas permitia o
crescimento das bactérias que possuissem o plasmideo, ja que um dos genes de seleccéo
deste era um gene de ressténcia ao antibidtico utilizado. Um segundo gene de seleccéo
frequentemente utilizado permitia as coldnias bacterianas que tinham  incorporado
plasmideo com o insat apresentar cor diferente das coldnias cujo plasmideo néo
possuiainsert.

O conjunto de colénias obtido era chamado de biblioteca gendmica, e destas col6nias
eram ecolhidas dgumas para serem sequenciadas. As coldnias escolhidas eram entdo
colocadas em meios liquidos de cultura bacteriana contendo o antibidtico anteriormente
referido, 0 que permitia 0 crescimento exponencia das bactérias, e conseguentemente a
multiplicacd do plasmideo com o inset. No find da cultura, as bactérias eram
utilizadas para purificar o plasmideo, e deste retirar o insert.

Como ja foi referido, a sequenciacdo pelo méodo de Sanger exige a utilizacdo de um
primer (iniciador), o qual s € passive de ser desenhado quando se conhece a sequéncia
do DNA dvo. Obvianente que eda Stuacdo cria um dilema tipo ovo-gdinha (0 s
pode sequenciar aquilo de que ja se conhece a sequéncia), a qua € no entanto
ultrapassavel com recurso a0 vector de clonagem. Com efeito, préximo do locad de
cdonagem do insat, o plasmideo foi dterado por forma a possuir uma sequéncia
conservada contra a qua pode ser desenhado um primer. No entanto, para utilizar este

primer, € necessario que a remocao do insert se faca por forma a que esta sequéncia sgja



conservada junto ao insert, o que se faz recorrendo a uma enzima de restricéo diferente
da inicidmente utilizada. Deste modo, a sequenciacdo precedida de clonagem tem ainda
a vantagem de poder ser redizada, mesmo quando o DNA advo ndo possui uma

sequéncia conhecida

1.2.2. Os terminadores

Os nucledtidos habituamente utilizados na polimerizacdo de DNA SO
desoxirribonucledtidos, enquanto os utilizados na polimerizacdo do RNA sdo
ribonucledtidos. O que distingue estes dois tipos de nucledtidos € a exigéncia no
carbono 2 da ribose de um grupo OH que ndo exise na desoxirribose (Fig.3). No
entanto em ambos os nucledtidos existe um grupo OH no carbono 3 (fig. 3). Este grupo
hidroxilo (OH) é essencid para que o0s nucledtidos possam formar uma ponte
fosfodiester com o nucledtido seguinte (fig 4), pelo que a remocdo deste grupo torna o
respectivo nucledtido (um didesoxirribonucledtido ou ddNTP) um terminador muito
eficaz, j& que, na incorporacdo de nucledtidos, a polimerase ndo detecta esta subtil mas

decisvadteracéo quimica.
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1.3. Aresolucédo dos produtos dareaccao de sequenciacao

Os produtos da reaccéo de sequenciacéo de Sanger necessitam entdo de ser resolvidos
segundo 0 seu peso molecular em geis de grande resolugéo (habitudmente gels de
acrilamida). Se em cada reaccdo de sequenciacdo for apenas incorporado uma espécie
de terminador, cada reaccdo pode servir como revelador da posicdo em que aparece 0
respectivo nucledtido. A eectroforese em paralélo das 4 reacches irmas de sequenciacéo
permite entdo obter um ged de sequenciacdo cléssico, que se |é seguindo os produtos

com peso molecular sucessvamente crescente (Fig. 5).

Fg.5-

GCGAATGCGTCCACAACGCTACAGGTG
GCGAATGCGTCCACAACGCTACAGGT
GCGARTGCGTCCACAACGCTACAGG
GCGAARTGCGTCCACAARCGCTACAG
GCGAARTGCGTCCACAACGCTACA
GCGAATGCGTCCACAACGCTAC
GCGAARTGCGTCCACAACGCTA
GCGAARTGCGTCCACAACGCT
GCGARTGCGTCCACAACGE
GCGAATGCGTCCACAACG
GCGAATGCGTCCACARLD
GCGAARTGCGTCCACAA
GCGAATGCGTCCACA
GCGAATGCGTCCAC
GCGARTGEGTCCA
GCGARTGCGTCC

GCGAATGCGTE

GCGARTGCGT

GCGAATGLG

GCGAATGC

GCGAATG

GCGAAT
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Com o intuito de facilitar a leitura dos geis de sequenciacdo, tornando a0 mesmo tempo
mais precisas as diferencas de migracdo em gel, pretendeu-se incorporar todas as quatro
reaccOes de sequenciacdo numa SO, utilizando para isso terminadores modificados. A
modificaco adiciond condste na marcacdo de cada espécie de terminador com um
fluorocromo, 0 que permite que cada produto de PCR especifico emita luz num

comprimento de onda bem determinado, e diferente dos demais Foi assm possive

s

efectuar todas as reacgdes num sO tubo, correndo todos os produtos numa so “lang’ do
gel (Fig. 6), anda que a leitura dos geis necessite agora de equipamentos especificos

capazes de andisar os comprimentos de onda emitidos.

GCGAARTGCGTCCACAACGCTACAGGTG
GCGARTGEGTCCACAACGCTACAGGT
GCGARTGCGTCCACAACGCTACAGG
GCGAARTGCGTCCACAARCGCTACAG
GCGARTGCGTCCACAACGCTACA
GCGAARTGCGTCCACRACGCTARC
GCGARTGCGTCCACARCGCTA
GCGAARTGCGTCCACAACGCT
GCGARTGCGTCCACAHACGE
GCGARTGCGTCCACRACG
GCGARTGCGTCCACARL
GCGAARTGCGTCCACHA
GCGARATGCGTCCACA
GCGAARTGCGTCCAC
GCGARTGEGTCCA
GCGARATGCGTCC

GCGARATGCGTE

GCGAATGCGT

GCGARTGLCG

GCGRATGE

GCGARTG

GCGAAT
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1.4. A sequenciacao directa por PCR

O avento do PCR veio pemitir a smplificacdo substancid da sequenciacdo
habituamente utilizada num laboratdrio de rotina Com €efeito, a0 contraio do que
ocorre num laboratério de investigagdo, a rotina diagnogtica ndo lida frequentemente
com sequéncias totamente desconhecidas, ja que habituamente procura apenas detectar
mutagBes/polimorfismos em genes ou loci previamente bem esudados. Assm, é
possivd na esmagadora maioria dos casos sdtar todos os passos da clonagem, e
esdabelecimento de bibliotecas gendmicas, ja que quer a amplificacdo do materid
genético quer a especificidade do produto a sequenciar podem ser conseguidas com
recurso a uma reaccd0 de PCR convenciond. Desta forma, a sequenciacéo directa
inda-se com um PCR que amplifica o geneloci alvo com recurso a primers especificos
e previamente escolhidos. A este PCR chamamos PCR simétrico, porque amplifica de
igual modo ambas as cadelas do dsDNA origind.

De seguida, 0 DNA € de novo submetido a 2 novas reacgdes de PCR em pardelo. Em
cada uma destas reaccdes € utilizado apenas um dos primers iniciais, 0 que faz com que
em cada reaccdo sga amplificado apenas uma das duas cadeias do DNA avo. Por este
moativo este PCR é denominado de PCR assimétrico.

O PCR assmétrico consiste ele préprio na reaccdo de sequenciacdo de Sanger. Por este
motivo, a mistura de reaccéo necessta de possuir os terminadores (ddNTP) ainda que
em menor concentragdo que os nucledtidos normais.

Uma vantagem adicional para a utilizacdo do méodo da sequenciacdo directa consste
no facto de a reaccdo de sequenciag@o ser ela prépria também uma reaccéo de PCR, o
gue aumenta muito a quantidade de produto fina a ser detectado por electroforese.
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1.5. O sequenciador ABI 310

Os produtos da reaccéo de sequenciagdo devem entdo ser resolvidos em fungdo do seu
tamanho por eectroforese. Se tradiciondmente a dectroforese verticd em geis de
acrilamida era 0 méodo de deicdo, na Ultima década, a dectroforese capilar temse
tornado graduadmente técnica de deicdo. As sSuas vantagens consstem na maor
resolucdo, reprodutibilidade, capacidade de automatizacd, bem como numa menor
exigéncia tecnolégica a0 nivel dos detectoress O principd problema consige num
habituamente menor nivel de paradeismo, jA que os equipamentos de dectroforese

Fig. 7 -

capilar com capacidade para processarem mais que uma amodira em smultaneo séo
consderavelmente mais caros (mas exigem, e o utilizados em aguns laboratérios de
andises clinicas de rotina como os de medicina forense!).

De longe, 0 equipamento de dectroforese cepilar mais utilizado para resolver os
produtos de uma reaccdo de sequenciacdo € o ABI 310 (Fig. 7), pelo que vamos deter-

NOS UM pouco sobre 0 seu principio de funcionamento.
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O ABI 310 é um apardho de eectroforese capilar cujos componentes por questdes de
seguranga (as diferencas de potencial aplicadas sGo da ordem das dezenas de milhar de
volts) se encontram encerrados no interior de 2 portas com janelas (Fig. 7). A abertura
das portas (Fig 7 B), permite encontrar varios componentes. Do lado direito em baixo,

podemos visudizar 0 suporte das amodiras (Fig. 8). Por cima deste fica o suporte

e | R
s s

Fig. 8 -

térmico para o capilar (Fig. 8), 0 qua posui também uma porta que quando se abre
expde o capilar encostado a uma placa de cerdmica (Fig. 9) que assegurara durante a
electroforese a manutenciio da temperatura nos niveis programados. A esquerda do
suporte térmico do capilar encontra-se 0 suporte da seringa com polimero (Fig. 8), a
qual sera utilizada para encher o capilar antes e durante a dectroforese. Por baixo da
seringa encontramos 0 bloco de vavulas, o qua controla o0 sentido do enchimento com
o polimero e liga e dediga a gplicacdo da diferenca de potencid nos momentos
programados. O anodo encontra-se aplicado a0 tubo com tamp&o de eectroforese, o

qual se encontra na extremidade esquerda inferior do bloco de vavulas (Fig. 8).

10
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Fig. 10 -
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Na extremidade inferior esquerda do suporte térmico do
capilar encontrase a janela de deteccéo (Fig.9), cuja porta
abrindo-s= expbe a janda transparente do capilar, dinhada
com a lente que foca neste a fonte de luz de excitacdo, e
recolhe a emissdo de fluorescéncia (Fig. 10).
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O funcionamento do gparelho consste entéo em :

1)

2)

Fezer a montagem do equipamento, nomeadamente do capilar, amostras, tubos
suplementares com &gua e tampdo de dectroforese, encher o capilar com
polimero, assegurar que ndo existem bolhas de ar no sistema, e colocar 0 tampéo
de e ectroforese no anodo.
Programar num computador a posi¢cdo (no suporte) de cada amostra, o tipo de
polimero e de terminadores utilizados, bem como as condigBes de eectroforese a
gplicar. Uma vez terminada a programacdo, o software controla de modo
automético todo o processo, 0 qua consiste em:
a. O apardho estabiliza a temperatura do capilar ao valor programado
b. Injeccéo da amostra consste na colocagdo de uma amostra na
extremidade do catodo do capilar, apds 0 que é aplicada uma diferenca
de potencid, que impele o DNA aentrar no capilar.
c. Electroforese O apardho interrompe a diferenca de potencid, retira a
extremidade do capilar do tubo da amostra e lava-a num tubo com &gua
De seguida coloca esta extremidade do capilar num tubo com tampéo de
electroforese e regplica uma diferenca de potencid programada. Durante
toda a corrida, o gparelho indica o que estd a redizar (Figura 11),

S=="—————u=— Status
s Instrument State B |Running Laser B9 Running
Electrophoresis Power BT (On Door W Closed
¥ Injection Function Collecting Data
48 Tube Autosampler [1-Buffer Time Remaining 0021 31
Buffer Valve [Open =t
Gel Pump At | 21 Set | 7SO0 0036 :00
= Electrophoresis | Electrophoresis | Gel Lazer
Yoltage kY Current wé Temperature °C | Power m'
Caslisel| o Goolss]
12 S0 L 0 e
B <0 Lz -
-3 -20 - 15 -2
L gy @ Lo oo Lo v
Fig.11 -
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permitindo ao operador acompanhar as varias fases da e ectroforese.
d. Letura Durante a eectroforese, 0 aparelho regista a intenddade de
fluorescéncia que € detectada na janela de leitura para cada um dos

canals correspondentes aos terminadores utilizados (figura 12).

RBaw Data =—"———111

E oo 1|53E- EIEITE 4IE-III8| 6:1 44| C g ?IE-EEIII

2130
2750 |
23?0_-_
1 99|:|_- |'

| 1 i X
it M AL A,

Fig. 12 -

e. No fina da éectroforese de cada amostra, 0 processo € repetido até ndo
exigirem mais amostras a andisar no suporte.
f. Andise No find do processo, os ficheiros com os dados recolhidos sdo
analisados por um programa que:
i. Corrige as diferencas de mobilidade apresentadas devido aos
terminadores utilizados
ii. Corrige a sobreposicdo de espectros referente aos fluorocromos
acoplados a cada terminador
iii. Comparaas curvas obtidas, inferindo a sequéncia de nucledtidos
iv. O operador pode (e deve) ainda observar as curvas resultantes
(cromatogramas;, figura 13), e corrigir eventuas eros na
atribuicéo da sequéncia. Por vezes € necessario pedir a0 programa
para reandisar os dados utilizando configuracOes diferentes, que

0 operador considere mais adequadas a amostra em questéo

13
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SI=———— Analyzed Data ——"—"——"————P1=
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A utlizacéo do ABI 310 (ou de quaquer um dos modelos poderiores) para
sequenciacdo, € anda facilitada pela disponibilidade comercid de kits (Fig. 14) e
consumiveis (Fig. 15) prontos a usar, com protocolos padronizados, e de utilizagdo
relativamente fécil.

Fig. 14 -

Fig. 15 -
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1.6. Vantagens e limitacbes da sequenciacdo em analises

clinicas

A utilizagdo da sequenciagd em andises clinicas apresenta como principa vantagem a
identificacdo inequivoca da exigéncia de uma mutagdo/polimorfismo associada a um
dado pefil clinico (fendtipo). No entanto, é necessario ter presente que ndo €
habitudmente razoavd (em andises dinicas) utilizar a sequenciacdo nas seguintes
Stuacles.

1) StuagBes em que o diagndstico tem carécter urgente

2) Situaches em que a informacéo clinica ndo permite ter uma idela precisa de qua

0o(s) gene(s) em que € provavel encontrar amutacdo
3) Situagdes em que o0 niimero de genes candidatos € muito elevado
4) Stuaghes em que o(S) gene(s) candidato possui um locus de eevado tamanho e
néo ha uma concentracdo habitua das mutagbes numa zona do gene.

Por outro lado convém ter sempre presente que o tempo de execucdo desta técnica,
gpesar de ja muito reduzido em comparacdo com O que era possivel ha 10 anos, é
consideravelmente superior a0 necessrio para um diagnéstico baseedo em Red-Time-
PCR.
Convém anda ter presente, que a identificacdo de uma dteracéo genética num
individuo com uma dada patologia, ndo associa de imediato essa dteracdo como
causadora do fendtipo clinico. Em todos os casos, é necessario estabelecer a natureza da
mutagdo (polimorfismo ou mutacdo; causadora de dteracdo proteica ou ndo; causadora
de dteracdo reguladora do gene ou ndo; perturbadora dos mecanismos de splicing ou
ndo), bem como estudar a sua ocorréncia ou nd& numa populagcdo “norma”, sem os
mesmos snais clinicos. Em suma, a identificacdo de uma dteracdo genética € gpenas o
inicio, servindo paa judificar a exigéncia de esudos funcionas Ressava-se
obviamente desta Situacdo a descoberta de dteragbes que ja tenham sido previamente
identificadas e caracterizadas noutros doentes.

15



2. A sequenciacao do genoma Humano

2.1.Estratégias para a sequenciacao do genoma Humano

2.1.1. O consaorcio Publico: Estratégia do mapeamento

Quando s fda de um mapa do genoma humano, fada-se de redidades que podem ser
bagtante diversas. A definicdo origind de um mapa do genoma refere-se a identificacéo
da posicdo de marcadores genéticos em intervalos t&o pequenos quanto possivel, ao
longo de todo o genoma. Este tipo de mapa tem o intuito de facilitar a identificacéo da
zona do genoma envolvida numa dada doenca em estudo. A razéo para a utilizacéo de
um mapa deste tipo prende-se com o facto de por crossing-over os marcadores tenderem
a recombinar entre s. No entanto, como 0 crossing-over entre dois loci € tdo mais
provaved quanto mais disantes des se encontrarem um do outro, a frequéncia de
recombinacdo entre dois marcadores pode ser utilizada para inferir a sua digancia
Assim, s condderamos um fendtipo clinico como estando associado a um locus
genético desconhecido, a determinacdo da frequéncia com que este hipotético locus se
recombina com loci de posigéo conhecida permite ddimitar uma zona do genoma ade
exite maor probabilidade de se encontrar um gene responsavel pela caracterigtica
cinica em estudo. Estes mapas foram os primeros a ser desenvolvidos, chamam-se
mapas genéticos, e procuram ter uma resolucéo de aproximadamente 2 Mb (milhfes de
pares de bases) ou 2 cM (centimorgan; 1 cM corresponde a distdncia a que se encontram
dois loci que recombinam em 1% dos cruzamentos e equivale goroximadamente a 1
Mb). Note-se que num mapa genético, a localizacdo do marcador num cromossoma €
muitas vezes desconhecida, apenas se conhecendo a posicéo relativa (distancia) entre os
varios marcadores.

O mapa gendtico pode ser refinado, utilizando tecnologia do DNA  recombinante
(técnicas de engenharia genética). Para esse efeito sdo produzidos mutantes contendo
cromossomas fragmentados por radiagdo, os quais séo depois mantidos por fusdo com
outras cdlulas. A determinacdo de que marcadores permanecem juntos apds a
fragmentagdo permitiu acelerar 0 processo de mapeamento, bem como obter maior
resolucéo no mapa genético.

Um outro tipo de mapa, com uma resolucéo pretendida da ordem dos 0,1 Mb (ou
100Kb) € o mapa fisco. Os mapas fiscos acrescentam relativamente ao mapa genetico

16



A sequenciacdo em analises clinicas Prof. Doutor José Cabeda

a informacdo da locdizacd do marcador num cromossoma, € em que zona do
cromossoma. Obviamente que 0 mapa fisco de menor resolucéo é o mapa citogenético
ou cromossdmico, 0 qua se basaia na identificacdo de um padrdo especifico de bandas
cromossdmicas gpds um tratamento com determinados agentes. Um mapa de cDNA

indica a locdizacdo de exBes no mapa cromossdmico.

Um mapa de cosmideos indica em que zona de que
cromossoma s locdiza cada um dos fragmentos
gendmicos clonados em cosmideos, bem como a sua
sobreposicdo  relativa (fig.16). Um  mapa de
macrorestricdo indica em que zonas de cada
cromossoma uma dada enzima de restricdo reconhece
o0 DNA e o fragmenta (forgosamente enzimas com um
baixo nimero de locais de corte, dai o chamar-se
macr orestricgo).

Obviamente, 0 mapa fisco de maor resolucdo é a

Fig. 16 -

sequéncia  completa  dos  nucledtidos em  cada
cromossoma (resolucdo de 1bp).

A edtratégia de sequenciacdo do consorcio publico que na Ultima década do século XX
iniciou 0 programa de sequenciacdo do Genoma Humano consistiu em primeiro obter
um mapa fisco do genoma ao nivel de cosmideos, e de subclones destes cosmideos.
Dedta forma, esperava-se que 0 processo de atribuicio da ordem de encaixe das
sequéncias parcdares obtidas fosse mais facil e mas fidedigno. A edratégia consstiu
entdo em definir um mapa fisco para um conjunto cromossomas atificiais de levedura
(YAC) depois de definir um conjunto minimo destes clones, subdividir cada clone em
sub-clones com sobreposicies entre d, clona-los em cromossomes  atificias de
bactérias (BAC) contendo cerca de 200000 bp, e mapealos e assim sucessvamente
utilizando cosmideos (40000 bp) e plasmideos (2-10000 bp) até ter um mapa de clones
em plasmideos, suficientemente pequenos para que pudessem s sequenciados
individudmente (Fig. 17).

Deste modo, 0 resultado da sequenciacéo de cada clone poderia ser utilizado para,
aravés das sobreposiges com os clones vizinhos definir uma sequéncia continua que
resulte do alinhamento ordenado das sequéncias parcelares (Fig. 18)

Os resultados revelaram que esta edtratégia produz de facto sequéncias rdativamente
fécels de trabahar e ordenar numa Unica sequéncia, mas tem o problema de condtituir
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um processo moroso e que depende da estabilidade de cada fragmento em YAC'S,

BAC's e plasmideos.

Fig. 17 -

Chromosoma

Ganelic
up

Fig.18 -
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2.1.2. A celera genomics: Estratégia do “Whole genome shot-gun”

Como resposta a grande morosidade do processo de clonagem, mapeamento, e
subclonagem, foi desenvolvido um processo dternativo para fragmentos de DNA, o
qua condste em produzir fragmentos deatdrios da sequéncia a estudar, e antes mesmo
de os mapear, sequencid-los (Fig. 19). ApGs a obtencdo das sequéncias, 0 Sseu
dinhamento numa sequéncia continua é feta
recorrendo a massivo poder computacional.
Edta edtratégia permite encurtar
ubstancidmente o0 tempo necessaio  para
obter uma sequéncia, mas Nao assegura que:
1) que todo o DNA dvo tenha ddo
sequenciado
2) que sga possive dinhar as sequéncias
pacdares numa Unica sequéncia
CONSENsoO

3) Que a seguéncia consenso tenha sido

montada de forma correcta
Fig. 19 - Paa obviar a edas dificuldades, eda
edratégia envolve a sequenciacdo de um
nimero  muito  maor de  fragmentos,
procurando assegurar que todo o DNA a
edudar foi sequenciado 7 a 9 vezes. Deste modo aumenta-se a redundancia das
sequéncias parcelares, aumentando a probabilidade de que todo o DNA tenha sido
sequenciado, e que a montagem fina sgja correcta.
Eda edratégia foi inicidmente desenvolvida com vista a gpressar a sequenciagdo do
genoma, aplicando-a aos clones intermédios (cosmideos), mas uma nova empresa
(Celera Genomics) entretanto fundada com o gpoio da Applied Biosystems,
pretendeu aplicar esta edtratégia a todo 0 genoma, fundando um plano paraelo de
sequenciacdo do genoma humano, em concorréncia directa com o consorcio publico.
Este projecto, apesar do enorme desafio informédico que acarretava (0 passo
decisvo consgtia na capacidade de formar sequéncias continuas com as sequéncias
parcelares), acabou por ter um enorme sucesso, devido aos enormes recursos

informéticos que o projecto congregou (a Cedera Genomics possui hoje os
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supercomputadores com maior poder de caculo para uso ndo militar em todo o

mundo).

2.2. Estratégias para aidentificacdo de genes na sequéncia

do genoma Humano

A decodificacdo de um genoma, ndo fica nunca completa com a sequéncia de
nucledtidos que compde cada cromossoma desse genoma, do mesmo modo que nenhum
texto é compreensivel se as pdavras que o compdem n&o tiverem sdo identificadas e o
seu dgnificado for perceptivel. Na verdade, a sequéncia de um genoma, na auséncia da
identificacdo dos respectivos genes e eementos reguladores (sgam eles reguladores da
transcricdo genética, da replicacdo, etc) equivae a possuir um livro escrito numa lingua
completamente desconhecida A informagdo exite, mas nd é convertived em
conhecimento, nem é utilizavel para outros fins que Nnd0 0 amazenamento. Assm, o
passo seguinte a daboragdo da sequéncia de um genoma consste em identificar os
elementos funcionais desse genoma, e as Suas funcbes respectives. Para td, existem

também varias estratégias complementares.

2.2.1. Recurso a identificacdo de genes ortélogos

Uma vez que hoje em dia dispomos de informacdo parcelar sobre 0 genoma de um
dargado leque de organismos hiologicos, essa informagdo (sequéncia de genes com
funcbes e dementos reguladores conhecidos) pode ser utilizada para procurar genes
homdlogos no meio da sopa de letras em que consiste um genoma sequenciado. Pode-se
assm encontrar genes com e€evada homologia entre espécies diferentes (genes
ortdlogos), e dai deduzir a locdizacdo de um novo gene no genoma sequenciado, bem

como uma provavel organizaco intrao/exao, localizacdo de promotores e enhancers.

2.2.2. ldentificac&o de sequéncias conservadas entre espécies

A digponibilidade de sequéncias gendmicas quase completas para mais do que um
organismo, e em aguns casos para organismos N0 MesmMo ramo evolutivo (ex homem:
ratinho), permite efectuar comparagbes entre
0S genomas, por blocos e encontrar zonas

que a0 longo da escda evolutiva foram

conservadas com grande homologia E assm

Fig. 20 -
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possivel encontrar zonas gendmicas com maior probabilidade de possuirem genes.

2.2.3. Identificacdo de zonas de elevada densidade com

sequéncias consenso para caixas promotoras/enhancers

- 0
Juu{;m‘. APZ AF? MRE MREE APZ AP MRE 5FP1 TATA

-—-—-----'—--!‘:E—---—l+ GENE

promaoter

Conhecemse hoje sequéncias consenso para varios dominios de ligacdo a factores de
transcricdo, bem como sequéncias que funcionam como enhancers. Como tanto uns
COMO outros sB0 elementos apenas Utels na vizinhanga de genes, a sua identificacdo
permite também focar a atencdo em zonas de maior probabilidade de ocorréncia de
genes. Em particular, zonas onde se identifican vaias sequéncias consenso para

factores de transcricéo sdo fortes candidatos a existéncia de genes.

2.2.4. O mapade EST

Os EST s0 “Expressed sequence tags’. Tratam-se de pegquenas sequéncias derivadas de
cDNA (ou de DNA complementares de mRNA), as quais podem ser sequenciadas,
marcadas e hibridizadas com os clones, permitindo construir um mapa de zonas de
expressio gendmica que provavelmente contém genes. De igud modo, as sequéncias
consenso derivadas dos EST podem ser utilizadas para procurar na sequéncia total do
genoma onde existem zonas para as quais foram encontrados EST, e que por isso devem

conter genes.
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