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Métodos Modernos de Andlise
de Genomas Completos

publicagao da primeira versdo da seqiiéncia de DNA do genoma humano,
] em fevereiro de 2001, caracterizou-se como o auge da revolugdo biologica,
4 3.que teve inicio meio século atras com a descoberta da estrutura do DNA por
Watson e Crick. O Projeto Genoma Humano é o experimento mais ambicioso da his-
téria das ciéncias biolégicas. A grandiosidade dessa tarefa pode ser vislumbrada
quando se considera a quantidade de informacbes necessarias para codificar e per-
petuar a espécie humana. '

O genoma é o conjunto completo das qualidades genéticas de um organismo —a
seqiiéncia completa de nucleotideos do DNA compreendida em todos 0s seus Cro-
mossomos. O genoma humano esta contido nos 23 pares de grandes cromossomos
presentes no nticleo de cada célula humana ~ 22 pares de autossomos e um par de cro-
mossomos sexuais (X e Y) — mais um pequeno cromossomo presente na mitocondria.
Esse conjunto caracteristico de cromossomos que define as caracterfsticas de cada in-
dividuo humano é reunido no momento da concepgao. Um membro de cada par de
cromossomos nucleares (além do cromossomo mitocondrial) é fornecido pelo évulo
materno, enquanto o espermatozoide paterno fornece o outro membro de cada par.

J. Craig Venter e Francis Collins

Coordenadores dos projetos de seqiienciamento das iniciativas privada e pdblica anunciando o término .
da seqiiéncia inicial do genoma humano aos jornalistas. (Foto cortesia da A/P WIDE WORLD PHOTOS,
Rick Browmer.) S
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Cariotipo humano :

A seqiiéncia do genoma humano consiste'de 22 ‘cromgssomos autossdmicos, dos cromossomos X eY e do
DNA mitocondrial. O DNA mitocondrial é muito pequeno comparativamente aos cromossomaos, nio
sendo possivel mostra-lo nesta figura. (Reimpressa, com permissdo, de Witherly J.L., Perry G.P. e Leja D.L.
2001. An A to Z of DNA science. Cold Spring Harbor-Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.)

Excetuando-se o par X/Y, que ocorre em machos, cada par de cromossomos
apresenta 0 mesmo arranjo de genes. Assim, com o objetivo de simplificagdo, os bi6-
logos preocupam-se apenas com 0 genoma hapléide constituido de um tnico gru-
po de 25 cromossomos: 0s 22 autossomos, 0s cromossomos X e Y € 0 cromossomo
mitocondrial. Cada cromossomo € um pacote complexo que contém uma fita Gnica
e continua de DNA. A estrutura geral do cromossomo sé € possivel devido a molé-
culas protéicas (histonas) que formam uma armagdo em torno da qual a fita de DNA
se enrola, como uma linha em um carretel. Dessa forma, pode-se pensar no genoma
humano como sendo constituido por um conjunto de moléculas de DNA bastante
longas, cada.uma correspondendo a um dos cromossomos. As 25 moléculas de
DNA do genoma humano hap101de contém aprox1madamente 3,1 bilhdes (3,1x 10%)
nucleotideos.

A magmtude do Pro]eto Genoma Humano transparece quando se imagina um

“ livro gendmico da vida ”, no qual cada nucleotideo ¢ representado por uma tinica
letra (A T CouG). Usando a tlpograﬁa desse texto como exemplo — sem espacos,
pontuacdo ou figuras -, cada pagina poderia conter 3.675 nucleotideos. Sob esse pa-
dréo tipografico, a seqiiéncia completa do genoma humano preencheria 843.500 pa-
ginas. Se tais paginas fossem orgamzadas em livros como o que vocé esta lendo (de
aprOXLmadamente 600 paginas), o livro gendmico da vida estaria composto por um
conjunto de 1.406 volumes. Considerando-se 3,5 cm por volume, esse conjunto alcan-
caria 49,21 metros de comprimento, ou seja, a altura de um prédio de 15 andares.

Apesar de o Projeto Genoma Humano ter sido inicialmente concebido sob a 6pti-
ca de um esforgo puramente académico, rapidamente o setor de negécios viu seu po-
tencial latente. O projeto colocou um consércio com financiamento publico dirigido
por cinco dos mais importantes centros de pesquisa académica dos Estados Unidos
e da Inglaterra contra uma nova companhia, a Celera, empresa criada a partir da

-principal produtora de aparelhos de seqiienciamento automatico. Os diretores das

empreitadas pﬁblica e privada abriram fogo contra seus rivais — inclusive com acu-
sac;oes de que multos dos part1c1pantes desses projetos seriam representantes das for-
“do bem ” ou “ do mal ”. A competicdo para o seqiienciamento do genoma hu-
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Cromatina

Um enrolamento complexo em torno das proteinas
histonas permite que os aproximadamente 2 metros de
DNA existentes em cada célula humana sejam
compactados sob a forma dos 46 cromossomos
nucleares.

Microfotografia eletronica de um cromossomo depletado de
histonas

A armagdo protéica completa toma a forma de um cromossomo com DNA escapando
para todas as‘dire¢des. (Reimpressa, com permissio, de Moran L.A., Scrimgeour K.G.,
Horton.H.R., Ochs R.S. e Rawn J.D. 1994. Biochemistry. Neil Patterson
Publishérs/l?rentige Hall, Englewood Cliffs, Nova Jérsei. Cortesia de U.K. Laemmli.)
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‘mano tomou, entdo, o aspecto de uma nova copa americana de iatismo - times in-

-do genoma humano para "50.000. As estimativas da massa total de sequen ias codifica-

Nucleotideo

Genoma humano dipléide
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O livro gendmico da vida

Se cada nucleotideo de um genoma humano fosse considerado como uma dnica letra deste livro e se cada
sequencxa fosse escrita sem espacos, pontuacdo, ilustragdes ou tabelas, 3.675 nucleotideos completariam
uma pagina. Dessa forma, a seqiiéncia de DNA do genoma hapléide humano (os 22 autossomos, 0s
cromossomos X e Y e 0 cromossomo mitocondrial) preencheria 843.500 paginas. Se organizadas em
volumes de tamanho aproximado igual a este livro, o livro gendmico da vida formaria uma pilha de 49,21
metros de altura. Aproximadamente o dobro dessa quantidade seria necessario para representar a
informagdo genética de um genoma dipldide completo. :

fluenciados por diferentes mentalidades, usando diferentes metodologias, cada um
apostando que seria o primeiro a “cantar vitria” sobre a natureza.

No periodo anterior a disponibilizacdo do primeiro rascunho do genoma humano,
a maioria dos cientistas estimava que o mesmo deveria conter 100.000 genes, enquanto
algumas estimativas alcangavam a casa dos 150.000 genes. Assim, foi uma surpresa
quase que geral o antincio de dois grupos. mdependentes que declararam que o geno-
ma continha aproximadamente 35.000 genes. Tal fato levou a seguinte qtestdo: como
seres humanos conseguem lidar com sua enorme complex1dade possumdo menos que
o dobro do niimero de genies de um nematddeo microscépico (0 qual possui 19.099 ge-
nes). Desde esse andncio inicial, alguns estudos tém modificado a est1ma’ava ‘de genes

doras de proteinas tém sido também reduzidas de 5% para menos de1,5% do conteudo
do genoma. Apesar do conhecimento da extensio da porc¢ao nao~cod1ﬁcadora do geno~
mahumano ter aumentado durante os tiltimos 30 anos, o fato. que “99% do mesmo nio-
codificam nenhum gene permanece, para muitos, uma questio indecifravel. = -

O publico em geral e grande parte dos cientistas estdo mteressadosr nos genes
revelados pelo Projeto Genoma Humano. A 1dent1f1ca(;ao eo Conhe01ménto de to-
dos 0s genes do homem serd um enorme passo em diregdo a compreensao de como
nossas células funcionam e do que realmente esta ocorrendo de errado em diversas
doencas. ' '

' Até 0 momento, s6 foi posswel identificar o gene ‘causal de uma pequena fragao
das varios milhares de doencas genéticas conhecidas; O mapeamento e 0 seqiiencia-
mento desses genes de doengas facilitar4 o diagnéstico e os estudos ‘bioquimicos de-.
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Tamanho dos genomas seqlienciados

Espécies " Pares de bases Nimero de genes

Genomas completamente seqiienciados

Mycoplasma genitalium (bactéria) I K 378000 2 o - 400 _
" Haemophilus influenzae (bactéria) 1.830.138 1.738
Escherichia coli (bactéria) 4.639.221 4377
Saccharomyces cerevisae (levedura) 12:x10% 5.885
- Caenorhabditis elegans (nematédeo) . . : 95,5 x 10° ©19.820
Drosophila melanogaster (mosca—'das—frutas) 1 1,86 x 10° 13.601
Arabdopsis thaliana (planta) _ » 1,17.x 10° 25.498

Genomas seqiienciados mas ndmero total de genes ainda desconhecido®

Mus musculus (camundongo) 3x10° 30.000
Homo sapiens (ser humano) 330107 30.000-50.000
Oryza sativa (arroz) 4,3 x 10° 30.000-63.000

*O ndmero total de genes estd estimado.

talhados de seus produtos protéicos poderao levar ao desenvolvimento de melhores
terapias. Sendo assim, tornar a vida humana mais saudavel e, presumivelmente,
mais agradavel € o objetivo pratico do Projeto Genoma Humano. No entanto, a ex-

- tensao do DNA néo-codante sugere que, assim como algo tangivel encontra-se nas

entrelinhas de um poema, algo de significante pode se esconder em nosso genoma
sob a forma do “ lixo ” ndo codante que existe entre nossos genes. _

Este capitulo retraca o desenvolvimento do Projeto Genoma Humano, desde uma
idéia controversa até o desenvolvimento de um esforgo colaborativo mundial envol-
vendo milhares de cientistas. Ser4 feita, entdo, uma revisdo dos métodos laborato-
riais usados na determinacdo e na organizacio das seqtiéncias de DNA, dos métodos
computacionais desenvolvidos para a identificacio e a comparagao de genes e das
novas tecnologias de microarranjos que possibilitam a analise de milhares de genes
simultaneamente, concluindo com uma discussao sobre a estrutura basica do geno-
ma humano, como se lida com relativamente tio poucos genes, enfocando-se as ra-
zGes de apenas uma fragao tdo pequena de nosso DNA codificar proteinas.

A GENESE DO PROJETO

A possibilidade de desenvolvimento de um esforco coordenado para o seqiiencia-

mento do genoma humano foi levantada pela primeira vez em um encontro realiza-
do na Universidade da Califérnia, em Santa Cruz, em 1985. Apesar de a idéia ter si-
do considerada por muitos bastante instigante, poucos pesquisadores a apoiaram na
realidade. Os opositores dessa idéia continuaram a levantar 0 mesmo conjunto ini-
cial de objegdes mesmo um bom tempo depois do inicio formal do projeto. A maioria
dos argumentos contrarios ao projeto de seqlienciamento em larga escala baseava-se
nas seguintes questées—chave.

O que o projeto traria para a biologia? Ao longo da maior parte de sua histé-
ria, a biologia tem-se centrado em investigadores individuais e em seus pe-
quenos grupos de estudantes, pesquisadores assistentes e técnicos de labora-
torio. Um grupo caracteristico de biologia molecular, por volta de 1980, era
composto, em média, por uma diizia de individuos, apenas os cientistas na
verdade mais bem estabelecidos possufam grupos mais numerosos. Ui pro-
jeto genoma descentralizado transferiria os esforcos de numerosos investiga-
dores individuais para um grande consércio. Naquele tempo, quando as
fronteiras entre a pesquisa biolégica académica e comercial estavam ainda
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bastante definidas, um esfor¢o massivo cheirava a industrializacdo da cién-
cia. Em resumo, muitos imaginavam que o Projeto Genoma poderia mudar a
“alma” da pesquisa biolégica.

o Como esse Projeto seria financiado? Expresso em niimeros, o custo e a dura-
cao-do-Projeto GenomaHumano-alcancavam-uma-estimativa-comum-de-3-bi=

lhées de ddlares (1 dblar por nucleotideo) ao longo de um periodo de mais de
15 anos. A competicdo por financiamentos.de pesquisa ja era drdua o suficien-
te na metade dos anos de 1980. Assim, muitos biélogos estavam preocupados
que um projeto genoma desse: porte pudesse redirecionar e absorver os finan-
ciamentos de programas j4 estabelecidos, tornando a obtencio de recursos -
inacessivel a mvestlgadores individuais. LAt L,

¢ O seqiienciamento é realmente c1encla? Apesar das informagGes obtidas a
partir de um projeto genoma com certeza apresentarem interesse, 0 seqiien-
ciamento propriamente dito foi visto de inicio como uma técnica laboriosa e
monétona. Para muitos, esse projeto era visto como estando abaixo das aspi-
racGes de uma ciéncia rigorosa baseada em hipéteses. A afirmativa de que o
sequenc1amento do DNA em grande escala era um trabalho mais adequado a
prisioneiros, feita por Sydney Brenner, ficou famosa. Na verdade, o Centro
Sanger, que se tornaria-a maior institugdo académica de seqiienciamento,
usou, no comego, Como alternatwa de recrutamento para seu corpo de pes-
soal técnico os empregados de padanas e de pequenas lojas da vizinhanca de
Cambridge, Inglaterra.

¢ Por que seqiienciar todo o genoma? Na década de 1980, todos os principais
tipos de DNA néo-codificador j4 haviam sido identificados, e estava bem es-
tabelecido que eles eram responsaveis pela maior parte do-genoma humano. :
Muitos cientistas ndo conseguiam vislumbrar uma justificativa para o se- -
qiienciamento completo do genoma. Por que nao seqiienciar apenas a partir
dos genes conhecidos para estabelecer liga¢oes entre eles e outros localizados
dentro da mesma regido de um cromossomo? O debate entre o seqiiencia-
mento de “ cabeca-a-cauda ” (de telomero-a-teldmero) ou de “ retirada da na-
ta ” (centrado nos genes) nunca foi completamente resolvido por completo.
Esse debate reapareceu em dois momentos-chave, dividindo a comunidade
cientifica e fornecendo mais combustivel para a “corrida” do seqiienciamen-
to do genoma humano.

Nos Estados Unidos, conforme a comunidade biol6gica debatia os prés e contras

.do projeto genoma financiado pelo National Institute ‘of Health (NIH), outra agén-

cia financiadora federal havia terminado sua prépria andlise e decidido dar anda-

‘mento ao processo. O antincio, em 1986, do Departament of Energy (DOE) em dar
“inicio & sua prépria Iniciativa Genoma Humano, com um financiamento de 5,3 mi--

lhdes de délares previsto para o ano fiscal de 1987, intrigou muitas pessoas. Por -
que o DOE estaria interessado em seqiienciar o genoma humario? Como primeiro
objetivo, o DOE esta sobretudo envolvido com os usos civis e militares da energia
atébmica. Ele foi fundado para controlar o sistema nacional de laboratérios envolvi-
dos na produgéo de armas nucleares. A partir dessa idéia, o DOE havia penetrado
na pesquisa bioldgica, direcionando-se, por necessidade, para os efeitos e respostas
a radiagdo ionizante. Os estudos de mutagdes induzidas por radiacio e de seu re-
paro levaram a uma maior aten¢do da genética molecular de humanos. Assim, exis-
tia uma logica racional por trds do interesse do DOE no seqiienciamento do geno-
ma humano.

O DOE tinha pouco interesse nos pontos de debate que alimentavam os biélogos:
Essa instituicdo tinha experiéncia na administragdo de uma grande rede com proje-
tos colaborativos e na administragdo de grandes somas de financiamento visando a
resultados a longo termo, bilhdes de d6lares e décadas poderiam ser devotadas para
o planejamento e a construcdo de um tnico acelerador de particulas que seria com-
partilhado por milhares de pesquisadores. Além disso, 0 enorme orcamento do DOE
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Orcamento do Projeto Genoma Humano
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‘Financiamento do governo dos Estados Unidos para o Projeto Genoma Humano

poderia acomodar com facilidade um redirecionamento pard a gendmica e o traba-
lho poderia ser realizado em muitos laboratérios nacionais que desenvolviam fortes
programas biolégicos. Tendo em vista que muitos de seus projetos apoiavam-se na
coleta de conjuntos de dados em larga escala, o seqiienciamento completo do geno-
ma, telébmero-a-teldmero, nio se apresentava sobremaneira assustador ou entedian-
te. Além do mais, o DOE dispunha de uma infra-estrutura computacional adequada
para estoque e compartilhamento da enorme quantidade de dados de seqiiéncias
que seriam gerados.

O surpreendente posicionamento do DOE deixou aos bidlogos um motivo de
ponderagdes sobre as conseqiiéncias de permitir que uma agéncia controlada por fi-
sicos fosse responsavel pelo que prometia ser o projeto biolégico do século. Apésa
publicacdo em 1988 do relatério do National Research Couneil apoiando o seqiien-
ciamento do genoma, os biélogos deixaram de lado suas diferencas e o NIH anun-

. clou, em margo, seu préprio projeto genoma. Nesse mesmo ano, o NIH e o DOE as-
sinaram um memorando para cooperagdo dos esforcos de seqlienciamento.

Em 1988, James Watson foi selecionado para liderar o esfor¢o de seqiienciamento

- do NIH. Ele passou 0s anos seguintes em um continuo transito entre Washington e

Long Island, Nova York, onde permanecia como diretor dos Laboratérios de Cold
Spring Harbor. Sendo um dos co-descobridores da estrutura do DNA, descoberta
que deu inicio a revolucio do DNA, Watson trouxe status cientifico, intuicdo e visi-

. - bilidade para o projeto. Antevendo as muitas implicagdes da obtencdo do roteiro da
vida humana, Watson definiu que pelo menos 3% do valor do financiamento para a

- pesquisa seriam destinados s implica¢des éticas, legais e sociais da pesquisa gend-
- mica (ELSI, do inglés Ethical, Legal, Social Implications). O programa ELSI foi um ex-

perimento pioneiro na exploracio da interagdo entre ciéncia e sociedade.
Anteriormente, havia sido determinado que o seqlienciamento do genoma huma-
no poderia ser realizado em paralelo ao seqiienciamento do genoma de diversos or-
ganismos experimentais, tais como a bactéria Escherichia coli, a levedura Saccharomy-
ces cerevisae, 0 nematddeo Caenorhabditis elegans, a mosca-das-frutas Drosophila mela-
noguaster e o camundongo Mus musculus. A analise comparativa entre as seqiiéncias
derivadas de humanos e aquelas derivadas de outros organismos de pesquisa pode-
ria favorecer avangos em varios niveis. De um lado, genes pré-identificados em orga-
nismos experimentais poderiam ser utilizados para a identificagdo dos genes corres-
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pondentes em humanos. Por outro lado, as funcoes dos genes humanos e de seus
produtos protéicos poderiam ser facilmente testadas nesses sistemas experimentais.
O seqiienciamento dos genomas de S. cerevisac e de C. elegans, além de regides-alvo
de genomas de mamiferos, forneceram resultados bastante promissores como pri-

—meiros testes-de seqlienciamentoem largaescala. .

Projetos isolados também foram iniciados (apesar de ndo-financiados pelo NIH)
para o seqiienciamento dos genomas de diversas espécies vegetais importantes, tais

como a planta experimental Arabidopsis thaliana (da familia das mostardas), o arroz
{Oryza sativa) e o milho (Zea mays). ~ . : '
- Apesar da intercessao dos criticos para que fosse dada atencdo especial a genes
'«s;éxpressds, Watson determinou de forma clara como objetivo o seqiienciamento com- .
:pleto do genoma teldmero-a-telomero. No inicio, 0 projeto teve como foco o desen-
volvimento de mapas cromossomicos e dos marcadores necessarios para a identifi-
caco de genes de doencas que fornecessem pontos de ancoramento para a especifi-
.cacdo da posicao das seqiiéncias de DNA. L2
- Em 1995, o NIH financiou centros-piloté de seqtienciamento do genoma humano
~em diversos laboratérios académicos, tendo-se focado finalmente na Universidade
..“de Washington (St. Louis), no Baylor College of Medicinal (Houston) e no Whitehead
- Institut Massachusetts Institut of Technology (Cambridge). O DOE agregou os esfor-
cos de seqiienciamento de vérios laboratérios nacionais no Joint Genome Institute
_em Walnut Hills, Califérnia. Na metade dos anos 90, a Wellcome Trust, maior finan-
ciadora médica filantrépica do mundo, estabeleceu sua prépria estrutura de seqiien-
ciamento proximo a Cambridge, na Inglaterra. Esse instituto recebeu o nome do ven-
cedor do prémio Nobel Fred Sanger e tornou-se 0 maior centro académico de se-
qiienciamento. Esses cinco centros de seqiienciamento do Projeto Genoma Pablico fi-
caram conhecidos como “ G5 ” e contribuiram com 80% dos dados usados na mon-
tagem da seqiiéncia inicial do genoma. Quinze outros centros importantes de se-
qiienciamento nos Estados Unidos, Japao, Franga, Alemanha e China cooperaram no
seqiienciamento de cromossomos humanos especificos.

O trabalho desenvolvido com modelos experimentais e nos principais centros le-
vou ao desenvolvimento de tecnologias-chave que aceleraram de maneira significa-
tiva a velocidade na qual o DNA pode ser seqiienciado e montado, resultando em di-
minuicdo dos custos de seqiienciamento de aproximadamente US$ 1,00 por par de
base concluida para menos de US$ 0,10. Nessas novas tecnologias incluem-se (1) mé-
todos automatizados de processamento de DNA clonado, (2) sistemas analiticos e
bioquimicos para o rapido seqiienciamento de DNA, (3) sistemas computacionais de

- organizagdo e distribuicdo de dados e (4) algoritmos para acesso da fidelidade da se-
qiiéncia, montagem das seqiiéncias de DNA e identificacdo de genes.

MAPAS CROMOSSOMICOS E MARCADORES

A construgio de mapas de alta resolugéo para cada cromossomo foi um importante
_objetivo na abordagem inicial do Projeto Genoma. Assim como mapas de estradas,

- 0s mapas de cromossomos humanos podem ser construidos em uma ampla gama de

- diferentes resolucdes. Os mapas genéticos descrevem a localizacdo dos genes e seus
padrdes de heranga. Os mapas de ligagdo genética, como os construidos no inicio para
a Drosophila por Thomas Hunt Morgan e colaboradores, no inicio da década de 1900
(ver Capitulo 1), tém sido tteis para a montagem de esquemas de baixa resolugdo de
genomas totais, 0s quais deram origem a medida classica de distancia genética, 0
centiMorgan (cM).

O cM é a medida da freqiiéncia de recombinacdo durante a formagao dos game-
tas. Lembre que, durante a meiose, 08 Cromossomos pareados se alinham e se “ re-
combinam ” para a troca de segmentos de DNA. Um cM é definido como a distancia
tal entre dois genes ou marcadores que eles serfio separados durante a meiose em 1%




A CIENCIA DO DNA' & ‘?9'5

1 5 3 : 4 6 B EcoRl CBamHl
Extremidades :
EcoRl i ; . unidas

!

6 1 5 = e “9 \ Extremidades - :

- BamHI. As bandas indicadas por “extremidades unidas” representam os dois fragmentos terminais, uni )S PO | idade Siva (sitios.cos) do’

*DNA de L. (Reimpressa, com permisso, de Snyder LA, Freifelder D. e Hartl D.L. 1985, General Genetics. Jones and Bartlett, Boston)

das vezes. No inicio do Projeto Genoma, um cM em distancia genética era estimado
como igual a cerca de 1 milhao de nucleotideos em distancia fisifca,.' A seqiiéncia ini-
cial do genoma humano produzida pela empresa Celera mostrou uma média de 1,22
milhdes de nucleotideos (megabases, Mb) por cM. i
Os experimentos iniciais realizados na década de 1970 originaram mapas dos
sitios de clivagem de enzimas de restri¢do ao longo dos cromossom'OS'virai's, os
quais foram os primeiros mapas fisicos, nos quais cada sitio marcava a ocorréncia
de uma caracteristica estrutural da propria molécula de DNA. Apesarde enzimas
de restricdo terem-se mostrado bastante tteis no mapeamento de pequenos cro-
mossomos, seus sitios de reconhecimento ocorrem com demasiada freqiiéncia pa-
ra serem usados na construcio de mapas de larga escala dé-crdm(jés'om s-huma-
nos. No entanto, tal problema foi superado pelo uso de enzimas de restricao que
reconhecem sitios pouco freqiientes. A eletroforese em gel de campo-pulsado, um
método de separacio de grandes pedacos de DNA, foi usada para a andlise desses
»grand'es -fragm.entos.- : ; b -: . . i
A identificacdo de diversidade populacional nos padrdes de corte de enzimas de
restricdo forneceu um método para a producio dos primeiros mapas fisicos de cro-
mossomos humanos completos. Na metade dos anos 80, observou-se que mutagoes
pontuais podiam as vezes criar ou deletar sitios de reconhecimento de enzimas de
restricao ao longo de um cromossomo. Também a adi¢io de pequenas repeticdes em
tandem pode aumentar a distancia entre os sitios de corte das enzimas.: Cada muta-
Gao ou variagdo da repeticio em tandem é um alelo diferente de uma molécula de
DNA. Distintos alelos produzem diferentes tamanhos de fragmentos de restric O ou
polimorfismos do tamanho do fragmento de restricsio (RFLPs), os quais podem ser
medidos em nucleotideos. : I
A genética cléssica havia usado os genes como marcadores para definir posicdes
discretas (loci) sobre os cromossomos. Um alelo era definido como uma forma alter-
nativa de um gene, no que diz respeito a um fenétipo especifico detectével. Os sitios
de reconhecimento das enzimas de restri¢ao forneceram uma nova definicio para os
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Maynard Olson

(Cortesia de CSHL Archives.).

Leroy Hood

Charles Cantor

David Botstein
(Cortesia de CSHL Archives.)

—te-titeis-para-0-mapeamento-de-cromossomos; mesmo na auséncia de qualquertela=
- ¢do fenotipica. Por meio da medida da freqiiéncia de recombinagdo entre marcado-

loci, como seqiiéneias especificas de DNA. Os RFLPs estenderam a definicdo de ale-
lo para significar uma forma alternativa de DNA — um comprimento diferente da
molécula de DNA. Apesar de os RFLPs terem sido, no inicio, utilizados para testes
de identidade e diagnéstico de DNA (ver Capitulo 8), eles se tornaram extremamen-

res RFLP pode ser fornecida uma primeira medida para relacionar a distancia gené-
“tica (calculada em cMs) com a distancia fisica (calculada 'em nucleotideos). O primei-

1o mapa de ligagdo do genoma' humano, que incorporava 403 marcadores RFLP, foi

:publicado em 1987 por Helen Donis-Keller e colaboradores, do Collaborative Re-
ssearch, Inc. de Boston,. Massachusetts. i

Em 1989, Maynard Olson (Uruveradade de Washmgton) Leroy Hood (Cahforma
Institut of Tecnology), Charles Cantor (Lawrence Berkeley Laboratories) e David
Botstein (Genentech, Inc.) estabeleceram uma nomenclatura comum para os marca-
«dores moleculares pela qual os cientistas podem facilmente trocar informagdes de se-

.qiiéncias e obter sondas para regides conhecidas do genoma. Em retrospecnva o que
~eles propuseram parece 6bvio.— uma sequenaa de DNA per se pode agir como um
. marcador cromossdmico. Qualquer seqiiéncia copia ttiica de 200'a 500 nucleoﬂdeos
—um sitio marcador de seqiiéncia (STS, do inglés sequernce- tagged szte) pode ser usa-

‘da como uma marca fisica sobre um cromossomo.

Cada marcador RFLP ou STS deve ter sido identificado em sua posu;ao espeCIflca :
do cromossomo pelo uso de fragmentos clonados de DNA. Os mapas contiguos (con-
tig) alinham as extremidades de fragmentos de DN'A adjacentes, dessa maneira enfi-
leirando entre si seqiiéncias continuas: Os mapas contig orientam marcadores fisicos -
em fragmentos adjacentes e, sendo assim, fornecem pontos de referéncia espagados
a intervalos regulares ao longo do genoma. No final da década de 1980, Ray White e
seus colaboradores, da Universidade de Utah, haviam estabelecido um conjuntode
marcadores RFLF que abrangia os cromossomos em intervalos de aproximadamen-
te 10 cM. Um dos objetivos iniciais do Projeto Genoma era fornecer mais marcadores
a0s mapas cromossémicos e diminuir o tamanho dos intervalos existentes entre tais
marcadores. Quando da publica¢do da seqiiéncia geral inicial, a resolugdo do mapa
fisico havia sido aumentada em um fator de 100 — existindo entdo 30.000 distintos
marcadores em intervalos de cerca de 0,1 cM (100.000 pb).

Conforme a qualidade desses mapas gendmicos aumentava, eles se tornavam fer-
ramentas valiosas para a identificagdo de genes envolvidos em doengas humanas.

- Anteriormente, a descoberta de um gene associado a uma doenca era uma tarefa ar-
-+dua que envolvia anos de trabalho intenso. Por exemplo, Mark Skolnick, da Univer-

sidade de Utah, demorou quatro anos (1990 a 1994) para identificar e posicionar o ge-
ne BRCAI, gene relacionado ao cancer de mama. Mapas melhorados propiciaram

que Richard Wooster, do Haddow Laboratories Institute of Cancer Research, donas—
+se 0 gene BRCA2 em um periodo de:poucos meses.

Os STSs representam a etapa final da evolugdo dos marcadores de DNA. Genes,
sitios de reconhecimento de enzimas de restrigio e RFLPs representam proprledades
funcionais associadas ao DNA. Os STSs, por outro lado, sdo “ marcadores puros *,
considerando-se que podem ser mapeados sem o conhecimento de genes ou de enzi-
mas de restricdo. No entanto, a viabilidade e a disseminacdo do uso dos marcadores
STS necessitaram de duas tecnologias que surgiram nos anos 80: a reagéo em cadeia
de polimerase e 0 seqiienciamento automatizado de DNA. '

A reacdo em cadeia de polimerase

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR), descoberta em 1985 por Kary Mullis, da Ce-
tus Corporation, mostrou-se uma tecnologia-chave para o Projeto Genoma em mui-
tos aspectos. Primeiro, ela ofereceu uma maneira simples para a obtengédo de marca-
dores de DNA e para a genotipagem de fragmentos de cromossomos, sem a necessi-
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~dade de obtencdo de clones. Segundo, ela ofereceu uma nova abordagem quimica
que permitiu a automatizacdo do seqiienciamento de DNA.. :

- Até o advento da PCR, a tinica maneira de purificar uma seqiiéncia de DNA era por

intermédio da amplificacio biolégica em células em cultura. Para a obtengdo de uma

amostra-de umadadaseqiencia de DNAStficientermente pura, éra necessario clon-la
em um vetor e fazer crescer esse vetor clonado em uma cultura de bactérias ou de leve-
duras. Assim, no inicio do Projeto Genoma nio existiam alternativas além da manuten-
.. “¢do deculturas-padrio de bactérias e leveduras, cada uma transformada com um frag-
. mento de um cromossomo humano identificado por STS especifico ou por um marca-
dor RFLP. A perspectiva de manutencéo de um gigantesco banco central de clones eda
distribui¢do desses clones entre os grupos de pesquisa‘associados no mundo era assus-

tadora. APCR forneceu uma alternativa simplespara o isolamento de quantidades pu-

ras de seqiiéncias especificas de DNA. A PCR faz uso da amplificacdo enzimatica para

aumentar o namero de copias de um dado fragmento.de DNA com tamanho de até
/- 6000pb. Por meio da utilizacio de dados Pprovenientes de bancos de dados STS, um
.+ pesquisador localizado em qualquer ponto do globo,pode usar a PCR para testar o

ér)‘/_ Mu}“isr g » » _ ;
‘ortesia de CSHL Archives.) . fragmento de DNA em relacfio a0 STS determinado empoucas horas.
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- APCR esta baseada no fendémeno e na extensio de um primer pela DNA polime-
rase, descoberto nos anos 60 (ver Capitulo 2). A sintese de cada fita de DNA é “ ini-
ciada ” por um pequeno pedaco de dupla fita. Tabalhando a partir desse primer, a
polimerase adiciona nucleotideos complementares a fita de DNA-molde, estenden-
———————————doeatregidode-duplafitaNoinicio; umpardeprimersdeoligonucleotideos de DNA
' (oligo significa poucos) de comprimento-igual a aproximadamente 20 nucleotideos é
sintetizado de tal forma que estes se'ligardo delimitando a reglao alvo " a ser am-
. plificada. Os primers sdo desenhados de forma a anelar seqiiéncia ,complementares
. de DNA que se encontram a 5° sobre cada uma das moléculas de DNA. Um excesso

. de cada um dos dois primers é adicionado 3 amostra de DNA que contém a seqiién--
: cla:alvo, em conjunto.com uma DNA polimerase. Tanibém serdo fornecidos o co-fa-
tor magnesm (Mg++) e os quatro desoxirribonucleotideos trifosfato (dN TPS) A mis-
‘tura de reagio serd entio submetlda a multlplos ciclos de sintese de acordo com o se-

: gumte protocolo.: ’

1. Desnaturagao 0 aquec1mento a temperatura proxima da ebuh(;ao (94°C) -
desnatura 0 DNA-alvo e cria um conjunto de moldes fita sxmples O aqueci-

: " mento aumenta a energla cinética da molécula de DNA a um ponto mais al-
e _to que a energia necessaria para a manutengio'das pontes de hidrogénio en- -
tre os pares de bases. O DNA dupla fita é separado em fitas simples.

2.-Anelamento (pareamento): o resfriamento a cerca de 65°C favorece o anela-

mento dos primers oligonucleotideos a suas seqiiéncias complementares so-
bre-as fitas simples molde. A temperatura 6tima de anelamento varia de
acordo com a propor¢do de pares de bases AT e GC na seqiiéncia dos pri-
mers. Considerando que os primers foram adicionados em excesso e que
sdo estruturas pequenas, eles anelardo com mais facilidade a suas seqiién-
cias-alvo complementares do que as duas fitas originais conseguirdo sofrer
renaturacao.

3. Extensdo: 0 aquecimento a 72°C fornece uma temperatura 6tima para a
atuacdo da DNA polimerase que procederd a extensao do primer de oligo-
nucleotideos. A polimerase sintetiza uma segunda fita complementar a fita
molde original.
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Amplificagdo tedrica de uma reacdo em cadeia de polimerase
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Ao longo de cada ciclo de sintese, que dura cerca de 2 minutos, o niimero de c6pias
da molécula de DNA-alvo é duplicado. Vinte e cinco ciclos de sintese produzem, teo-
ricamente, uma amplificacdo de 1.000.000 de vezes da seqiiéncia-alvo em um perio-
do de aproximadamente uma hora.

EHetroforese em gel
de poliacrilamida

Reacdes de seqiienciamento sio

Auto-radiografia do Gel

le baixo para cima

-2 >O0=O>O0—H0

‘Método de
seqlienciamento de DNA
or terminagao dideoxi

aplicadas em um gel desnaturante -

As-canaletas sdo lidas em segiiéncia, -

termo-estavel ou termo-resistente. No final da década de 1980, a primeira DNA poli-
merase termoestével foi isolada a partir de uma cultura de Thermus aguaticus, origi-
nalmente coletado nos anos 60, no Mushroom Pool do Parque Nacional de Yellows-
tone. Essa bactéria estd adaptada a vida em dguas termais, que atingem 80°C; e sua
DNA polimerase (denominado Tag polimerase) se m ativa mesmo depois de -
repetidas exposi¢des a temperaturas proximas da‘ebulicdo, o que a torna ideal para
a PCR. As chaminés vulcanicas ocednicas tornaram-se outra fonte importante de or-
ganismos adaptados a condigdes extremas (extreméfilos) que possuem polimerases
termo-resistentes. » : _ Sengiis e

A seqtiéncia de mudancas de temperattira era, no inicio, realizada por meio da
transferéncia dos tubos de reacdo de um banho-maria para outro. Essa operagdo te-
diosa foi substituida pelo advento dos termocicladores de DNA automatizados, nos
quais as temperaturas do ciclo e o tempo de permanéncia dos tubos a cada tempera-
tura sdo inscritos em um programa de computad(ji.’qﬁef aumenta ou diminui a tem-
peratura de blocos de aquecimento. ‘Esse'pfo'ceSsQ .-autéméitiié a reacdo e os tubos
permanecem em um mesmo local, no bloco, enquanto sofrem a continua ciclagem

. por meio das etapas da PCR. A conibinacio de polimerases termo-resistentes e de

termocicladores automatizados ‘permite’

que praticamente qualquer cientista ou es-
tudante possa realizar uma rapida analise de BDNA e v

Sequienciamento de DNA

No inicio do Projeto Genoma, o seqﬁenciamento de DNA era realizado manual-
mente, de forma que consumia muito tempo e repr'esentavaf intensivo trabalho.
Um dos principais trunfos do Projeto foi o desenvolvimento de tecnologias de se-
qlenciamento que trouxeram como resultado a possibilidade de leitura de 500.000
ou mais nucleotideos em um tnico dia e a um custo de poucos centavos por nu-
cleotideo. '

Em 1977, dois métodos de sequenciamento de DNA foram independentemente
desenvolvidos. O método de clivagem quimica de Allan Maxan e Walter Gilbert, da

- Universidade de Harvard, envolve a modificacao quimica especifica de cada nucleo-

tideo diferente. Tal alteracao permite a clivagem posterior em um sitio especifico e
identifica o nucleotideo presente nessa posi¢ao. No-entanto, 0 seqiienciamento mo-
derno de DNA est4 inteiramente baseado no método de terminacdo de cadeia, desen-
volvido por Fred Sanger, no Medical Research Council LaBo_fétoryqf Molecular Bio-
logy, em Cambridge, na Inglaterra. . ' ‘
O método de Sanger esta baseado em dois fatos da sintese do DNA. Primeiro,
em presenca dos quatro dNTPs, a DNA polimerase iniciaré a sintese de uma nova
fita de DNA quando um pequeno primer for hibridizado a0 DNA molde fita sim-
ples. Segundo, se dideoxinucleotideos trifosfato (didNTPs) forem incluidos na rea-
¢a0, a extensdo do DNA serd interrompida quando um didNTP for incorporado.
Essa interrupcéo da sintese ocorre, pois o didNTP nio possui um grupamento hi-
droxil 3” livre (-OH), necessério para a formagéo da ligacao fosfodiéster que une
nucleotideos adjacentes. ‘
No protocolo de seqiienciamento por didedxi, quatro tubos de reacdo (A, LGeC)
sao preparados. Cada um desses tubos contém DNA-molde, seqiiéncia primer, DNA
polimerase e quatro deoxinucleotideos trifosfato (AATP, dTTE, dCTP e dGTP, um dos
quais se encontra marcado radioativamente). Um tinico tipo de didNTP é adiciona-
do a cada uma das quatro reagdes ~ didATP (ao tubo A), didTTP (ao tubo T),didCTP
(ao tubo C) ou didGTP (ao tubo G). i

A&ai%as%emperafuraSﬂsad'aSﬂa*PC*Kreqﬁ'ere‘m*oﬁ:tsoﬁé‘uma;DNA*p‘(jﬁMérES’e‘#
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Auto-radiografia de um gel de seqiienciamento por terminagao dide6xi

Sete clones separados contendo fragmentos de restricao foram seqiienciados em reagdes aplicadas lado a lado e separadas por eletroforese em um
gel de seqgiienciamento. Cada conjunto de quatro colunas (reagdes T, C, G e A), nesta auto-radiografia, representa os dados de seqlienciamento de
um clone diferente. Um segmento dos dados de seqiienciamento do clone 5 estd apresentado em detalhe. O referido experimento foi realizado no

laboratério de Fred Sanger, o cientista que desenvolveu o método de seqiienciamento por didedxi. (Cortesia de W. Herr, Cold Spring Harbor
Laboratory.) :
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Comegcando a partir do primer, a polimerase adiciona aleatoriamente dANTPs ou
didNTPs complementares ao DNA molde. O balanco entre dNTPs e didNTPs na rea-
Gao esta ajustado de modo a um didNTP ser incorporado na cadeia de DNA que es-
ta sendo sintetizada aproximadamente a cada 100 nucleotideos. Cada vez que um
didNIlLé;incorporadofa ;si-ntese%~iﬁ<terfompiﬁiarsendo,veimforrs@qﬁ‘eﬁdd[géra
uma fita de DNA de tamanho correspondente. Apés a replicagio, existem milhdes de
copias da seqiiéricia de DNA-molde cuja sintese foi interrompida em cada possivel

- posigao nucleotidica.

Na reagdo A, por exemplo, a cada ‘100.'r‘es1’duos de timina encontrados sobre a fi-
ta de DNA-molde, a polimerase incorporard 99 unidades do nucleotideo comple-
mentar deoxiadenosina (lembre-se que, na sintese de DNA, 0 A complementa o T -

da fita oposta). Em um desses 100, no entanto, a polimerase ira incorporar uma di-

deoxiadenosina, provocando a interrup¢do da sintese da fita neste ponto. Em ou-
tras palavras, a cadeia de DNA ser4 terminada na posigao de timina em 1% do to-
tal de moléculas molde. Tendo em vista que milhdes de moléculas de DNA estio
Ppresentes, a reacdo A resultara em uma coleciio de fragmentos de DNA nos quaisa
sintese foi.interrompida de modo a retratar as posicoes de cada residuo de timina
na fita de DNA-molde. e

Quando as reacdes estio completas, adiciona-se formamida para desnaturar as -
novas fitas sintetizadas a partir do DNA molde. Cada reacéo é aplicada em uma ca-
naleta diferente de um gel de poliacrilamida contendo uréia, o que evita que as fitas
de DNA formem estruturas secundarias durante a eletroforese. Os fragmentos mi-
gram pelo gel de acordo com seu famanho e, dessa maneira, formam uma espécie de
“escada” de bandas, nas quais cada degrau sera composto por moléculas de DNA
que diferem dos degraus adjacentes em um tinico nucleotideo de comprimento.

Apébs a eletrofofese, o-gel é colocado em contato com um filme de raio X. Os nu-
cleotideos marcados radioativamente, que foram incorporados durante a sintese,
sensibilizam o filme de raio X, produzindo uma série de bandas e, como resultado,
indicando o tamanho dos fragmentos gerados nas reacdes A, T, Ce G. O gel é en-
tdo “lido” de baixo para cima, iniciando-se com o menor dos fragmentos de DNA
e seguindo-se ao longo das canaletas paraa identificacdo sucessiva dos fragmentos
maiores. Na verdade, scanners épticos foram desenvolvidos para a leitura automa-
tizada de géis, pois o seqilenciamento manual era um processo muito lento para
que se pudesse realizar o seqiienciamento do genoma humano de forma répida e
acurada.

O seqlienciamento automatizado tornou-se possivel devido a coloragdes quimi-
cas desenvolvidas por Lee Hood e Lloyd Smith, do California Technology Institute,
Em 1986, eles conjugaram um corante fluorescente diferente a cada uma das quatro
reacGes didNTP. As quatro reagdes de seqiienciamento foram aplicadas sobre uma
Unica canaleta em um gel de poliacrilamida e os marcadores fluorescentes foram de-
tectados conforme os fragmentos de terminacdo migravam pelo gel e passavam em
um ponto determinado sobre o qual incidia um laser de argbnio. Quando atingido
pelo laser, cada terminador flurescente emitia luz colorida em um comprimento de
onda caracteristico, o qual era entéo interpretado por um programa de computador
como equivalente a A (verde), T (vermelho), C (azul) ou G (amarelo) na posigéo.

Hood desenvolveu uma colaboragdo com Mike Hunkapiller, da empresa Applied
Biosystems, Inc. (ABI), para a produgdo do primeiro aparelho comercial de leitura de
seqiiéncias a partir de fragmentos corados. O aparelho ABI Modelo 370 foi comercia-
lizado pela primeira vez em 1987 e usava um gel de poliacrilamida para a realizacgo
da migracdo eletroforética, assim como acontece com o seqiienciamento manual. No
entanto, em vez de leitura manual ou Optica do gel, esse sistema empregava um laser
para a detecgdo dos nucleotideos marcados com fluorescéncia, O seqtienciador incor-
porava um programa de computador que construfa uma imagem simulada do gel
sob a forma de bandas de DNA coloridas conforme elas passavam pelo laser detec-
tor durante a eletroforese. A aparéncia final dos resultados era um eletroferograma,
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mostrando picos coloridos correspondentes a cada posigdo nucleotidica. O Seqtien-
ciador de DNA ABI 370, equipado com um gel de poliacrilamida de 16 canaletas, ti-
nha capacidade de seqiienciar até 20.000 nucleotideos por dia. O aumento do nime-
ro de canaletas para 32, 48 e, finalmente, para 96 aumentou a capac1dade de sequen—
e aTTieTy para80:000 Tructectideos didrios vurmaisT———————

Permitindo que todos os quatro nucleotideos fossem analisados em uma tinica ca-
naleta, a quimica fluorescente desenvolvida por'Hood quadruplicou a capaadade
‘dos géisde sequenc1amento Outros avangos em paralelo, com relagdo ao preparo de
‘DNA, aumentaram ainda mais a eficiéncia do sistema. No final dos anos de 1980, po-
,hmerases termor-resistentes (como aTag, por exemplo) e termocicladores de DNA fo-

_ram colocados a servico.da marcagio automatizada; uma metodologia hibrida que fi-
,;t‘c'o"u"conhecida como seqlienciamento em ciclos. Em 1987, a Dupont introduziu os
“terminadores marcados”, nos quais um corante fluorescente diferente estava conju- -

- gado a cada um dos quatro nucleotideos terminadores (didATP, didTTP, didCTP ou
.didGTP). Isso permitiu que todos os quatro nucleotideos fossem marcados ao mes-
“1mo tempo em uma (inica reagdo, em uma corrente continua de preparagdo de amos-
+tras e, na realidade, quadruplicou a Capac1dade de trabalho didrio de um técnico de
Jaboratério. : :

A fase final do desenvolvimento do sequenc1amento em larga escala foi a substi-
tuigdo dos géis de poliacrilamida por miltiplos capilares preenchidos por gel, cujo.
potencial havia sido demonstrado em 1990. Os novos aparelhos de seqlienciamento
automatico incluem conjuntos de 96 capilares conectados a um mecanismo capaz de
‘reaplicar amostras de forma automatica mais de 12 vezes por dia. Os aparelhos com
capilares eliminaram elementos altamente trabalhosos que envolviam um grande
dispéndio de tempo, como o preparo de géis e a aplicagdo manual das amostras, res-
tringindo as interveng@es humanas apenas a manutengdo dos niveis de reagentes e a
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Dados amostrais obtidos a partir de um seqlienciador automatico de DNA

(3 esquerda) Eletroferograma mostrando os picos correspondentes a cada posi¢do nucleotidica. (a0 centro) Representagdo dos fragmentos de
DNA, gerados na reagdo de seqiienciamento e que correspondem a cada um dos picos. (a direita) Representacdo do gel de seqlienciamento
desses fragmentos.
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colocagéo de placas de amostras no sistema de aplicagdo automatico. Assim, enquan-
to a corrida visando o primeiro quadro geral do genoma humana completo “anima--
va-se”, cada um dos centros de seqiienciamento havia se tornado uma f4brica auto-
matizada, equipada com mais de 30 desses seqtienciadores, cada um gerando se-

ks —-qliéncias de até AOOTOOO«nudeet—ideOSﬁpor—'diafA*rapid’ez;d‘oﬁ*t)ﬁés*?o desequiencia-
mento havia aumentado mais de 400 vezes desde o inicio do Projeto.

BANCOS DE CLONES HIERARQUICOS POR FRAGMENTAGAO

*+ Os projetos do NIH-DOE utilizaram uma estratégia para a criacdo de um banco de
moléculas clonadas de DNA, partindo de mapas em grande escala para chegar as sef
qiéncias individuais. Tal sistema envolveu a clonagem de grandes fragmentos de
DNA cromossdmico humano em moléculas vetores, seguida da utilizacdo de STSs,

. RFLPs e enzimas de restricio para a orientacdo desses grandes fragmentos.em re-

. gides cromossdmicas contiguas ou contigs. Os insertos maiores foram entdo subclo-

- nados em vetores de seqiienciamento'e os segmentos seqiienciados foram rein’dr__ité-

.. dos. Por meio da ligagdo de seqiiéncias adjacentes'e mantendo marcadores de refe-

* réncia entre cada nivel, os pesquisadores puderam se movimentar entre 0s diferen—
tes niveis hierarquicos desses clones ordenados. Dessa maneira, regides contiguas ca-
da vez mais extensas de seqtiéncias de DNA puderam ser montadas pelo uso das

+ coordenadas do mapa. : e

Dois vetores principais de clonagem estavam disponiveis no periodo inicial do
Projeto Genoma: o bacteriéfago A, que aceita a clonagem de insertos de até 20.000 nu-
cleotideos; e 0s cosmideos, que podem abrigar insertos de até 40.000 nucleotideos:
Para reduzir o ntimero de fragmentos necessarios para a formagao de um mapa con-
tig, parecia imperativo criar novos vetores capazes de aceitar a incorporacdo de in-
sertos muito maiores. Afastand_o—se desses sistemas de clonagem classicos, foi neces-
sario o desenvolvimento de cromossomos artificiais capazes de se propagar no inte-
rior de células vivas. Os cromossomos artificiais de levedura (YACs, do inglés yeast
artificial chromosomes) desenvolvidos no final da década de 1980 por David Burke e
Maynard Olson, da Universidade de Washington, St. Louis, eram capazes de aceitar
insertos de até 500.000 pb (500 kb). Apesar de terem sido extensivamente utilizados
no mapeamento do genoma de C. elegans e de levedura, os YACs mostraram-se here-

- ditariamente instaveis. A ocorréncia de rearranjos e delegdes tornou dificil garantir

.que o inserto em seqiienciamento estava completo e sob a mesma ordenaciio da se-

.. qliéncia original no cromossomo. sk . ; ,

. Os cromossomos artificiais de bactérias (BACs) ,desenvolvidos por Mel Simon,
. no California Technology Institute, mostraram-se, por fim, como as grandes loco-
- motivas do projeto genoma. Apesar de aceitarem insertos menores, que variam de
© 50250 kb, eles se mostraram estaveis a0 extremo e de facil manipulagdo em siste-

~mas de automacio de larga escala. Simon'e Pieter de Jong, do Roswell Park Cancer
Institute, em Buffalo, Nova York, construiram extensivas bibliotecas de BAC que
foram utilizadas como base de grande parte do trabalho de seqiienciamento do
‘projeto publico. : o 5 S

Para construir-as bibliotecas de BAC, o DNA gendmico humano era clivado de

- maneira aleatéria com enzimas de restricdo gerando fragmentos que possuiam em

media 150.000 nucleotideos. Essas clivagens podiam ser realizadas com enzimas tais
como Mlul, Nrul e Poul, que reconhecem seqiiéncias raras nos genomas de mamife-
ros. De modo alternativo, uma digestio parcial de DNA gendmico pode ser realiza-
da por meio da exposigio do DNA a uma mistura de EcoRI e EcoRI metilase. Sob con-
centragoes adequadas, a metilase protege um nimero suficiente de sitios de restrigdo
fazendo com que as clivagens pela endonuclease sejam infregiientes, o que, conse-
qlientemente, produz fragmentos de restri¢do bastante grandes (ver Capitulo 4). Am-
bos os métodos caracterizam-se por fragmentar o genoma em pedagos, mais ou me—" :
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Seqiienciamento em ciclos » :
(A) Uma dupla fita de DNA-molde é adicionada a um tubo de ensaio contendo um dnico primer de DNA fita simples, Taq polimerase,
deoxinucleotideos (A, T, .C e G) e dideoxinucleotideos marcados com fluorescéncia (A, T, C €'G, cada um dos quais marcado com um corante

_ diferente). O primer foi desenhado de forma a anelar por complementaridade uma das extremidades da regido-a ser seqlienciada. (B) A reagao é
aquecida e a dupla fita do DNA-moldese separa. (C) A reagio € resfriada, permitindo que o primer ligue-se por complementaridade ao DNA que se
encontra sob a forma de fita simples. (D) A Taq polimerase liga-se 2 extremidade do primer e dd origem a uma nova fita complementar, por meio da
incorporagdo de nucleotideos que se encontram em soluc3o. (£) Quando um dideoxinucleotideo é incorporado, ocorre o término da extensdo da
nova fita. Tal ciclo é entdo repetido varias vezes.
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+ - nos.como um disparo de pistola fragmenta o material atingido & queima roupa. As-
« - sim, as bibliotecas montadas por meio desses métodos para o seqiienciamento fica-
.. ram conhecidas como seqiienciamento por fragmentacio. : :

Os BACs individuais eram identificados pelos seus padrdes caracteristicos de res-
tricdo por Hindlll, identificando a impressio digital dos clones. Um algoritmo com-

. putacional analisava as bandas compartilhadas das impressdes digitais dos clones,

+_ convertendo seqiiéncias sobrepostas em um mapa contig. Alguns BACs eram anco-

rados a mapas cromossdmicos ja existentes por STSs e RFLPs ou pelo do seqiiencia-

mento de vdrias centenas de nucleotideos de cada extremidade ("extremidades

BAC”). Com a utilizagdo de tais infofma(;ées, € possivel identificar um conjunto de

clones BAC cujas seqiiéncias e padrdes de marcadores sobrepdem-se, cobrindo ex-
tensas regides contiguas de um cromossomo.

Idealmente; um tinico “caminho pavimentado” estender-se-ia cobrindo por com-
pleto um cromossomo. No entanto, o primeiro rascunho do genoma humano apre-
sentava varias lacunas ou quebras. Em muitos casos, contigs adjacentes podem ser
orientados uns em relagéo aos outros por meio das extremidades de BACs, das extre-
midades de plasmideos, dos mRNAs conhecidos e dos mapas de informacbes para
que se possa atingir a mais completa ordem de integragdo em grande escala, denomi-
nada de “andaimes” ou “armacdes”. Como o nome indica, uma armacdo fornece



202 & Mickios, FreverR & CROTTY

Sequiéncia humana total depositada no GenBank

Centro de seqlienciamento : Seqiéncia humana
concluida (kb)

Center Sanger 284.353
i . - " Universidade de Washington TJenome/Sequencmg/Center T e e e S
US DOE joint Genome Institute - = . 78.486
Baylor College of Medicine — Human Geriome Sequencing Center- . - 53418
‘Genoscope ' ; : 48.808
4nstituto Whitehead — Centro para a Pesquisa do Genoma : : 46.560
Department of Genome Analysis, Institute of Molecular Biotechnology : 17.788
“RIKEN Genomics Sciences Center g 16.971
Universidade de Washington — Genome Center i 14.692
Universidade Keio 13.058
Multimegabase Sequencing Center; Institute for Systems Biology 9.676
Universidade de Oklahoma — Advanced Center for Genome Technology 9.155
" The Stanford Human Genome Center and Dep. of Genetcs v 9121
‘Universidade dQ Texas, Sothwestern Medical Center de Dallas 7.028
-GTC Sequencing Center , L : 7.014
‘Beijing Genomics Institute/Human Genome Center 6.297
Stanford Genome Technology Center : 3.530
“Max Planck. Institute for Molecular Genetcs 2:940
GBF - Geiman Research Center for Biotechnology <, 2.338
Laboratory Cold Spring Harbor, Genome Center Lita Annenberg Hazen ©2.104
Outros - 35.914

Total il 842._027

Adaptada, com permissdo, de International Human Genome Sequencing Consortium (2001 Initial sequencing anda
analysis of the-human genome. Nature 409: 860-921). HTGS, seqiiéncia de genoma de alta eficiéncia.
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e mapeados sobre o ’ b & *
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de informagdes STS. : .
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Fragmentos de DNA Contigs S ot *
que se sobrepdem sdo STS?
seqiienciados e as Pequenos T TS m— g ST
regides de sobreposicdo  fragmentos = e * e
sdo alinhadas, formando  seqiienciados === = * S e
seqiiéncias contiguas LR L o e

(Contig).

Anatomia da montagem de um genoma completo
(Adaptada, com permissdo, de Venter J.C., Adams M.D., Myers E.W. et al. 2001. The sequence of the human genome. Science 291: 1304~ 1351
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Foto de um gel mostrando um pame! de impressoes digitais de clones BAC
(Cortesia dejames McPherson, School of Medicine, Washington Unlver51ty, St. Louis.)

uma moldura para a ligacéo de contigs adjacentes por meio de regides cromossomi-
cas ndo-seqiienciadas:

Para a obtengdo da seqiiéncia final, BACs foram selecionados a partir desse cami-
nho pavimentado. Cada BAC sofreu digestdo com enzimas de restricdo para a pro-
ducdo de fragmentos de cerca de 1.500 nucleotideos, sendo que tais fragmentos fo-
ram Clonadc)s em vetores de seqlienciamento. Considerando o tamanho do clone
BAC original, um ndmero suficiente de clones de seqiienciamento foi selecionado de
tal forma que cada nucleotideo do clone BAC estivesse representado de quatro a oi-

-to vezes nos novos clones. Tendo em vista a amplitude significativa de sobreposicio,

0 seqlienciamento foi realizado a partir de uma ou de ambas as extremidades de ca-
da clone, mas a porgdo central geralmente ndo foi seqiienciada por completo.

Os maiores centros de seqiienciamento funcionavam como verdadeiras fébricas,
nas quais robds isolavam automaticamente clones, purificavam amostras de DNA,

‘preparavam reagoes de sequenc1amento € passavam as amostras em sequenc1adores

automaticos de capilares.
Trabalhando -em turno contmuo esses centros podiam processar mais de

200.000 reagBes de seqiienciamento por dia. As seqiiéncias cruas eram processadas

e montadas usando os programas PHRED e PHRAP desenvolvidos em 1995 por
Phil Green e Brent Ewing, da Universidade de Washington. De acordo com as nor-
mas estabelecidas no encontro de seqiienciamento do genoma ptblico, nas Bermu-
das, em 1996, todas as seqiiéncias estabelecidas, maiores de 1.000 pb (1 kb), eram
depositadas em bancos de dados publicos dentro de um prazo de 24 horas. Pelo
uso dos mapas de informacéo fornecidos a partir de impressdes digitais de BAC,
um programa chamado GigAssembler unia as seqiiéncias desde arranjos locais até
aproximadamente 5.000 contigs que formam uma seqiiéncia gendmica praticamen-
te continua, apelidada de “caminho dourado”. O c6digo do GigAssembler foi es-

 crito em quatro semanas por Jim Kent, um aluno de graduagio da Universidade da

Califérnia, em Santa Cruz.
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SEQUENCIAS-ALVO EXPRESSAS

Os esforgos iniciais de seqiienciamento de DN A mostraram com rapidez que cDNAs
correspondentes a mRINAs transcritos (ver Capitulo 5) seriam muito importantes pa-

o ___ra a verificacio de genes preditos por meio-da seqiiéncia-gendmica.-A-metodologia

- de seqiiéncias-alvo expressas (EST, do inglés expressed sequence tag), desenvolvida em

. s 1991 por J. Craig Venter do National Institut of Mental Hearch, forneceu um sistema

e e ,altamente eficiente para a 1den’af1cac;ao das regides de. DNA codificadoras de milha-
e e “tes de genes transcritos. Esse método comega com uma biblioteca de cDNA humano,

i crlada pela transcrigdo reversa de mRNA proveniente de tecido cerebral, e prossegue

__ por meio da clonagem dos cDNAs resultantes em particulas de fago. Pelo uso de um

 primer nao-especifico, que se Tliga a uma grande diversidade de seqiiéncias, ele utili-

za PCR para amphflcar aleatoriamente fragmentos de 150 a 400 pb.

- Cada fragmento ¢é seqiiénciado para criar um “alvo” caracteristico para um gene

- expresso. A partir desse método, Venter identificou com rapidez mais de 3.000 ESTs ca-
racteristicos de cérebro humano. Uma busca em bancosde dados disponfveis mostrou
‘que apenas 17% dos ESTs de cérebro apresentavam corcordancia com genes pré-iden-
tlﬁcados, ou seja, 83% dos ESTs representavam, potencialmente, genes desconhecidos.

O antincio que 0 NIH pretendia patentear os genes identificados pelo método de

. sequenaas—alvos iexpressas de Venter'causou grande comogio entre os pesquisado-

res académicos. Muitos ficaram chocados com as possiveis implicacdes do patentea-

- mento de fragmentos de um gene cuja identidade e fungdo biolégica ainda eram des-

conhecidas. Uma atitude dessas seria mais condizente a uma companhia farmacéu-
tica do que ao governo federal. O responsavel pelo Projeto Genoma no NIH, James
Watson, chegou a qualificar tal possibilidade de “insanidade absoluta”. Seu desagra-
do em relagdo a esse ponto o levou a uma ruptura com o diretor do NIH, Bernardine
Healy e, considerando outros pontos de desacordo, Watson retirou-se do Projeto Ge-
noma. Sua vaga foi ocupada por Francis Collins, que havia construido sua reputacdo
na Universidade de Michigan ao utilizar a clonagem posicional para a 1dent1f1cagao
do gene responsavel pela fibrose cistica.

O valor da abordagem de ESTs na separacdo “do joio do trigo” no genoma néo
passou despercebido pelos setores comerciais da biotecnologia. Varias companhias
deram inicio a um processo de “mineracdo de genes” por meio do rdpido estabeleci-
mento de bibliotecas de ESTs de dizias de tecidos normais e cancerosos. No final dos
anos 90, tais companhias possuiam colegdes de 50.000 a 100.000 ESTs especificos que,
teoricamente, representavam a maioria dos genes do genoma humano. Por sua vez,
essas empresas solicitaram patentes para centenas de: ESTS de uso potencial no diag-
nostlco e na inddstria farmacéutica.

- Apesar de o NIH haver retirado sua aplicagdo de patentes para os ESTs de Venter,
a questao levantou certas consideragbes queainda figuram no centro da discussdo a
respeito do patenteamento de genes. Para receber uma patente, uma invengio deve
sernova e ttil. Um EST pode estar de.acordo com o critério de novidade, porém, sem
que se tenha uma completa informacéo de sua seqiiéncia, € virtualmente impossivel

- demonstrar sua utilidade. Sendo assim, até 0 momento, o Registro de Patentes do Es-

. tados Unidos ndo permitiu o patenteamento de porcdes de genes com fungdes biolé-
gicas desconhecidas. Sob algumas circunstincias, foram permitidas patentes de ESTs
‘de genes humanos cuja fungdo pode ser inferida por homologia com um geneja des-
crito. Até o momento, nenhuma patente de EST foi levada ao ambito juridico; portan-
to ainda permanece dificil definir o que ocorrera nesse campo.

SEQUENCIAMENTO DO GENOMA COMPLETO POR FRAGMENTAGAO

O método de Venter a respeito dos ESTs foi importante sob uma ophca filosofica.
Considerando que era possivel a utilizagio de um método simples, em grande esca-
la, para‘a identificacdo de genes expressos — e exclusdo de DN A nao-codificador —, es-
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se método colocou em ddvida ¢ sistema “telémero-a-teldmero” utilizado pelo Proje-
to Genoma. Vinculado a outra instituicdo, The Institute for Genomic Research (TIGR),
Venter dedicou-se a mostrar que o algoritmo usado na andlise de ESTs poderia ser
utilizado para a montagem de um genoma completo a partir de clones de fragmen-

. tac;alo,semaﬂecessidadedafconstrugéo»iniei—&l-'demapas €romMossOMmMicos comoos que

haviam consumido a primeira fase do Projeto Genoma Publico. :
Tendo sido retirado do sistema de financiamento.do Projeto Genoma do NIH em

+-1995, 0 grupo de Venter utilizou o seqiienciamento do genoma completo por fragmen- -

¢do para determinar o genoma completo de 1,8 milhdes de pares de bases (megapa-

res de base Mbp) da bactéria Haemophilus influenzae. O grupo TIGR partiu entdo para
70 uso dessa metodologia no seqiienciamento de varios outros genomas microbianos.

Em 1997, apenas cerca de 5% do genoma humano havia sido completamente se-
quienciado. James Weber, da Mansfield Medical Research Fundation, e Edward My-
-ers, da Universidade do Arizona, propuseram o uso dessa metodologia visando a
-aceleracdo do processo do seqiienciamento humano. A estratégia estava baseada

N0 seqtienciamento de ambas extremidades de insertos curtos (042a12kb)elon-

#80s (5 a2 20 kb) clonados em E.coli. “Extremidades pareadas lidas” de pequenos in-

‘isertos que se sobrepdem forneceriam informagao continua de seqiiéncia, a0 passo
~.que as extremidades lidas dos longos insertos forneceriam informagao sobre espa-

+ camento e orientacdo, favorecendo uma montagem de seqliéncias mais efetiva, so-

bretudo em regides que contém elementos repetitivos interespagados. No entanto,
amaioria dos cientistas tinha diividas sobre a possibilidade de desenvolver tal me-_

“todologia na escala necessaria, ou seja, 150 vezes maior do que o seqiienciamento

de um genoma microbiano. Além disso, 05 genomas microbianos praticamente nio
possuem DNA repetitivo e muitos estavam céticos em relacdo & capacidade dos al- -
goritmos de montagem em lidar com a grande quantidade de DNA repetitivo exis-
tente em um genoma eucariote.

Assim, os pesquisadores gendmicos ficaram impactados quando, em maio de
1998, Venter antinciou que estava deixando o grupo TIGR para dirigir uma nova
companhia denominada Celera. Uma subsididria da Applied Biosystems, a Celera
usaria 0s mais recentes seqiienciadores por capilaridade para seqiienciar o genoma
humano em trés anos a um custo de 300 milhdes de délares. O projeto publico res-
pondeu com um cronograma acelerado para produzir um rascunho bésico do geno-
ma humano em 2001. O Wellcome Trust duplicou o financiamento do projeto publi-

o para 330 milhdes de délares, assumindo a responsabilidade de seqiienciar um ter-

¢o do genoma no Center. No final de 1998, John Sulston, do Sanger, e Robert Waters-

-.ton, da Universidade de Washington, noticiaram o primeiro seqiienciamento de um
+ organismo eucariote multicelular, o nematédeo C.elegans.

Para testar se era factivel a montagem completa do genoma de um organismo eu-

cariote, a Celera, em conjunto com Gerald Rubin, doProjeto Drosophila, de Betkeley,

desenvolveu o seqiienciamento de 120 Mbp da porgéo eucromatina do genoma da
mosca-das-frutas no periodo de um ano. Apesar da seqliéncia ndo cobrir 0 genoma
completo, o seqiienciamento foi considerado finalizado — as principais regises que

.abrigavam genes haviam sido sequienciadas. As regides repetitivas ndo foram se-
'quienciadas. Vdrias lacunas grandes permaneceram e diversas questdes de arranjos

andmalos ndo foram resolvidas. A seqgiiéncia de Drosophila foi completada, com todas

--as lacunas preenchidas e todas as seqiiéncias confirmadas, sob uma baixa taxa de er-

10s, no final de 2002.

Aquestdo do que se considera uma seqiiéncia finalizada é de extrema importancia
e depende daquilo que o cientista pretende realizar com os dados de seqiienciamen-
to. Por exemplo, para identificar um gene de doenca, um mapa de alta qualidade
com alocalizagdo do gene, bem como sua ordenacio j é suficiente. Em contraste, es-
tudos de evolugao molecular (quantas alteragdes as seqiiéncias de DNA sofrem, en-
tre as espécies, ao longo do tempo) necessitam de seqliéncias muito mais acuradas e,
nesse caso, as seqiéncias de regides ndo-codificadoras sdo também importantes.

SHYITEYO B2 BIOCHEEIAS . BOP
BiBLIDTEEA
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Desde o comeco do Projeto Genoma, os cientistas perceberam a importancia de
obtencdo de seqiiéncias acuradas. Mesmo um erro-em um tinico nucleotideo pode ter
um significativo impacto na interpretagio de uma seqiiéncia de DNA. Por exemplo,
a insersdo ou delecdo de um nucleotideo dentro de uma seqiiéncia codificadora (éx-

rada desde esse ponto até o final da regido codificadora. Lembre-se também que a se-
' qliéncia do genormca de cada individuo:(com excecdo de gémeos monomgotlcos
_idénticos) é tnica e especifica. Uma alta fidelidade de seqiienciamento € necessaria
para-acessar as verdadeiras diferencas-de seqiiéncias entre individuos.
. No momento da implantagdo do Projeto Genoma, a acurdcia média do sequen— :
* clamento era de aproximadamente 99%; cerca de um erro a cada 100 nucleotideos :
sequenaados A maior parte dos especialistas acreditava que seria necessario atin-
gir uma acurdcia consistente de seqiienciamento da ordem de 99,9%, que se traduz
- em um erro a cada 1.000 nucleotideos. Se assumir que o tamanho médio de um éx-
‘oné igual a 200 nucleotideos, mesmo sob essa taxa, haveria a chance de que ocor-
+ resse um erro a cada cinco éxons. Felizmente, 0 aumento exponencial na velocida-
- de e a diminuigdo do custo de seqiienciamento foram acompanhados pelo aumen-
to na acuracia. A ligio é a mesma que tem sido observada em linhas de montagem
“.de produgdo de bens de consumo em 'massa — quanto maior a mecanizagao, menor
‘achance de erros humanos.

.. on)alteraafasedeleitura e induz a predi¢iao de uma.seqiiéncia de aminoacidos er-_

COMPLETANDO A SEQUENCIA DO GENOMA HUMANO

Armada com a experiéncia do sequenaamento e montagem do genoma de Drosophi-
la, a empresa Celera iniciou os trabalhos sobre 0 genoma humano. A maior parte do
seqlienciamento do genoma completo por fragmentagao foi concluida em de 10 me-
ses, de setembro de 1999 a junho de 2000. Da mesma forma que o publico, o projeto
Celera partiu de DNA obtido com consentimento informado de miltiplos doadores
andnimos de ambos sexos e de vérias origens étnicas. Da mesma forma que o proje-
to puiblico, a referida empresa ainda anunciou que o seqiienciamento fora realizado
a partir de uma mistura de DNAs provenientes de um conjunto anbénimo. No entan-
to, mais tarde, Craig Venter revelou que a maior parte do DNA seqiienciado pela Ce-

lera era, de fato, seu préprio material genético. ‘

As bibliotecas plasmidiais foram criadas por meio de um processo que emprega
a passagem forcada de uma solugéo de DNA através de uma seringa e a clonagem

- dos fragmentos que sofreram quebra mecénica em'trés classes: 2 kpb, 10 kpb e 50
kpb. O sequenc1amento das extremidades de cada inserto plasmidial deu origem a
27,27 milhdes de seqiiéncias lidas compostas, em média, de 543 nucleotideos, totali-

- zando 14,8 b11hoes de pares de bases. Um total de 4,4 bilhoes de pares de bases de
dados de sequenc1as BAC provementes do Projeto Genoma Piblico foram “frag-
mentadas” por computador para produ21r leituras “falsas” de 550 pb cada. Esse
conjunto combinado de dados foi analisado e montado por meio de dois métodos:

© (1) uma montagem do genoma completo por fragmentacdo para gerar de novo con-
tigs e armacdes pelo pareamento por sobreposicio entre leituras individuais de 550
pb e (2) uma montagem “compartimentalizada” usando o mapa do genoma ptibli-
co para ancorar montagens locais dos dados combinados. Dessa forma, pelo acesso
as seqiiéncias e aos mapas cromossdmicos gerados pelo projeto piblico, o trabalho
da Celera foi muito facilitado.

Durante a etapa final do seqiienciamento, em 2000, que levou a publicagéo do ge-
noma humano, a Celera, com 65 funcionrios, chegou a processar 175.000 amostras e
seqiienciar 90 milhdes de pares de bases por dia. Por um sistema de trabalho pratica-
mente continuo, cada aparelho de seqiienciamento automatico necessitava de apenas
aprox1madamente 15 minutos de intervengdo humana por dia. Os centros que pos-
sufam financiamento ptblico tinham, em conjunto, uma capacidade produtiva equi-
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valente. Juntos, os dois projetos genoma competidores produziam mais de 2.000 nu-
cleotideos de seqiiéncias brutas por segundo, completando o equivalente a um geno-
ma humano inteiro em menos de trés semanas. No final, mais de 95% das se‘qﬁéncias
foram obtidas com uma acurécia de pelo menos 99,9%. ot

BIOINFORMATICA: DESVENDANDO A INFORMAGAO DE NOSSOS GENES

- Depois da montagem das seqiiéncias brutas em regiGes contiguas, tém inicio a tare-
fa de analise da informagdo contida nessa seqiiéricia. Os genes sdo identificados em
‘dados brutos pela comparacio com genes conhecidos ou pela busca de caracteristi-
cas tipicas de genes. Nos métodos de comparagdo, um algoritmo como 0 BLAST (Ba-
sic Local Alignment Search Tool — ferramenta de busca e alinhamento bésico) tenta
_alinhara seqiiéncia que estd sendo analisada com as demais seqiiéncias presentes em
.- um banco de dados introduzindo 6 menor numero possivel de lacunas ou erros de
'gj;' _pareai'ri_'ento. Um “pareamento” estatisticamente significado sugere um forte com-
- partilhamento-de propriedades quimicas ou estruturais. Uma evidéncia direta da’
transcrigdo da seqiiéncia de DNA (e, como restiltado, que essa é uma seqiiéncia codi-
ficadora) é fornecida pela identificacio de similaridade e pareamento com um EST
conhecido ou com uma seqiiéncia de mRNA. A evidéncia indireta de que a seqiién--
cia pertence a um gene é o fato de a mesma apresentar homologia com outros genes
- ou proteinas de humanos ou de outras espécies. Para esse tipo de comparacio, a
quantidade crescente de dados provenientes do seqiienciamento paralelo de espé-
cies-modelo - em especial de E. coli, S: cerevisae, C. élegans, S, pombe, Drosophila, ca-
mundongo e Arabidopsis — originou importantes bancos de dados de genes previa-
mente identificados. ' ' '
Meétodos de comparagao, como os agora descritos, conduziram a identificacao de
cerca de 60% dos genes encontrados na primeira versdo do genoma humano. Os 40%
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goritmos de busca e identificagdo de genes procuram sinais de éxons codificadores nas trés fases de leitura possiveis em cada fita de uma
olécula de DNA. O uso de cédons identifica padrdes de seqliéncias consistentes com o uso ndo-aleatdrio de cdons especificos em diferentes
ganismos. A auséncia de cédons de terminagio define uma fase aberta de leitura — e um éxor em potencial. Um cddon de iniciagdo seguido de
md fase aberta de leitura define o primeiro éxon. O mapa genético (na parte inferior) mostra que os dois primeiros éxons encontram-se na fase de
ra 2, seguidos de um éxon na fase de leitura 3 e de um éxon na fase de leitura 1.
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Estrutura de um cromossomo humano

O DNA altamente repetitivo inclui os miicrossatélites (2-5 pb) e os minissatélites (6-50 pb). A repeticao telomenca é um exemplo de
minissatélite. O DNA medlanamente repetltlvo inclui SINEs (75-500 pb), LINEs (até 6,5 kb) e genes de RNA ribossomal. A seqiiéncia Alu é um
exemplo de SINE ‘ i

remanescentes foram identificados ab initio — desde o comego — por meio da busca de
uma estrutura na seqiiéncia genémica. Em alguns casos, algoritmos computacionais
eram usados para procurar, em “janelas” relativamente grandes de seqtiéncias, um pa-
dréo associado com freqiiéncia a regides que contém genes, tais como “ilhas CpG”,
com uma propor¢ao relativamente alta de dinucleotideos CG. Tais ilhas tém sido asso-
ciadas a seqliéncias reguladoras transcricionais. Em outros casos, a busca centrou-se
em seqiiéncias especificas que definem os varios elementos funcionais dos genes.

O método cléssico de identificacdo de um gene potencial é a busca por cédons
que determinem uma fita especifica de amino-acidos. Uma regido aberta de leitura
(orf, do inglés open reading frame) é um trecho de centenas ou milhares de nucleoti-
deos ndo-interrompidos por um cédon de terminagdo (TAA, TAG ou TGA). Se as

«seqiiéncias de DNA sdo lidas em triplets (ndo esquecendo que trés nucleotideos
formam um cédon), um cédon de terminagdo deve surgir, em média, uma vez a ca-
-da 21 triplets. Lembre-se também que existem 64 triplets possiveis 4 x 4 x 4 = 64.
- Trés deles sdo codons de terminagdo, o que nos da uma média de um a cada 21 c6-

Exon : intron ! Exon

~~cgatgccaccgagg acgcggcectaac~~~
~~attttggaagcagt catatttgaaat~~~
~~gccacgcgtaccece cagctggggctc~~~
~~tgccggaaataaaal ttgctcgggtgt~~~
~~tgataggcgtgttt agcctcaaattt~~~

~~gctcaccaccccgce tgcccgtaactg~~~
~~aggaaagaactgtg ttcagagtggct~~~
~~tgaagaagaaccat cagctggggcte~~~

Sitio de splicing Sitio de splicing

Sequiéncias consenso das jungdes de splicing intron/éxon

Os limites entre éxons e introns s3o definidos por seqiiéncias consenso contendo quatro nucleotideos invaridveis (GT e AG) que determinam cada
uma das extremidades de um intron. Uma seqiiéncia consenso no interior do intron é também utilizada para a predigio do mesmo. Mesmo o
melhor dos algoritmos faz muitas predicdes falso-positivas de jungdes de splicing.
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dons (ou 63 nucleotideos). Esse método funciona muito bem em genes bacterianos,
0s quais quase sempre iniciam por um cédon de iniciacdo (ATG) e seguem conti-
nuamente sobre uma mesma fase de leitura até sua extremidade final.

Pode ocorrer uma complicacdo adicional em procariotes e virus, pois algumas

- — . vezes fais organismos-apresentam sobreposicio-de-genes, em -que sio-usadas-ao——
mesmo tempo duas ou mais das seis possiveis fases de leitura de uma determina-
da regido de dupla fita do DNA. Isso ocorre porque os virus sobretudo possuem
‘genomas compactos. : . Bis

Os genes eucariotes raramente apresentam sobreposicio ou ocupam posigdes em
fitas opostas da molécula de DNA. No entanto, a presenca de introns faz com que as
fases abertas de leitura sejam muito menos criveis como preditoras de genes. Se con-
siderarmos um gene “médio” humano identificado pelo Projeto Genoma, ter-se-a

“uma estrutura com oito éxons de cerca de 135 pb de comprimento cada um, além de
sete introns com aproximadamente 2.200 pb. No interior dos introns, a presenca de
c6dons de terminagido néo apresentam importancia funcional e ds mesmos sao iden-
tificados na proximidade na taxa esperada de ocorréncia ao acaso. Entretanto, a fase
aberta de leitura de um éxon pode se estender para o interior _dé um intron, tornan-
do praticamente impossivel a determinacio do local exato de inicio ou fim de um éx-
on. Assim, um gene eucariote caracteristico estd composto de varias seqiiéncias codi-

ficadoras relativamente pequenas separadas por numerosesintrons; i

Um certo ntimero de elementos génicos apresenta “seqiiéncias-consenso’” carac-
teristicas. Apesar de ndo serem idénticas, as seqiiéncias consenso compartilham uma -
série de nucleotideos invaridveis inseridos entre nucleotideos varidveis. Por exem-
plo, nucleotideos GT e AT flanqueiam cada uma das extremidades de um intron, mas

‘05 limites entre intron/éxon sdo ainda especificados por uma seqiliéncia consenso
maior no sitio de splicing e por um sinal mais difuso que ocorre no interior do fntron.
O “TATA box”, de seqiiéncia consenso TATAAAA, marca o sitio de ligacdo da RNA
polimerase na maioria dos promotores eucariotes. As extrernidades terminais de ge-
nes sao marcadas por um sinal de poliadenilacdo, AATAAA, que orquestra a adicdo
da cauda de poli(A) encontrada na maioria dos mRNAs eucariotes. Usadas em com-
bina¢do com as fases abertas de leitura, tais seqiiéncias-sinais-consenso podem auxi-
liar a identificacdo de muitos genes.

Em conjunto, os vérios elementos funcionais de um gene diminuem a aleatorie-
dade da seqiiéncia de DNA e criam um direcionamento no sentido da utilizacdo de
determinadas combinacdes de nucleotideos. Apesar dessas caracteristicas gerais de
seqliéncias ndo poderem ser distinguidas com facilidade segundo uma série de re-
‘gras simples definidas, modelos “hidden Markov” (HMM) incorporam informacdes

 estatisticas a respeito de sitios de splicing, uso ndo-aleatério do c6digo genético, bem
‘como de tamanhos de éxons e introns de genes conhecidos para a identificacdo de
Nnovos genes. '

No nematédeo e na mosca-das-frutas, os HMMs podem corretamente identificar
aproximadamente 90% de éxons individualmente, podendo identificar todos os éxons
de um dado gene em aproximadamente 40% dos genes. No entanto, no DNA huma-
o tais indices se reduzem para respectivamente 70 e 20%. Os programas de predigdo
de genes sdo muito eficientes na identificagdo de éxons internos, que possuem duas

jungdes de splicing (a direita e a esquerda) adjacentes a dois introns. O primeiro e o G-
timo éxon freqtientemente ndo sdo identificados, pois apresentam apenas metade das
informagdes de seqiiéncias usadas para a inferéncia. Além disso, a inferéncia de éxons
gera um grande niimero de falso-positivos. As seqiiéncias de sitios de splicing-consen-
50 530 bastante comuns em introns, o que torna a existéncia de “pseudo-éxons” mui-
to mais comum que a existéncia dos éxons genuinos.







