Estudos das omuicas:
v'GenOmica;
v" Transcriptomica;
v'Metagenomica
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DOGMA DA GENETICA MOLECULAR

‘ Gendémica |

Cossss m

Transcriptomica

N/MST
NN

_______ ENEYTY

‘ Proteomica \

&\;

> Replicase polyprotein 1ab, P19811
MATFSATGFG GSFVRDWSLD LPDACE-
HGAG LCCEVDGSTL CAECFRGCEG M

eeemmns

Regioes codantes, introns,
exons, regioes regulatdrias

mMmRNA, e todas as versoes
de splicing alternativos

Proteinas
(aminoacidos)




Avancos tecnolégicos dos ultimos anos permitiram o surgimento
de uma nova era nas pesquisas: A Era das Omicas.
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FENOTIPO

conjunto de todas as caracteristicas
observaveis - que sao influenciadas tanto por
seu gendtipo quanto pelo ambiente

Em um organismo somente o
genoma permanence
constante, independente do
estagio de desenvolvimento,
tecido e ou condicao
ambiental!



Diferentes estimulos podem afetar
diretamente o transcriptoma, o
proteoma e o metaboloma.




DNA E RNA:

Sao acidos nucléicos,
encontrados em todas as
células. Esses estiao envolvidos
na transmissao de caracteres
hereditarios e na producao de
proteinas
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Proteinas: 1- O que sao?

2- Qual a estrutura?
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Metabolitos: | 1- O que sao?
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DIFICULDADE DOS ESTUDOS DAS “OMICAS”
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MAS COMO EU ESTUDO O GENOMA E
TRANSCRIPTOMA?




SEQUENCIAMENTO DE DNA

v Genomica: colecido de clones de DNA representando o
genoma de um organismo.

v'cDNA (Transcriptomica): colecio de clones com
insertos de DNA complementar (cDNA), sintetizados a
partir de moléculas de mRNA de uma célula = ou seja,
0S genes que SA0 expressos.



GENOMICA X TRANSCRIPTOMICA
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CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA

CRIANDO UMA BIBLIOTECA DE cDNA

Esquema basico para

~ . . 1. Isolamento
construcao de uma biblioteca A de mRNAS das
de cDNA

2. Uso da
cDNA transcriptase
\Va reversa para
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1) Extragao de mRNA tranecriptase BT
2) Sintese de cDNA  Insercao do
3) Ligacdo em vetores O it

introducéo em

4) Insercao em bactérias células,
5) MUIt'pI'Cag:éo (Clones) - Biblioteca de cDNA

Colecédo de cDNAs
em bibliotecas,
representadas por

Vantagem: somente os genes | DNA provindo de
~ . - cada gene expresso
expressos sao selecionados.




Qual & a wmellhor estratégia
sequenciar DNA ou de cDNA?

Depende de seu objetivo!



METAGENOMICA

Metagenoma é o nome dado ao genoma coletivo da microbiota
total encontrada em um determinado habitat.




CONSTRUCAO DE BIBLIOTECA METAGENOMICA
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COMPLEXIDADE MICROBIANA
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MICROBIOMA
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MICROBIOMA

Human genome

. . 23,000 genes
Human microbiome .

1,000,000+ genes
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como obter as Sequéncias??



TECNOLOGIAS PARA O SEQUENCIAMENTO
DE DNA

Tecnologias de primeira geracao:

* Meétodo Maxam & Gilbert (1977)*
- Método de degradacdo quimica

« Método Sanger (1977)
- Método enzimdtico, dideoxi ou de término da cadeia

- Sintese enzimatica de uma fita complementar de DNA,
cujo crescimento é interrompido pela adicao de um
dideoxinucleotideo (ddNTP)

Frederick Sanger

Prémio Nobel em Quimica (1980)

*Produtos toxicos e perigosos a saude, além da dificuldade de automatizacao, essencial para o sequenciamento de
um genoma completo.
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ETAPAS DO SEQUENCIAMENTO DE DNA

Preparacao do DNA

Reacao de sequenciamento

Eletroforese capilar

Analise computacional
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NUCLEOTIDEOS dNTPs
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tquantidade de informagdo gerada > metadado

Bioinformatica: métodos computacionais,
matematicos e estatisticos para organizar,
analisar e visualizar os dados obtidos de
maneira integrada
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ACTTGACGTAGCTAC

AGCTACGTTACCTATAGGTACGTTAC
TACGTTACGGAGGCTATCGCGAT
/ /TCGCGATGAGATCAAA

FRAGMENTOS DE DNA SEQUENCIADOS

ACTTGACGT&EE?&EGTTACGTATAGGﬁegﬁﬁeGGAGGCTA;E@EEHGAGATCAM

ACTTGACGTAGCTACGTTACCTATAGGTACGTTACGGAGGCTATCGCGATGAGATCAAA

ACTTGACGTAGCTACGTTACCTATAGGTACGTTACGGAGGCTATCGCGATGAGATCAAA

NG s

FRAGMENTOS COMPLETOS



VISUALIZANDO O PROCESSO...

http://bcs.whfreeman.com/lodish5e/pages/bcs-
main.asp?v=category&s=00010&n=09000&i=09010.05&0=]/00510]/00610]00
520]/00530/00540]00560|00570]00590]00600]00700]00710/00010]00020
|00030]/00040]00050/01000]02000/03000]04000]05000/06000]07000]08
000]09000/10000/11000/12000|13000]|14000|15000]|16000]|17000]18000
|19000]20000]21000[22000]23000[99000]| &ns=456

http://www.dnalc.org/resources/animations/cycsed.html

http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/sangerseq.html
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ESTUDO DIRIGIDO

Conceito de 6micas;

Construcao de biblioteca genbmica
Construcao de biblioteca cDNA
Estudos por metagendmica
Sequencimento por Sanger

Novas técnicas de sequenciamento
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DEFININDO ALGUNS CONCEITOS

Genoma: toda a informacdo hereditaria de um organismo que esta
codificada em seu DNA (ou, em alguns virus no RNA). Isto inclui tanto
0S genes como as sequéncias nao-codificadoras.

Transcriptoma: conjunto  completo de  transcritos (RNAs
mensageiros, RNAs ribossomicos, ¥ RNAs transportadores e
os microRNAs) de um dado organismo, 6rgao, tecido ou linhagem celular.
Portanto, ele é o reflexo direto da expressao dos genes.

Proteoma: conjunto de todos as proteinas em uma celula, organela fluido
biologico, tecido ou organismo em um dado momento.

Metaboloma: conjunto de todos os metabodlitos em uma célula, fluido
biologico, tecido ou organismo.



