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ma falha surpreendente,
num procedimento comum
de andlise do DNA de gado
nelore, abriu caminho para a
descoberta de uma metodo-
logia que pode revelar variagdes raras no
genoma humano, ligadas a diversas doen-
cas. O artigo que descreve o novo procedi-
mento tem, como autor principal, o douto-
rando do Programa de Genética e Biologia
Molecular do Instituto de Biologia (IB) da
Unicamp Joaquim Manoel da Silva, e foi
publicado no periédico online PLOS ONE.

O orientador de Silva e coautor do artigo
na PLOS, pesquisador Michel Eduardo Be-
leza Yamagishi, do Laboratério Multiusu-
ario de Bioinformatica da Embrapa, conta
que a descoberta aconteceu depois de um
trabalho de genotipagem de nelore, reali-
zado para identificar, numa populagio de
animais, a presenca de um tipo de variagio
genética ja reconhecida na literatura — um
SNP, ou snip, sigla em inglés para polimor-
fismo de nucleotideo unico -, apresentar
resultado 100% negativo para alguns snips.

“A gente estava trabalhando com uma
colec¢do de cerca de 1.700 animais, bovinos
da raga nelore, que é importante para a pe-
cudria nacional”, lembrou o pesquisador.
“E o Joaquim chegou para mim e disse:
‘Olha, Michel, tem aqui uns snips que estao
falhando em toda a populagdo’. Perguntei:
‘Como ¢ que é?’ E ele: ‘Sim, tem snips que
estdao falhando em toda a populagio’. E eu:
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‘Nao pode ser’”.

Yamagishi lembra que o DNA ¢ forma-
do por uma fita dupla espiralada, composta
por sequéncias complementares de nucle-
otideos normalmente denominados pelas
letras A, T,G e C. As duas metades da fita
se ligam porque o nucleotideo A se prende
ao T, e 0 G, ao C. Os chamados chips de
genotipagem contém probes — “sondas”, em
inglés — com sequéncias de nucleotideos
que capturam as sequéncias complemen-
tares, presentes no material sob andlise, e
anunciam a deteccao com um sinal lumi-
noso. No caso da busca por snips, os probes
contém trechos de DNA construidos para
detectar e capturar as variagoes desejadas.

“Com isso, vocé vai 14 direto no snip, sem
necessidade de um trabalho dispendioso de
leitura do genoma inteiro”, explica Yama-
gishi. “No nosso caso, esse é um trabalho
de bioinformatica, uma ciéncia relativamen-
te nova, e que utiliza essa ferramenta, os
chips de genotipagem. Temos o probe com a
combinac¢io das letrinhas, e ai 0 DNA, que
tem a complementaridade, vai 1 e hibridiza,
gruda. E ai emite um sinal de luz. E ¢é esse
sinal de luz que depois ¢ lido e transforma-
do no que chamamos de gendtipo”.

AGUA DO BANHO

“Em alguns casos, por diferentes moti-
vos, hé probes que nao encontram o alelo
complementar, nao hibridizam”, descreve
o orientador. “Isso pode acontecer por uma
série de motivos: erro na preparacio da
amostra, defeito de fabricagao do chip, por
exemplo. Entdo, o que se faz? O que vinha
sendo feito até hoje? A gente usa métodos
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Analise de DNA de gado

abre caminho para deteccao de
variacoes no genoma humano

O pesquisador Michel Eduardo Beleza Yamagishi, orientador do trabalho: falha levou a uma investigagdo mais profunda

de imputagdo — ou seja, com a informagao
que temos das sequéncias ao redor, inferi-
mos qual seria o genétipo naquela posi¢ao.
E era esse o trabalho do Joaquim. Ele esta-
va estudando imputagio”.

Surpreendente, a falha generalizada na
detec¢io de alguns snips, dificil de explicar
como simples erro ou evento fortuito, le-
vou a uma investiga¢cao mais profunda. “A
gente acreditava que o snip falhava por um
problema na preparagao do DNA, ou even-
tualmente um problema na placa... Entao,
fomos investigar isso, porque é algo muito
dificil de acontecer. E descobrimos que os
snips perdidos tinham informagao relevan-
te. Por qué? Porque estavam falhando de
hibridizar justamente porque existia outra
alteragdo na regido do probe. Uma variagio
até entdo desconhecida, e inesperada, pré-
xima da variagao conhecida que estdvamos
tentando detectar.”

Essa descoberta, alerta Yamagishi, mos-
tra que a pratica de descartar os resultados
de genodtipos perdidos, atribuindo a falha
na hibridizagdo dos snips a erros laborato-
riais ou do chip, pode estar levando a des-
truicdo de informagdo genética relevante,
incluindo a eventual descoberta de novos
snips. “Estdo jogando a crianga fora com a
agua do banho”, resumiu.

POTENCIAL HUMANO

No artigo publicado na PLOS, Silva, Ya-
magishi e demais autores propdem formas
de por esse resultado — o de que “falhas” de
genotipagem podem esconder descobertas
genéticas relevantes — a servico da saude
humana.

“Se pegar o titulo do paper, ele fala em
nelore, porque aqui é a Embrapa, certo?
Meu aluno ¢é da Unicamp, mas ele estd fa-
zendo o trabalho dele na Embrapa, no pro-
jeto Gendmica Animal I, e a gente tinha
dados de gado”, conta o orientador. “Mas
este é um paper de metodologia, e se vocé
for olhar 14 na discussdo, a gente mostra
no que esse nosso trabalho pode ser util
para seres humanos”.

O pesquisador lembra que mudangas
de um unico nucleotideo na sequéncia de
DNA podem alterar a producgio de prote-
inas nas células humanas, ou o funciona-
mento de outros genes. Alteracdes assim
podem estar associadas a doengas, e a pes-
quisa biomédica realiza uma busca cons-
tante pela base genética de uma série de
problemas de saude.

“Muitas doengas raras tém causas gené-
ticas”, disse Yamagishi. “Sao pequenas mu-
tagdes, um snip que mudou um aminodcido
e complicou a vida de alguém. Como essas
doencgas s3o raras, hd poucos individuos
afetados, entdo ai é dificil conseguir recur-
so para pesquisa, porque do ponto de vista
econdmico nao é atraente”.

Mas, explica ele, se a busca pela varia-
¢ao genética responsavel puder ser feita
por meio do processo de genotipagem,
utilizando-se chips que leem sequéncias
especificas de DNA, e nao pela leitura
completa do DNA do paciente, o processo
torna-se muito mais rapido e barato. “Pois
bem. Se a mutagao que causa essa doen-
¢a rara estiver préxima a um snip que estd
no chip, essa nossa metodologia se aplica
perfeitamente. Entao, vocé, com pouco re-
curso, consegue identificar a mutagdo cau-
sativa da doenca rara”.

“Mas vocé pode me dizer, ah, legal, mas
ai vocé tem uma restri¢io muito forte, que
¢ que a mutagdo ocorra proximo de um
snip conhecido”, disse o pesquisador. “Isso
¢ uma limitacdo muito forte, a gente reco-
nhece no paper. Sé que tem um detalhe: no
caso de humanos, os chips de genotipagem
tém uma densidade muito maior do que
em bovino. Bovino tem por volta de 700
mil marcadores. Em humanos, tenho mais
de 2 milhdes”.

Yamagishi propde que chips contendo
todas as regides nao-repetitivas do genoma
humano poderiam ser usados para detectar
0s snips raros e desconhecidos. “Se em cada
regido nao-repetitiva do genoma eu colocar
um probe 14, pronto: a metodologia é pode-
rosissima, acaba essa limitacao”.

“A importancia das regides serem nao-
-repetitivas é que tem muita repeticio no
genoma humano, as vezes aparecendo em
cromossomos diferentes. Se vocé constroi
um probe em cima dessa regido repetitiva,
vocé fica sem saber de onde ela veio”, ex-
plicou ele.

CANCER

Outra aplicagdo possivel, derivada da
descoberta metodolégica apresentada na
PLOS, é a deteccao das mutacdes iniciais
que aparecem na origem de certos casos de
cancer. “Muitos tipos de cancer tém origem
em mutagdes somaticas”, disse ele. Essas
mutagdes ocorrem apds o nascimento, e
portanto ndo sao herdadas dos pais.
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“Entao, imagine uma tnica célula que so-
fre uma mutacio. A célula vai se dividindo,
e todas as células filhas tém essa mutagio.
Dependendo da gravidade de onde tenha
ocorrido essa mutagao, pode desencadear o
que chamamos de cincer”, explica. “O pro-
blema é que, no cancer, pode acontecer uma
instabilidade do genoma”, o que leva a um
acumulo de novas mutacoes, dificultando a
tarefa de detectar a alteragao original, ou as
alteragOes originais, que realmente causou
o desenvolvimento do tumor.

“As mutagdes supostamente causativas
vao estar em todas as células filhas. O pro-
blema é que ocorrem mutagdes sucessivas,
ou subsequentes, e as células filhas de uma
que sofreu uma mutagio subsequente vai
herdar essa mutagdo, e assim por dian-
te”, descreve Yamagishi. “Isso é ruim para
quem estuda cancer, porque hd uma infini-
dade de mutagdes, posteriores a causativa,
e ¢é dificil separar o sinal do ruido”.

“Veja s0, agora, quando uma limitagao
é uma vantagem”, disse ele, referindo-se
ao fato de que os probes de DNA dos chips
de genotipagem s6 sao capazes de detectar
sequéncias que sejam seus complementos
perfeitos. “O probe contém trechos da se-
quéncia: A, T,C... Quando ele da o sinal lu-
minoso? Quando vem um DNA que tem a
sequéncia complementar”.

“Imagine, agora, que estou com um tipo
de cancer e quero tentar descobrir as mu-
tacdes causativas. Pego 14 o tecido canceri-
geno, extraio o DNA. Se a mutagao causa-
tiva ocorreu proximo de um snip do probe,
nenhuma das células do tecido, por mais
diferentes que sejam, vai fornecer DNA
que nao tenha essa mutagio especifica. En-
tao, o resultado do probe vai ser de gendtipo
perdido, zero, porque nao vai ter probe para
ligar ali”.

Esse resultado, supostamente “falho”,
pode indicar aos pesquisadores o ponto do
genoma onde had mais chance de encontrar
a mutacao causativa, e isola-la das subse-
quentes. Assim como no caso das doengas
raras, disse Yamagishi, a criagdo de chips
com probes para todo o genoma humano
nao-repetitivo poderia expandir enorme-
mente a aplicagio da técnica.

“Eu gostaria que as empresas que ma-
nufaturam o chip se convencessem a fa-
bricar esse chip que cubra toda a regido
nao-repetitiva do genoma. Ai a aplicagdo
se torna fantdstica, imediata. E ndo é uma
coisa dificil de fazer”, declarou ele.





