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Sumario

Desde a descoberta da molécula de DNA, como cddigo universal de toda a vida bioldgica
na Terra, a ciéncia procurou maneiras de sequenciar ou ler a informacdo genética para
desvendar os muitos mistérios relacionados com a nossa origem. Esta procura de
respostas permitiu desenvolver novas formas tecnologicas que tornaram possivel a
sequenciacdo da informacdo geneética. Tais métodos revolucionaram 0s varios campos
cientificos, e ainda mantém muitas promessas.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e Next-generation Sequencing (NGS) séo as
tecnologias mais utilizadas hoje em dia, e mostraram ser os pilares essenciais da pratica
clinica. O seu continuo desenvolvimento e inovacgdo reduziram significativamente o custo
da sequenciacdo do DNA e, como tal, estdo a tornar-se cada vez mais proeminentes nos
cuidados de salde, ao estabelecer uma nova ordem de como praticamos medicina e de
como as industrias farmacéuticas podem utilizar o seu potencial no desenvolvimento de
medicamentos de forma a maximizar os seus lucros, maximizando simultaneamente o
potencial terapéutico dos farmacos e minimizando as reacdes adversas que, de acordo
com a administracdo dos alimentos e das drogas (FDA), sdo a principal causa de morte
relacionada com farmacos.

Os esforcos tém sido crescentes para incluir a farmacogendémica nos ensaios clinicos do
desenvolvimento de farmacos, especialmente nas fases 2 e 3, onde as taxas de sucesso
sdo muito baixas, tendo um impacto econdémico nas empresas farmacéuticas. A FDA e a
agéncia europeia do medicamento (EMA) incentivam a sua integra¢do nos programas de
desenvolvimento clinico, incluindo o uso de biomarcadores que podem ter peso nas
decisoes clinicas, abrindo assim portas para a integracao da medicina personalizada.

E crucial compreender como cada técnica funciona e pretende-se esclarecer o leitor sobre
as vantagens e limitacOes associadas a essas tecnologias, fornecendo um breve vislumbre
de algumas barreiras atuais que limitam o pleno potencial da farmacogenémica.

Palavras-chave: PCR, NGS, farmacognética, farmacogendmica, SNPs, CYP450



Abstract

Since the discovery of the DNA molecule as the universal code of all biological life on
Earth, science has searched for ways to sequence or read that genetic information to unveil
the many mysteries related to its origin. This search for answers allowed the development
of new techniques that made sequencing genetic information possible. Such methods
revolutionized many scientific fields, and still hold many promises.

The polymerase chain reaction (PCR) and Next-generation sequencing (NGS) are the
most used technologies today and have proven to be essential pillars in clinical practice.
Their continuous development and innovation have reduced significantly the cost of
DNA sequencing and as such, they are becoming more prominent in healthcare by
establishing a new order of how we perform medicine, and how pharmaceutical industries
may use their potential in drug development to maximize their profits while at the same
time maximizing the usefulness of drugs and minimizing adverse reactions which,
according to the food and drugs administration (FDA), are the major cause of drug related
deaths.

To this aim, there have been growing efforts to include pharmacogenomics in clinical
trials for drug development, especially in Phase 2 and 3 where the success rates are very
low, impacting drug companies economically. FDA and european medicines agency
(EMA) encourage its integration in clinical development programs, including the use of
biomarkers that may weight in clinical decisions thus opening doors for the integration of
personalized medicine.

However, it is crucial to understand how each technique works and enlighten the reader
about the advantages and limitations associated with these technologies and give a brief
glimpse of some current barriers that limit the full potential of pharmacogenomics.

Keywords: PCR, NGS, pharmacogenetics, pharmacogenomics, SNPs, CYP450
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1. Introducéo

1.1. Farmacogendmica e farmacogenética: uma medicina personalizada

O estudo do genoma humano, nomeadamente a sua completa sequenciacdo e
caracterizacdo de genes expressos nos humanos, criou novas oportunidades no
desenvolvimento de novos farmacos pela industria farmacéutica (Grenet, 2001). A
intensa procura de novas técnicas de sequenciacdo e de novas tecnologias capazes de
fornecer informacdes de um modo preciso e rapido (Moreno, 2013), tornaram-se numa
das principais prioridades das industrias farmacéuticas para o desenvolvimento de novos
farmacos. O conhecimento de todos 0s genes humanos e as suas respetivas funcdes pode
dar origem a um vasto leque de medidas preventivas eficazes contra varias doencas,
nomeadamente de carécter genético e mudar o curso das estratégias utilizadas na
investigacdo de novos farmacos, assim como 0s seus processos de desenvolvimento
(Grahame-Smith, 1999).

Os avancos recentes na investigacdo gendmica possibilitaram uma melhor compreenséo
da importancia das técnicas da genética molecular durante as diferentes fases do
desenvolvimento do farmaco, dando origem a um novo campo de investigacdo, a
farmacogendmica (Gupta and Jhawat, 2016). Este termo foi recentemente introduzido na
area cientifica e advém do termo farmacogenética. Alguns cientistas defendem que a
farmacogenética teve origem nos anos 90, a partir do Projeto do Genoma Humano
(Human Genome Project), enquanto que outros recordam que ja Pitagoras, por volta do
ano 510 A.C, reconhecia “os perigos de alguns, mas ndo outros, individuos que comem
feijao fava” (Meletis and Konstantopoulos, 2004), associado a uma reacao adversa a qual
se sabe hoje que se deve a anemia hemolitica nos individuos que apresentam deficiéncias
na enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (Munir Pirmohamed, 2001).

Atualmente, estas duas areas cientificas (farmacogenética e farmacogendmica) estdo
inter-relacionadas e possuem objetivos idénticos. Ambas estudam a contribuicdo dos
fatores genéticos na variabilidade interindividual da eficacia e seguranca terapéutica.

Enguanto que o termo farmacogenética é amplamente utilizado em relacdo aos genes, que
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determinam o metabolismo do farmaco, a farmacogenomica engloba todos os genes do
genoma que podem determinar a resposta farmacologica numa doenca (Scott, 2011).
Sabe-se hoje em dia que cada ser humano é geneticamente distinto e, por esse motivo,
responde de maneira diferente aos fatores causadores da doenca assim como aos farmacos
usados para o tratamento de doencas. Tais variagdes ou polimorfismos genéticos sdo
estudados na farmacogenética, visando compreender qual o papel que a composi¢édo
genética de um individuo desempenha na sua resposta medicamentosa, bem como 0s
efeitos secundarios suscetiveis de ocorrer, melhorando a nossa capacidade de identificar
as causas genéticas das doencas e das respostas a medicamentos e procurar novos alvos
farmacolégicos (Ma and Lu, 2011).

Embora exista um nimero vasto de diferentes tipos de marcadores polimérficos, hoje em
dia o maior interesse cientifico recai sobre os single nucleotide polymorphisms (SNPs) e
no seu potencial para a determinacao do perfil da resposta individual farmacologica.

Os SNPs (explicados com maior detalhe no capitulo 2) sdo pequenas variacfes genéticas
com uma frequéncia de 1 em 1000 pares de base (bp) e ocorrem normalmente ao longo
do DNA de um individuo. Cada SNP representa uma diferenca Unica em apenas um
nucleotido. Por exemplo, um SNP pode substituir o nucle6tido citosina pelo nucleétido
timina num local do DNA. Estes podem ser utilizados como marcadores bioldgicos,
auxiliando assim na localizacdo de genes associados a certas doengas, como 0 cancro,
diabetes, entre outras (Wolf et al., 2000). Quando estas variacGes genéticas ocorrem
dentro de um gene ou numa regido reguladora perto de um gene, os SNPs podem estar
associados diretamente a doenca ao afetar a funcdo do gene. Nem todos os SNPs tém
efeito na salde ou na fase de desenvolvimento no humano, contudo estes SNPs poderdo
ser extremamente importantes no estudo da saude humana, uma vez que podem auxiliar
a prever uma resposta individual farmacologica, a suscetibilidade a fatores ambientais,
como toxinas, e o risco de desenvolvimento de certas doengas (Komar, 2009).

A busca de um tratamento individualizado é considerada como o Santo Graal da préatica
médica. As reagdes adversas dos farmacos devido, em parte, a variacdo genética
individual, s&o os principais problemas clinicos de maior relevo. Na préatica, inUmeros

pacientes recebem a mesma dosagem de um certo farmaco, sendo este eficaz na grande
2



maioria dos doentes, de pouca ou nenhuma consequéncia para outro conjunto de doentes,
e toxico, até mesmo fatal, num grupo mais restrito (Kalow, 2006).

A farmacogendmica ndo so traz beneficios para 0 modo como se executa a medicina, mas
também para a indastria farmacolégica. Atualmente, os farmacos que estdo em
desenvolvimento tém uma aprovacdo para 0 mercado muito baixa. De acordo com um
estudo conduzido pela BIO e BioMedTracker, verificou-se que a taxa de sucesso dos
farmacos na transicdo da fase | foi de 63,2% enquanto que a taxa de sucesso na transicao
da fase Il foi de 30,7%, sendo esta a fase com a taxa de sucesso mais baixa quando
comparada com as quatro fases. E nesta etapa que a indstria farmacéutica decide se
deseja investir em estudos morosos e dispendiosos de fase Ill, ou optar por terminar o
processo de investigacdo caso ndo haja viabilidade comercial, ou outros fatores (David
W. Thomas, 2016). A farmacogendmica intervém na andlise dos farmacos, no
desenvolvimento clinico e no mercado e aplica uma abordagem sistematica da genémica
para acelerar a descoberta de marcadores de resposta ao farmaco. Para além disso, a
sinergia da farmacogenética e farmacogendmica nos ensaios clinicos permitira que a
doenca possa ser tratada de acordo com o perfil genético de cada individuo em termos de

seguranca, eficacia, farmacocinética e farmacodinamica (Burt and Dhillon, 2013).

2. Single nucleotide polymorphisms — A sua importancia clinica

Os SNPs sdo a forma mais simples de variacdo de DNA entre os individuos. Estas
alteracdes simples podem ser transi¢des ou transversdes, ocorrendo ao longo do genoma
numa frequéncia de 1 em cada 1000 bp (Shastry, 2009).

Estes polimorfismos genéticos sdo transmitidos de geracdo em geracéo e particularmente
responsaveis pela diversidade genética da populacdo humana, afetando a evolucdo do
genoma humano, as respostas farmacoldgicas de cada individuo a um determinado
farmaco, e podem sobretudo ditar a suscetibilidade de um individuo para uma
determinada doenca, como por exemplo diabetes, obesidade, hipertensdo e transtornos
psiquiatricos (Shastry, 2009).



A maior parte destes SNPs ocorrem em zonas do genoma que ndo codificam proteinas,
sendo considerados estaveis e sem efeitos deletérios para os organismos. Como ja foi dito
no capitulo 1, o grande interesse cientifico destes SNPs recai na possibilidade de usa-los
como marcadores bioldgicos na identificacdo de doencas (Shastry, 2009) com a promessa
de simplificar bastante o diagndstico dos doentes e desencadear explicacBes acerca das
caracteristicas funcionais das mutacdes.

A distribuicdo gendémica dos SNPs ndo é, contudo, homogénea, e ocorre com maior
frequéncia nas regides ndo codificantes do que nas regides codificantes (Guo and
Jamison, 2005; Varela and Amos, 2010). Quando os SNPs ocorrem em regides
codificantes, podem ser sindnimos ou ndo sinénimos (Hunt et al., 2009). Os SNPs
sinbnimos ndo causam alteracdo no aminoacido, designados em geral como SNPs
silenciosos sob o argumento de que a sua presenca é indcua para 0 gene e para 0 Seu
produto correspondente. No entanto, alguns estudos demonstraram que estes
polimorfismos sinénimos podem afetar o splicing do RNA, a estabilidade e estrutura das
proteinas. De acordo com um estudo publicado (Kimchi-Sarfaty et al., 2007), os
individuos que expressam SNPs silenciosos no gene MDR1 codificante da glicoproteina
P revelaram uma farmacocinética alterada da glicoproteina P, mostrando que o termo
silencioso deve ser geralmente evitado para este tipo de SNPs.

Por sua vez, 0s SNPs ndo sinénimos produzem alteracfes nos aminoacidos que podem
provocar o aparecimento de doencas, e consequentemente podem estar sujeitos a selecdo
natural. Estes polimorfismos podem provocar variacdes nas proteinas que contribuem
para o polimorfismo genético, podendo influenciar a atividade do promotor (expressao
genética), a conformacdo do RNA mensageiro (mMRNA), a localizacdo subcelular de

MRNAs e/ou proteinas que podem produzir doencas (Shastry, 2009).

2.1. Tipos de SNPs

Os polimorfismos genéticos podem subdividir-se em 4 grupos: Random SNPs (rSNPs),
SNPs associados aos genes (gSNPs), coding SNPs (cSNPs) e SNPs relevantes para o

fendtipo (pSNPs). Os rSNPs constituem apenas 10% do nosso genoma. Estes SNPs séo
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bastante improvaveis de terem um efeito no nosso fenotipo ou constituicdo, e muitos
destes SNPs sdo usados como marcadores de genes no genoma (Singh, 2015).

Os gSNPs estéo situados ao lado de genes, ou em regides de um gene que nao codificam
proteinas nem fazem parte do template da proteina. O facto destes SNPs serem
hereditarios com estes genes, torna-os Uteis na associacao entre o gene e as suas variacoes
nos fendtipos. O mapeamento dos gSNPs pode ser funcionalmente relevante se
influenciarem elementos importantes de controlo de genes, aumentando ou diminuindo a
transcrigdo do gene (Singh, 2015).

Relativamente aos cSNPs, situam-se nos exdes (regides codificadoras de proteinas) de
um gene podendo ter uma grande influéncia na funcéo da proteina, se existir incorporagéo
de um aminodcido alternativo (Singh, 2015).

Por ultimo, os pSNPs, tal como o proprio nome indica, estdo associados ao fenotipo.
Tanto os gSNPs como 0s cSNPs podem influenciar o fenétipo de um individuo — o gSNP
na quantidade, e o cSNP na forma da proteina que codifica. Os pSNPs séo o tipo de SNP
mais importante do ponto de vista clinico, sendo considerados como as fundagdes do
ramo da farmacogenética, no que diz respeito a sua influéncia da variagdo do gene na

efetividade e tolerancia dos farmacos (Singh, 2015).

2.2. Efeitos clinicos dos SNPs

Como foi explicado, os SNPs podem ter efeitos genéticos consoante a sua localizagdo no
genoma. Os efeitos destas variacOes genéticas também podem ser divididos em duas
categorias que sdo relevantes na medicina, a influéncia da acdo dos farmacos e o seu
envolvimento no desenvolvimento e progressédo das doengas (Komar, 2009).

As variacOes quanto & acdo dos farmacos, podem explicar o porqué destes terem melhores
efeitos em certos individuos e de certos efeitos secundarios se manifestarem apenas em
alguns individuos. O conhecimento da posicdo e dos efeitos dos SNPs, podem ser
considerados no desenvolvimento de formas mais precisas no tratamento de doentes. Ja
as variacoes que tém influéncia no desenvolvimento e progresséo de doencas, intervém

na suscetibilidade a certas patologias (Komar, 2009).
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E importante salientar que os SNPs néo sdo mutacdes e o termo mutacio sugere que ha
uma mudanca no nucleétido que previne a proteina de exercer a sua fungdo normal. Estes
tipos de mutacGes séo raras, ocorrendo em menos de 1% da populacdo (Karki et al., 2015),
e quando ocorrem sdo quase sempre severas, sendo por isso causadoras da doenga. Em
contraste com 0s SNPs, que sdo mais comuns, a sua presenca apenas faz com que certos
individuos tenham um maior risco de desenvolver doencas ndo sendo causadores da
mesma. Estas podem ocorrer na presengca de um certo ambiente, por combinacfes
genéticas, farmacos e muitos outros fatores (Karki et al., 2015).

Nos tratamentos clinicos atuais, devido ao metabolismo, os farmacos ndo teréo a eficacia
esperada em muitos doentes, tendo muitas vezes reacdes adversas que podem ser fatais.
O facto de ndo se conseguir prever a eficacia exata e o efeito adverso de um farmaco,
dificultam o desenvolvimento da indlstria farmacéutica (Chen and Wei, 2015).
Numerosas pesquisas gendémicas sobre o CYP450 (McGraw and Waller, 2012) apontam
para a existéncia de SNPs no citocromo P450, que contribuem para a razao pela qual as
pessoas tém diferentes reacdes medicamentosas e taxas de eficAcia de farmacos
superiores, ou inferiores (Preissner et al., 2013).

Em suma, este conhecimento pode fornecer um ponto de partida para o desenvolvimento
de novos e Uteis, marcadores SNPs para testes médicos e uma medicacdo individualizada
mais segura, assim como a compreensdo da metabolizacdo de farmacos para tratar 0s

varios distdrbios que sdo mais comuns (Komar, 2009).

3. Citocromo P450

O citocromo P450 constituiu a superfamilia de enzimas heme-tiolatos encontradas em
quase todos os organismos do mundo procariota e eucariota e sdo responsaveis pelas
varias reacdes quimicas num grande nimero de substancias (Lewis, 2005). Geralmente
0s organismos anaerdbios e alguns microaerofilos, como os parasitas Plasmodium ou
Giardia, ndo apresentam genes CYP, mas nos organismos aerobios o numero de genes
CYP varia desde 2 até 400 genes, encontrados por exemplo na Schizosaccharomyces
Pombe e na batata (Nelson et al., 2013).



A familia do citocromo P450 apresenta niveis elevados de complexidade e diversidade.
A sua complexidade verifica-se quando uma peguena mudanca num Unico aminoacido
pode ser o suficiente para alterar a sua regiosseletividade na hidroxilagdo de duas enzimas
intimamente relacionadas com o mesmo substrato (Schalk and Croteau, 2000).

As sequéncias do P450 sdo tao diversas que ndo apresentam um residuo universalmente
conservado em toda a familia, levantando questdes sobre a origem da familia de genes
P450. Esta procura de respostas acerca da sua origem ofereceu um leque vasto de campos
de investigacdo sobre mecanismos de diversificacdo da familia de genes (Schalk and
Croteau, 2000).

3.1. Citocromo P450: uma perspetiva evoluciondaria

Pensa-se que o primeiro gene P450 emergiu na evolugdo das primeiras formas de vida.
Foram propostas vérias hip6teses que incluem a sua funcdo como redutase, sobretudo da
reacao o0xido nitrico redutase em ambientes anaerobicos antes de adquirirem a capacidade
de se ligar ao dioxigénio (O2) (Deng et al., 2007).

Durante o curso evolutivo, a familia P450 sofreu algumas modificacGes para se poder
adaptar as mudancas ambientais e modificacdes celulares que dai advieram (Jiang et al.,
2012).

O aparecimento das células eucarioticas, ha cerca de 2 mil milhGes de anos, intensificou
a quantidade de oxigénio na atmosfera terrestre e consequentemente o aparecimento do
metabolismo aerdbico. O nivel crescente de oxigénio ajudou a produgdo de energia numa
maneira mais eficiente nos metabolismos aerébicos, produzindo mais adenosina trifosfato
por hexose de aglcar do que nos metabolismos anaerdbicos. Este passo importante
permitiu a formagdo de novos metabolitos, como os esteroides, alcaloides e
isoflavonoides (Jiang et al., 2012).

O novo ambiente aerdbico despoletou também o desenvolvimento de sistemas protetivos
gue garantissem a sobrevivéncia das primeiras formas de vida. Embora o oxigénio seja
essencial para muitos organismos, alguns dos seus produtos metabdlicos sdo toxicos
(Lewis, 2005).



O O, é uma molécula paramagnética, tendo na sua estrutura molecular dois eletrdes com
spins paralelos. Isso torna as reagdes com O dificeis, uma vez que o dador organico tem
que sofrer uma inversdo lenta de spins para que este possa doar os seus eletrdes. Tal
processo ndo acontece com o dioxigénio singuleto, sendo este uma forma de alta energia
do oxigénio. Para contornar esta necessidade, o O é transformado em H2O ao produzir
um anido radical superoxido (O27), o peroxido de hidrogeénio (H202) e o radical hidroxilo
(OH") (Cederbaum, 2015). Estes intermediarios (radicais livres) sdo sérias ameacas para
as células uma vez que estes compostos podem interagir diretamente com compostos
organicos e interferir nas ligacdes duplas de carbono, danificando as membranas celulares
através da reacdo de radicais livres com acidos gordos. Uma vez que estes produtos sao
toxicos para as células, foi necessario desenvolver enzimas que possuissem metais de
transicdo para ajudarem a evitar a producgéo destes compostos intermediérios (Thannickal,
2009).

Os CYPs desempenharam esta funcdo protetora ao tornarem-se ativos nas reacdes de
reducdo do oxigénio. Estes utilizavam assim o poder quimico inerente da molécula O e
controlavam a sua ativacéo por via de duas redugdes consecutivas do H>O> (Lewis, 2005).
Para além do seu papel ativo nas reac6es de reducdo do oxigénio, o CYP cataboliza véarios
tipos de reac@es, incluindo a hidroxilacdo, oxidacdo, sulfonacdo, entre outras, de um
elevado nimero de compostos enddgenos e exdgenos (Tomaszewski et al., 2008).

No P450 humano, devido aos polimorfismos genéticos, existem defeitos genéticos nos
P450s individuais que originaram mudancas significativas na capacidade de
metabolizacdo de certos substratos, onde se incluem os farmacos de uso clinico. Certos
SNPs mostraram ter um impacto significativo na atividade dos CYPs. Deste modo, 0s
CYPs potenciam a resposta interindividual, e a sua variabilidade genética deve ser tida
em conta na medicina personalizada. Existe um interesse consideravel no rastreio de
novos compostos farmacoldgicos para que as reagbes adversas sejam evitadas, tendo
como base o conhecimento dos gendtipos dos diferentes pacientes e a sua eficacia seja

maximizada (Zhou et al., 2009).



3.2. Nomenclatura

Devido a grande multiplicidade genética e a falta de sequéncias primarias entre 0s
membros da superfamilia do gene P450, um sistema de nomenclatura foi estabelecido
para nomear e atribuir genes individuais em familias e subfamilias com base na
percentagem de identidade de sequéncias de aminoacidos. As enzimas que partilham uma
identidade maior ou igual a 40% s&o atribuidas a uma familia particular designada por
um ndmero, enquanto que aquelas que partilham mais ou menos 50% de identidade,
constituem uma subfamilia particular designada por uma letra (Nebert et al., 2013).

O sistema da nomenclatura utiliza o simbolo CYP como abreviatura para o citocromo
P450 e uma designacdo alfanumérica que é empregue para nomear as familias P450, as
subfamilias e proteinas individuais. Por exemplo, 0 CYP2D6 pertence a familia 2, a
subfamilia 2D e ao polipéptido 6 (Gopisankar, 2017).

O genoma humano contém 18 familias CYP, divididas em 41 subfamilias codificadoras
de proteinas, que por sua vez sdo codificadas por 57 genes (Sim and Ingelman-Sundberg,
2010).

As primeiras 3 familias (CYP1-3) sdo responsaveis pelo metabolismo de substancias
exogenas, como farmacos, enquanto que as familias CYP com maior nimero relacionam-
-se mais com substancias endogenas (Sim and Ingelman-Sundberg, 2010).

Dentro destas 3 familias, salientam-se seis isoenzimas P450 diferentes - CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2EL1 e CYP3A4 — que estdo relacionadas com a

metabolizacdo de farmacos (Lynch and Price, 2007).

3.3. Fatores que afetam a sua atividade e a sua funcdo metabdlica

Os CYPs humanos sdo principalmente proteinas associadas as membranas, sendo estas
expressas de uma forma ubiqua na maioria dos tecidos. Contudo, a distribuicdo da
expressao tecidular de CYPs particulares varia, indicando que a eficiéncia do farmaco
estd dependente da expressdao dos CYPs no tecido alvo e do proprio farmaco em si
(Pelkonen and Raunio, 1997).



A maioria dos CYPs metaboliza mais de um farmaco e, de forma semelhante, um farmaco
é frequentemente metabolizado por varios CYPs. Os farmacos também podem inibir ou
induzir a atividade destes, ou por interacdo direta com a enzima ou na alteracdo da sua
expressdo. A caracterizacdo destas interagdes é importante porque permite determinar
combinagbes de farmacos utilizados na terapia que sejam compativeis entre si e podera
permitir um melhor ajuste da concentracdo étima do farmaco para cada paciente (Lin and
Lu, 1998).

A inducdo enzimatica € um processo pelo qual a exposicao a certos substratos (sejam eles
farmacos, poluentes ambientais, dieta, etc.) resulta numa biotransformacéo acelerada com
uma reducéo correspondente do farmaco ndo metabolizado. Muitos dos farmacos podem
exibir um decréscimo na sua eficacia devido ao metabolismo répido, mas farmacos com
metabolitos ativos podem exibir um aumento do efeito do farmaco e/ou toxicidade devido
a inducdo enzimatica (Sweeney and Bromilow, 2006).

A inibicdo enzimatica também afeta a biotransformacdo de um farmaco. Este processo
ocorre quando dois farmacos, que partilham o metabolismo através da mesma isoenzima,
competem pelo mesmo recetor. O inibidor mais potente predominard, resultando num
decréscimo no metabolismo do farmaco competidor. Para muitos farmacos, pode levar a
um incremento de niveis da entidade ndo metabolizada e consequentemente a um maior
potencial de toxicidade. Para farmacos em que a sua atividade farmacoldgica esta
dependente da biotransformacdo de um prd-farmaco, a inibicdo pode levar a um
decréscimo da sua eficacia (Sweeney and Bromilow, 2006).

A inibicdo e a inducdo enzimatica tém também ligacGes genéticas para além dos fatores
exogenos que alteram a funcdo dos CYPs. Muitos doentes tém uma variagdo num gene
que afeta a funcdo das enzimas metabolizadoras de farmacos. A funcdo alterada da
enzima pode mudar a taxa de metabolismo do farmaco (Pinto and Dolan, 2011).

Os doentes com variantes genéticas sdo mais suscetiveis de experimentar toxidade de
farmacos ou falta de eficacia. A maioria das variantes causam uma perda da funcéo
enzimatica e aqueles que apresentem estas variantes sao metabolizadores pobres ou

intermediarios. Por outro lado, alguns individuos apresentam variantes que aumentam a
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funcdo enzimatica. Esses denominam-se de metabolizadores ultra-rapidos (Bertilsson et
al., 2002).

Uma vez que 0s genes autossdmicos existem nas células aos pares, um originario de um
parente diferente, um doente pode apresentar dois genes normais (sem variantes), uma
variante, ou duas variantes. Os que ndo possuem variantes tém enzimas normais do
citocromo P450, mas aqueles com uma ou duas variantes podem metabolizar mais ou
menos do que as enzimas normais. Isso afeta 0 modo como o corpo metaboliza os
farmacos e, por sua vez, afeta os niveis de um medicamento no sangue. Niveis muitos
altos, podem causar efeitos adversos e niveis muito baixos podem tornar o tratamento
ineficaz (Bertilsson et al., 2002).

Embora os polimorfismos genéticos possam explicar em grande parte a variabilidade para
algumas enzimas (em particular CYP2D6 e CYP2C19), muitas destas enzimas Sio
controladas multifatorialmente, incluindo polimorfismos adicionais de genes regulatérios
e fatores ndo genéticos tais como: género, idade, doenca, influéncias hormonais e muitos

outros fatores (Coleman, 2010).

4. A Farmacogendmica no tratamento clinico

A compreensdo do impacto dos fatores genéticos e nao genéticos é importante na terapia
farmacoldgica para determinar qual a concentracdo de farmaco a administrar nos
pacientes de modo a evitar efeitos adversos. Existem farmacos que possuem uma
variabilidade interindividual ampla e uma janela terapéutica estreita, necessitando de uma

constante verificacdo dos niveis plasmaticos para que estes ndo sejam toxicos.

e Varfarina

A varfarina é utilizada no tratamento de doencas trombdticas (Rettie and Tai, 2006) e
uma das grandes desvantagens deste agente, também conhecido como Coumadin, é o
facto de ser dificil de administrar a dose correta devido a sua janela terapéutica estreita e

variabilidade interindividual, podendo causar hemorragias (Jiayi Li et al., 2009).
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A varfarina é um anticoagulante que atua reduzindo a atividade de fatores de coagulacédo
dependentes da vitamina K. Este farmaco é geralmente usado na prevencdo e tratamento
de doencas trombdticas a longo prazo (Kuruvilla and Gurk-Turner, 2001).

A vitamina K desempenha um papel critico na coagulacdo do sangue. Esta vitamina é
anabolizada por um produto de genes da membrana dos hepatdcitos do complexo
vitamina K epoxido redutase subunidade 1 (VKORC1). Por outras palavras, o gene
VKORCL1 codifica a enzima epdxido redutase da vitamina K, sendo esta o alvo da
varfarina. A varfarina exerce o seu efeito ao inibir a enzima codificada pelo gene
VKORC1 que catalisa a conversdo do epoxido da vitamina K para a forma ativa reduzida
da vitamina K — vitamina K hidroquinona (Flockhart et al., 2008).

A vitamina K hidroquinona € um cofator essencial na sintese de varios fatores de
coagulagdo, promovendo a sintese de acido y-carboxiglutdmico. A diminuicdo da
disponibilidade da vitamina K hidroquinona leva a diminuicdo da atividade dos fatores
de coagulacao I, VII, IX e X (Flockhart et al., 2008).

No tratamento de doentes, a varfarina é administrada como uma mistura racémica dos
estereoisomeros R e S. A (S)-varfarina é duas a cinco vezes mais potente do que a (R)-
varfarina e é principalmente metabolizada pelo CYP2C9 (Munir Pirmohamed, 2006). Por
sua vez, a (R)-varfarina é principalmente metabolizada pelo CYP3A4 com o
envolvimento de outras enzimas do citocromo P450 (Jiayi Li et al., 2009).

Dos alelos CYP2C9 conhecidos, existem trés variantes alélicas para o CYP2C9 com
maior relevancia no tratamento de doentes com varfarina, sendo estas o0 CYP2C9*1, o
CYP2C9*2 e 0 CYP2C9*3. O CYP2C9*1 ¢ o alelo do tipo selvagem e esta associado a
atividade enzimatica normal e ao fenétipo do metabolizador normal (Dean, 2012).

As duas variantes alélicas comuns associadas, com atividade enzimética reduzida sdo o
CYP2C9*2 e CYP2C9*3. Em comparagdo com os metabolizadores normais, 0os doentes
que herdam uma ou duas cépias do *2 ou *3 sdo mais sensiveis, isto é, requerem doses
mais baixas e correm maior risco de hemorragia durante o inicio da terapia (Dean, 2012).
As frequéncias alélicas do CYP2C9 variam em diferentes grupos étnicos. O alelo *2 é

mais comum nas populagdes caucasianas do que nas populacdes asiaticas ou africanas. Ja
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o0 alelo *3 é menos comum e extremamente raro nas populacdes africanas (Scott et al.,
2010).

Em relagéo ao gene VKORC1, os doentes portadores do polimorfismo -1639G>A na
regido promotora do gene VKORC1 sdo mais sensiveis a varfarina e requerem uma dose
terapéutica mais baixa. A sua variacdo alélica também varia nos varios grupos étnicos
mas prevalece mais nas populacdes asiaticas, e pode ser um fator que contribui para
menores requisitos de dose da mesma, frequentemente observados em pacientes de
descendéncia asiatica (Dean, 2012).

Assim sendo, a variabilidade interindividual € um obstaculo na terapia de muitos agentes
terapéuticos, sobretudo no uso da varfarina. Neste farmaco, o cenario é particularmente
dramético porque os doentes sdo todos encaminhados para 0 mesmo parametro
farmacoldgico que consiste num aumento, de duas a trés vezes, do tempo de coagulagéo.
O tempo para a dosagem estavel com varfarina pode demorar varios meses, pondo em
risco a vida dos pacientes, uma vez que podem ser vitimas de sangramento excessivo se
as doses de iniciacdo forem muito altas, ou formacdo de coéagulos se as doses forem
demasiado baixas (Kuruvilla and Gurk-Turner, 2001).

Para contornar este problema, a implementacdo da genotipagem nos doentes de modo a
descobrir qual a variante alélica que esses doentes transportam, pode fornecer uma
salvacao ja que este tipo de abordagem pode oferecer uma terapia individualizada e assim
evitar os efeitos adversos provocados pela varfarina (Dean, 2012).

Existem estudos publicados (Flockhart et al., 2008; Poopak et al., 2015) que confirmam
que o gendtipo CYP2C9 e VKORC1 de um doente pode ser utilizado para ajudar a
determinar a dose inicial 6tima de varfarina. O gene CYP2C9 codifica uma das principais
enzimas envolvidas no metabolismo da varfarina, e as suas varias variantes estio
associadas a uma reducdo na atividade enzimatica verificando-se taxas de depuragdo mais
baixas de varfarina. Os doentes que transportam pelo menos uma cépia de um alelo
variante (como CYP2C9*2 e CYP2C9*3) tém um metabolismo reduzido, levando a
maiores concentracdes de varfarina. Em média, estes pacientes requerem uma dose diaria
mais baixa de varfarina do que os doentes homozigoticos para o alelo CYP2C9*1

(Flockhart et al., 2008). A eficicia da anticoagulacdo é monitorizada pela razdo
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normalizada internacional (INR), funcionando como um indice do seu efeito terapéutico.
Assim, utiliza-se o teste INR para determinar a dose correta de varfarina, tendo como
objetivo a avaliagdo da coagulacdo externa e o diagndstico de fatores de deficiéncia
hereditéarios e ndo genéticos, que se baseia no método de tentativa e erro (Poopak et al.,
2015).

Numa tentativa de controlar a sua dosagem, a FDA fornece uma tabela (tabela 1.) de
dosagem baseada nos genotipos CYP2C9 e VKORC1. Se o genétipo CYP2C9 e/ou
VKORC1 do doente é conhecido, entdo deve-se considerar os intervalos das doses iniciais
indicados na tabela 1 (Dean, 2012). As informacgfes fornecidas pela FDA também
afirmam que os pacientes com as variantes CYP2C9 *1/*3, *2/*2, *2/*3 e *3/*3 podem
necessitar de mais tempo (entre 2 a 4 semanas) para obter o efeito INR méximo para um
determinado regime de dosagem do que os doentes sem estas variantes CYP (Dean,
2012).

Tabela 1. Doses de manutencdo esperadas da varfarina baseadas nos gendtipos CYP2C9
e VKORCL1 (Dean, 2012)

VKORC1 CYP2C9
*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3
GG | 5-7mg 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4mg | 0,5-2mg
AG | 5-7mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4mg | 0,5-2mg @ 0,5-2mg
AA | 3-4mg 3-4 mg 05-2mg | 0,5-2mg | 0,5-2mg | 0,5-2mg

Os intervalos sdo derivados de varios estudos clinicos e a variante VKORC1 -1639G>A
(rs9923231) e usada nesta tabela. Outras variantes de VKORCL1 co-herdadas podem
tambeém ser importantes determinantes na dose da varfarina (Dean, 2012).

Assim sendo, a dosagem inicial e de manutencdo da varfarina deve ser individualizada
para cada paciente. O objetivo da terapia com a mesma é conseguir um racio normalizado
num leque de objetivos para que esta condicdo seja tratada. Tal processo envolve a selecdo
da dose inicial, seguida do teste regular INR para que a dose de varfarina possa ser
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ajustada até ser determinada a dose de manutencéo diaria apropriada a cada doente. Ao
ter conhecimento dos genotipos de cada paciente, pode-se administrar a dose 6tima para
cada individuo, reduzindo assim o tempo necessério para atingir um INR estavel e
eliminando o risco de obter um INR elevado (risco de hemorragia) ou de um INR baixo
(risco de trombose). Em geral, a duracdo da terapia anticoagulante varia de acordo com a
indicacdo clinica e deve ser continuada até que nao se apresente perigo de tromboses ou
embolismos (Dean, 2012).

Os individuos que sdo mais propensos a beneficiar destes testes genéticos sdo aqueles que
ainda ndo iniciaram a terapia com varfarina. A sua administracdo baseada no genétipo
ndo € ainda o método padrdo em varios sistemas de salde e, apesar do esfor¢o para
conceber uma estratégia que reduzisse os efeitos adversos relacionados com a varfarina,
a eficacia deste método ainda néo foi verificada. Embora um ensaio randomizado (M.
Pirmohamed et al., 2013) tenha verificado que a dose de varfarina de acordo com o
gendtipo tenha melhorado o controlo do INR ap6s inicia¢do desta, um outro estudo de
maior escala (Furie, 2013), concluiu que ndo existia nenhum beneficio neste método,
sendo por isso ainda controverso, mas a existéncia de variantes genéticas raras podem ter
sido responsaveis pela falha da previsdo da dose 6tima em certos doentes (Dean, 2012).
O que parece ser a maior barreira para a ndo genotipagem dos doentes € o custo associado
a este método. Nos Estados Unidos, os testes normalmente custam algumas centenas de
dolares e podem levar dias até que se conhega 0s seus resultados. Por exemplo, na
Cleveland Clinic, os testes CYP2C9 e VKORCL1 podem ser executados internamente a
um custo que ronda os 700$. Geralmente, estes custos ndao tém reembolso quando os testes
ndo foram aprovados previamente. Mas, se estiverem prontamente disponiveis (sendo
pagos por companhias de seguros) e, se os resultados forem obtidos entre as 24 e 48 horas,
podem ser uma ferramenta valiosa na orientacdo e administracdo da dose de varfarina.
Estes testes também podem ter um maior impacto na decisdo dos doentes que sdo pré-
ativos (doentes bem informados e que procuram informagéo fidedigna), reduzindo o risco
dos efeitos adversos (Rouse et al., 2013).

No caso dos doentes em que 0 seu gendtipo ndo é conhecido, a norma geral € administrar

uma dose inicial de varfarina, de 2 a5 mg uma vez por dia. As necessidades de dosagem
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de cada doente sdo depois determinadas através da monitorizacdo rigorosa da resposta

INR, procedendo a uma dose de manutencéo diaria de 2 a 10 mg (Dean, 2012).

e Hipertensao

Um outro exemplo em que a Farmacogenomica nao apresenta beneficios, é no caso da
terapia para a hipertensdo. A hipertensdo é um fator de risco modificavel mais prevalente
para a carga global de doencas (global disease burden) e muitos estudos
farmacogendémicos tentaram identificar as variantes genéticas responsaveis pelas
respostas altamente variadas, a uma ou outra medicacao anti-hipertensiva. Apesar dos
esforcos, esses estudos ainda ndo obtiveram resultados praticos. Tais falhas
provavelmente refletem a extrema heterogeneidade e complexidade da doenga
hipertensiva (Menni, 2015).

A elevada pressdo arterial tem multiplas etiologias e envolve mudancas fisioldgicas
variadas ao longo da vida. As variantes do estudo de associa¢do pangenémico (GWAS)
identificadas e associadas a pressdo arterial sdo muito menos do que aquelas associadas
a concentracdo de glicose ou de lipidos no sangue, e variantes de pressdo arterial
identificadas também explicam a menor variacdo fenotipica (<3%) (Munroe et al., 2013),
que €, provavelmente, mais uma evidéncia consistente com um alto grau de complexidade
para distarbios hipertensivos.

Além disso, as multiplas classes de farmacos anti-hipertensivos (diuréticos, inibidores da
ECA, blogueadores dos recetores angiotensina Il, blogueadores dos canais de calcio,
betabloqueadores), quer isoladamente quer combinados, complicam ainda mais o0s
estudos farmacogenomicos, assim como outras variagdes devido a flutuagdes da pressédo
sanguinea intrinseca a propria pessoa, como por exemplo, mudancas na dieta, exercicio
fisico, hora do dia, combinacGes de farmacos prescritos, o uso de alcool, entre outras.
Véarios GWAS farmacogendmicos reportaram variantes em genes plausiveis associados
a diuréticos tiazidicos (Turner et al., 2008; Turner et al., 2013; Chittani et al., 2015),
bloqueadores dos recetores de angiotensina Il (Turner et al., 2012; Frau et al., 2013) e

beta bloqueadores (Gong et al., 2015; Gong et al., 2016). Contudo, a maioria destes
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estudos envolvem amostras pouco representativas, que demonstram pouca eficacia no que
diz respeito a detecdo de associacdes que tém significado gendmico. Grandes consércios
internacionais foram estabelecidos, com o objetivo de aumentar as oportunidades de
descoberta e replicacdo através da montagem de amostras de maior dimenséo (Cooper-
DeHoff and Johnson, 2016). No entanto, mesmo que 0s grandes estudos em consoércio
sejam capazes de identificar associacGes de variantes genéticas no futuro, é dificil
imaginar que, mesmo em combinacao, qualquer uma dessas variantes de pequeno efeito,

recentemente identificadas, tenha um poder clinico preditivo importante.

e Antidepressivos

De forma semelhante, 0 GWAS da resposta ao tratamento com antidepressivos
(Biernacka et al., 2015) ndo produziu resultados promissores. Uma limitagéo particular,
nos estudos farmacogenomicos de medicamentos psicotropicos, é a avaliacdo de
condigdes de doenca e medidas quantitativas de respostas ao tratamento, as quais, ao
contrario da pressdao sanguinea ou niveis séricos de colesterol, sdo todas baseadas em
critérios de diagndsticos psiquiatricos multidimensionais (Zandi and Judy, 2010).

Esse método tem sido criticado devido a falta de confiabilidade, como por exemplo, grau
de consenso sobre um diagndstico ou resposta ao tratamento visto pelos diferentes
clinicos, a redacdo e o0 modo como 0s questionarios sdo respondidos pelos pacientes
(Aboraya et al., 2006). Essa complexidade, comparando o fendtipo equivoco versus o
fenotipo inequivoco, ja foi realcada num estudo (Nebert et al., 2008).

O mesmo é especialmente verdadeiro para o distdrbio depressivo maior (Robert
Freedman et al., 2013). Os critérios psiquiatricos com base clinica ndo refletem
diretamente as condic¢des biologicamente homogéneas, o que torna a definigdo fenotipica
das condicBes psiquiatricas altamente heterogéneas e a medi¢do das respostas ao
tratamento muito imprecisas (Zandi and Judy, 2010).

Devido, em parte, a estas dificuldades, 0 GWAS do disturbio depressivo maior, com uma
amostra razoavelmente grande (> 9.000 casos), ndo conseguiu identificar qualquer

associacdo que fosse replicavel (Ripke et al., 2013). Em contraste, um estudo
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farmacogendémico avaliou um farmaco original (citalopram e escitalopram) e as
concentracdes plasmaticas de metabolitos em 435 doentes com disturbio depressivo
maior. Este estudo (Ji et al., 2014) identificou associa¢Oes altamente significativas com
as variantes CYP2C19 e CYP2D6. Esta importante distingdo entre fendtipos clinicos
psiquiatricos difusos e medidas quantitativas de fendtipos de sangue ou de farmacos
urinarios/metabolicos, também ja foi enfatizada (Nebert et al., 2008). Por conseguinte,
torna-se problematico discernir como estes estudos de associa¢ao farmacoldgica para o
metabolismo, poderdo auxiliar a predicao do risco genético de muitas respostas clinicas

complexas (Ji et al., 2014).

e Interferao a

Os exemplos referidos anteriormente mostram que estes métodos implementados para o
tratamento de doentes sdo ainda controversos. Apesar disso, a farmacogendmica ja foi
particularmente Gtil em alguns agentes terapéuticos. Um exemplo bem-sucedido inicial
de GWAS da eficécia de farmaco veio de estudos sobre a resposta variavel do tratamento
com o interferdo o na infe¢do provocada pelo virus da hepatite C (HCV). Em 20009, trés
estudos independentes (Ge et al., 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009)
reportaram variantes genéticas, proximas do gene IL28B, associadas a respostas de
tratamento com o interferao a. O efeito ¢ medido por resposta virologica sustentada, isto
¢, auséncia de virus detetadvel no final do seguimento. A mesma variante também foi
reportada como estando correlacionada com a espontanea auséncia do HCV (David L.
Thomas et al., 2009), sugerindo que a variante pode influenciar a resposta imune do
hospedeiro, com ou sem interferéncia do farmaco.

Outro aspeto a salientar é a importancia do alelo C, que € mais frequente nas populagdes
caucasianas e asiaticas do que nas populacdes africanas. Esta diferenca provavelmente
explica o relatério anterior (Hoofnagle et al., 2009), cujos resultados revelaram a baixa
eficacia entre a populacdo afro-americana infetada com HCV nos ensaios de tratamento

com o interferdao a.
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Os novos agentes antivirais diretos, em associagdo com a combinacdo do interferdo
peguilado/ribavirina, € o novo padréo de tratamento do HCV, sendo necessario reavaliar
a utilidade clinica do gendtipo 1L28B (Alexander J. Thompson and McHutchison, 2012).
Embora o teste do gendtipo IL28B continue a fornecer informacdes clinicas importantes
sobre a resposta esperada ao tratamento, a genotipagem do IL28B podera perder a sua
utilidade, uma vez que a terapia com HCV afasta-se dos regimes baseados no interferdo
(Jensen and Pol, 2012).

5. O contributo cientifico da PCR

A PCR transformou radicalmente as areas cientificas ao tornar possivel a identificacdo
especifica e producdo de grandes quantidades de DNA. Nao sé revolucionou como
impulsionou enormes esforcos cientificos, nomeadamente o Projeto do Genoma Humano.
Esta técnica € amplamente utilizada no diagnostico de doencas, assim como nas varias
técnicas de sequenciacdo (capitulo 6.), e realiza ainda estudos quantitativos do foro
genémico de uma maneira rapida e precisa (Garibyan and Avashia, 2013). Além disso, a
PCR permitiu revelar mutagdes responsaveis pelas doencas hereditarias ou variantes
oncogenicas, auxiliando o profissional médico a tomar decisdes informadas acerca do
tratamento. J& no desenvolvimento de novos farmacos, as informacg6es provenientes desta
técnica permitiram uma melhor compreensdo da definicdo molecular da doenca e dos
processos associados a eficacia e toxicidade destes novos farmacos (Goodsaid, 2004).

A metodologia da PCR, combinada com os sistemas da expressdo de genes, baseia-se na
incrementacdo da disponibilidade de proteinas recombinantes em quantidades suficientes
para a caracterizacao bioquimica e farmacoldgica. A PCR é um processo enzimatico que
permite a amplificacdo de um fragmento especifico de DNA de um conjunto complexo
(Garibyan and Avashia, 2013). A técnica da PCR necessita da presenca de um molde de
DNA, de primers, nucledtidos e uma DNA polimerase. A DNA polimerase € a enzima
chave neste processo uma vez que liga os varios nucledtidos (adenosina, timidina, citosina
e guanosina) a um conjunto para formar produtos de PCR. Os primers aqui referenciados,

sdo curtos fragmentos de DNA, que servem como um ponto de iniciagdo para a DNA
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polimerase e tém uma sequéncia complementar as extremidades do DNA alvo. Os
componentes previamente mencionados, sdo misturados em tubos de ensaios e colocados
num termociclador, que provoca a desnaturacdo da cadeia dupla de DNA e possibilita,
posteriormente, a adi¢do de nuclettidos pela DNA polimerase ap6s a ligacdo do primer a
cadeia de DNA (Garibyan and Avashia, 2013).

Neste trabalho destacam-se alguns ensaios PCR que sdo bastante Uteis no diagnéstico e
sequenciacdo e permitem a amplificagdo de quantidades infinitesimais de material

genético.

e PCR Multiplex

Os sistemas PCR multiplex sdo muito usados nos estudos biolégicos e médicos porque
permitem a amplificacdo simultanea de varios fragmentos de DNA numa Unica reacao.
Esta capacidade de reduzir o numero de reacfes necessarias numa amostra para alvos
diferentes ajuda a poupar no tempo e nos custos, o que torna os sistemas multiplex muito
Uteis quando é necessario rastrear grandes quantidades de amostra. Apesar disso, esta
técnica apresenta algumas limitacGes que necessitam de ser ultrapassadas. Hoje em dia,
os fabricantes dos kits PCR multiplex anunciam os seus kits como ready-to-use, ndo
sendo necessaria nenhuma otimizacdo. Embora isso seja normalmente verdadeiro para os
Kits diagnostico, nos Kits genéricos ou Kits para investigacao, contendo reagentes como
tampdes, dNTPs ou DNA polimerases, torna-se quase imprescindivel de otimizar a
concentracdo de primers e das condicBes da termociclagem para se obter reacOes
equilibradas e estaveis (Dieffenbach and Dveksler, 2003). Isto porque a presenca de
varios primers nesta técnica leva a formacéo de produtos inespecificos devido a formagéo
de dimeros de primers (Elnifro et al., 2000). Tal fendmeno acontece quando a proporcéo
primer-template é muito elevada, ou quando h& uma diluicdo excessiva de template face
ao excesso de primers (Moreno, 2013). Nestas condicdes, estes dimeros sdo amplificados
com maior eficiéncia do que o alvo de interesse, com a agravante do consumo dos
componentes da reacdo. Para contornar este problema, foram feitas varias otimizagdes

que se centram no design dos primers, nomeadamente o0 seu comprimento e o contetdo
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de guanina e citosina. Mas, a otimizacdo completa das condi¢cfes da reacdo é morosa,
refletindo-se no custo acrescido por cada teste (Elnifro et al., 2000). Mesmo assim, as
vantagens da PCR multiplex suplantam as desvantagens, nomeadamente a sua utilidade
na detecdo de resisténcias a farmacos e no diagndstico clinico (Messmer et al.).

e Nested PCR

Esta técnica destina-se a aumentar ainda mais a sensibilidade da PCR, reduzindo em
paralelo a amplificacdo de produtos inespecificos (Haff, 1994). Dois conjuntos de primers
sdo utilizados nas duas execugdes sucessivas de PCR. O primeiro conjunto de primers
produz uma grande quantidade de produto para servir como molde na execucao seguinte,
e 0 segundo conjunto apenas se destina a reamplificar o primeiro produto, sendo
designados como nested. Obtém-se, por sua vez, produtos mais pequenos que aumentam
a sensibilidade da reacdo aquando da detecdo do produto pretendido. Uma vez que 0s
produtos ndo especificos tém pouca afinidade para estes primers, estes ndo sdo
amplificados e, por sua vez, ndo contaminam o produto do segundo ciclo (Haff, 1994).
Esta técnica envolve a execucdo de controlos adequados que asseguram a sua
especificidade (Mc Pherson and Moller, 2006).

e PCRem Tempo Real

A PCR em tempo real (qQPCR) € a técnica de eleicdo dos cientistas interessados em detetar
a dindmica da expressdo génica nos varios organismos. A sua elevada sensibilidade e
especificidade tornam esta técnica imprescindivel, por exemplo, na detecdo de SNPs. Para
além disso, a qPCR permitiu a genotipagem quantitativa a partir de pequenas amostras e
contornou limitagdes da PCR convencional, dado que o seu poder quantitativo era
limitado e de complexa execucao.

Na gPCR, a quantidade de produto formado ¢é analisada ao longo da reacéo ao usar fluo-
-rocromos que permitem monitorizar a fluorescéncia e assim quantificar o produto
formado (Kubista et al., 2006). Esta técnica utiliza-se agora em combinacédo com a PCR

multiplex que usa sondas combinadas e primers para as sequéncias especificas tornando-
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-se muito Util na detecdo de SNPs e genes associados ao cancro, visto que possibilita a
formacéo de painéis de genes para a maioria das doencas mais comuns (Deepak et al.,
2007).

Embora a qPCR seja uma técnica bastante poderosa em comparagdo com as outras
técnicas, esta possui limitac6es que dependem do uso correto da calibragédo e do controlo.
A aplicacdo bem-sucedida e rotineira dos diagnosticos de PCR é muitas vezes limitada
pela falta de qualidade do template devido a metodologias ineficientes de extracdo de
RNA e/ou presenca de compostos que podem ser inibitdrios na amostra (Deepak et al.,
2007). Uma outra limitacdo que se aponta, é o facto da qPCR ser s usada para analise de

genes conhecidos (Moreno, 2013).

e PCR Digital

A PCR digital (dPCR) ndo é a técnica mais popular para medir a presenca e concentracdo
de uma sequéncia de DNA, sendo este titulo atribuido a g°PCR. Mas, a PCR digital detém
uma maior sensibilidade e precisdo quando comparada com a qPCR. Esta utiliza os
mesmos primers e sondas que a qPCR, e é capaz de identificar alelos que ocorrem numa
frequéncia de 1 em milhares. Outra caracteristica a salientar é o facto da dPCR néo
necessitar de calibracdo e controlos como a gPCR (Kuypers and Jerome, 2017). No
entanto, as suas desvantagens fazem com que esta técnica ndo seja a predileta para a
quantificacdo de DNA. Estas incluem a limitacdo de volume da amostra por reacédo, que
por sua vez, restringe o limite inferior de detecdo e a quantificacdo baixa devido ao
abandono molecular, ja que nem todos os templates sdo amplificados. Esta limitagdo é
particularmente problematica quando se pretende quantificar RNA porque o passo da
transcrigdo reversa é incompleto para alguns alvos de RNA. Enquanto que a gPCR utiliza
4 a 6 componentes fluorescentes nas sondas que se podem ligar a diferentes alvos na
amostra, a dPCR apenas utiliza 2 fluorocromos, limitando a sua capacidade de detecdo
dos diferentes alvos na amostra. O custo da dPCR € superior ao da gPCR, e a
instrumentalizacdo assim como 0s Seus reagentes sdo mais caros o que faz com que esta

técnica ndo seja tdo empregue como a gPCR (Kuypers and Jerome, 2017).
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e PCR em emulsao

A PCR em emulsdo (emPCR) é um método comummente usado na amplificagdo de
templates nas mdultiplas plataformas de sequenciacdo NGS. Este método baseia-se na
compartimentacdo de templates nas goticulas de &gua numa emulsdo agua/oleo.
Idealmente, cada goticula de agua contém apenas uma Unica molécula template e
funciona como um micro reator de PCR. Porém a formacao de subprodutos € um grande
obstaculo para a amplificacdo por PCR convencional eficaz. A utilizacdo da PCR em
emulsdo permite circundar estes obstaculos e ser bastante utilizada nas tecnologias NGS
(Shao et al., 2011).

6. Técnicas de sequenciacdo do DNA

O termo sequenciacdo no contexto da biologia é, na maioria das vezes, sinénimo da
sequenciacdo de DNA, o que significa identificar os nucleotideos de uma molécula de
DNA de modo a obter-se uma sequéncia de letras, isto €, uma leitura. O conhecimento
das sequéncias do DNA tornou-se indispensavel na investigacdo cientifica uma vez que
proporcionam grande conhecimento de informacao genética que é utilizada nos diversos
campos da medicina, como no diagnostico médico, tratamento clinico, biotecnologia,
virologia, entre outros (Kircher and Kelso, 2010).

Com a técnica da PCR (Mullis, 1990), desencadeou-se o desenvolvimento de novas
técnicas revolucionarias, como a sequenciacdo, que auxiliaram a comunidade cientifica a
descobrir os genes que estdo associados a doencas, ao fendtipo e potenciais alvos

terapéuticos no desenvolvimento de farmacos.

6.1. Sequenciacdo de 12 geracao

Ao longo dos tempos, as técnicas de sequenciacdo do DNA sofreram vérias evolugoes,
podendo estas ser caracterizadas segundo o método, ou segundo os resultados

provenientes dessas tecnologias (Moreno, 2013).
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e Técnica de Sanger

A técnica de Sanger iria alterar para sempre o progresso da tecnologia de sequenciacéo
do DNA. A sequenciacdo classica de Sanger publicada em 1977 (Sanger et al., 1977),
baseia-se em terminacgdes de cadeia especificas de base em quatro reagdes separadas (“A”,
“G”, “C” e “T”) correspondentes aos quatro nucleotideos diferentes na composi¢do do
DNA (Ari and Arikan, 2016). Na presenca de todos os quatro desoxinucleotideos
trifosfatos (ANTPs), um dideoxinucleotideo trifosfatado (ddNTP) especifico é adicionado
a cada rea¢do; por exemplo, ddATP para a reacdo “A” e assim por diante (Heather and
Chain, 2016). O uso de ddNTPs nas reac6es de sequenciacgdo foi uma abordagem que deu
resultados muito superiores em comparagdo com a técnica prototipo de 1975, plus and
minus (Ari and Arikan, 2016), desenvolvida pela mesma equipa. A extensdo de uma
cadeia de DNA recentemente sintetizada termina cada vez que um ddNTP correspondente
é incorporado. Como o ddNTP estd presente em quantidades minimas, a terminagdo
acontece raramente e estocasticamente (Heather and Chain, 2016), resultando num
aglomerado de produtos de extensdao em que cada posi¢do de uma base N resulta num
produto correspondente terminado pela incorporagdo do ddNTP na extremidade 3°.

O segundo aspeto do método foi o uso de moléculas de fosforo radioativas incorporadas
na cadeia de DNA recentemente sintetizada através de um percursor marcado (dNTP ou
primer de sequenciacdo), tornando cada produto detetavel na radiografia (Ari and Arikan,
2016). Como cada reacdo resultava numa mistura complexa de produtos DNA
radioativos, esta técnica sofreu melhorias, como a utilizacdo do gel poliacrilamida (PAG),
que permitiu a separacdo individual destas moléculas por eletroforese, como se constata
na figura 1. (A) (Franca et al., 2002).
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(A)

Figura 1. - Sequenciacdo de Sanger. (A) Modelo dos resultados da eletroforese em gel
para sequenciacdo de Sanger da molécula DNA 50-TATGATCAC-30. A sequéncia pode
ser lida do fim do gel para o principio (dos fragmentos mais pequenos para 0s maiores).
(B) Eletroferograma para a sequenciacdo de Sanger da mesma molécula. Os resultados

sdo lidos da esquerda para a direita (Hagemann, 2015).

Por mais inovador que este método fosse, ha cerca de 30 anos, 0s PAGs eram muito lentos
e laboriosos ndo sendo suficiente para realizar os desafios estabelecidos pelo Human
Genome Project (Franga et al., 2002). Assim, foi desenvolvida a sequenciacdo moderna
de Sanger (sequenciacdo fluorescente automatizada, sequenciacdo dye-terminator) que
usa ddNTPs marcados fluorescentemente que permitem que o passo de amplificacédo seja
realizado numa Unica reacdo (Ari and Arikan, 2016). O produto da reacdo é uma mistura
de fragmentos de DNA de cadeia simples de varios comprimentos, cada um marcado
numa extremidade com um fluoréforo acoplado ao ddNTP incorporado e que indica a
identidade do ddNTP incorporado. A reacéo é separada por eletroforese capilar, sendo 0s
produtos separados por tamanho. O registo continuo da intensidade de fluorescéncia

(Karger and Guttman, 2009) de quatro cores na extremidade do capilar, resulta num
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eletroferograma (Figura 1. (B)) que pode ser interpretado por um software especializado,
como o Mutation Surveyor (Minton et al., 2011).

A sequenciacdo de Sanger hoje em dia usa 0 método fluorescente dye-terminator e é
realizada com kits comercialmente disponiveis. O BigDye v3.1 (BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, 2002) é recomendado pelo fornecedor para a maioria das

aplicacdes que incluem longos comprimentos de leitura.

6.1.1. Aplicacdo clinica

Apesar das vantagens das técnicas de sequenciacdo da next-generation (abordadas na
seccao 6.2.) em que a taxa de transferéncia é de maior magnitude (Ari and Arikan, 2016),
a sequenciacao de Sanger mantém um lugar essencial na genética clinica por, pelo menos,
duas razdes especificas. Em primeiro lugar, a sequenciacdo de Sanger serve como um
método ortogonal de confirmacéo para as variantes de sequéncias identificadas pela NGS
(Mu et al., 2016). Ao validar os testes clinicos da NGS, os materiais de referéncia
sequenciados pelas abordagens de Sanger fornecem a verdade fundamental contra a qual
0 ensaio NGS pode ser comparado (Mu et al., 2016). Estes materiais podem incluir
reagentes bem caracterizados publicamente disponiveis, tais como linhas celulares
estudadas no projeto HapMap (Spencer et al., 2014) ou amostras clinicas previamente
testadas pela técnica de Sanger. Sendo um método ortogonal, a sequenciacdo de Sanger
providencia uma forma de confirmar variantes identificadas pela NGS (Mu et al., 2016).
Seria impraticavel confirmar cada variante pelo método de Sanger dado ao grande nimero
de primers, reacdes e interpretacdes que seriam necessarias para este método. No entanto,
pode haver casos em que a veracidade de uma variante especifica é duvidosa, ou seja,
variantes biologicamente implausiveis ou suspeitas de serem espurias e deste modo, a
sequenciacao de Sanger € o metodo mais facil de resolver essas incertezas sendo, apesar
de tudo, um protocolo inestimavel em qualquer laboratério de genética clinica (Bartlett
etal., 2014).

Em segundo lugar, a sequenciagéo de Sanger fornece um meio para corrigir a cobertura

de regides que estdo mal cobertas pela NGS. Podem existir regifes que sdo resistentes a
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sequenciacdo pela NGS devido a méa captacdo, amplificacdo ou outras idiossincrasias
(Rehm et al., 2013). Uma maneira de restaurar a cobertura destas areas € aumentar a
quantidade de DNA no seu input, mas a quantidade disponivel pode ser limitada. Quando
a rea a ser preenchida é pequena, uma abordagem muita préatica consiste na utilizacéo da
sequenciacdo de Sanger para abranger as regifes mal cobertas pela NGS (Rehm et al.,
2013).

Quando a sequenciac¢do de Sanger é usada para preencher dados provenientes da NGS, os
dados da NGS e de Sanger devem ser integrados em conjunto para fins de analise e
relatorios, o que representa um desafio ja que esses dados sdo obtidos por métodos
diferentes e ndo tém correspondéncia matua (Pandey et al., 2016). Por exemplo, as
medidas de qualidade de sequéncia que sdo significativas para a NGS, ndo sao aplicaveis
a Sanger. O conceito de profundidade de cobertura s6 pode ser aplicado indiretamente
aos dados de Sanger. As frequéncias de alelos sdo imprecisamente verificadas no método
de Sanger, porque sdo observadas a partir das alturas de pico em vez das contagens de
leitura (Roman K Thomas et al., 2006). Embora a NGS possa ser potencialmente validada
para permitir a interpretacdo de uma variante significativa a partir de uma Unica leitura
sem referéncia, a sensibilidade analitica da sequenciacdo de Sanger é baixa. Cada vez
mais 0s requisitos para a detecdo de variantes sdo de uma sensibilidade analitica para
alelos <20%, em particular quando se avalia o estado mutacional de amostras de tumores
heterogéneos (Davidson et al., 2012) ou de quasi espécies infetantes em individuos com
HIV (Fisher et al., 2015). As variantes com uma frequéncia alélica mais baixa podem ser
indistinguiveis do ruido ou de erros provenientes da sequenciacdo. Deste modo, o
desempenho e um ensaio da NGS pode ser alterado nas areas emendadas por Sanger, e
estes desvios no desempenho devem ser documentados e/ou excluidos (Arsenic et al.,
2015).

6.1.2. Limitac0es técnicas

Apesar do método de Sanger ser considerado pela comunidade cientifica um método

padrédo para a sequenciacgdo, esta técnica tem varias limitacbes. Uma das limitagdes é a
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sua parcialidade biolégica. O método é baseado na clonagem de DNA estranho em
vetores que tém de ser compativeis com a maquinaria de replicacéo utilizada nas células
E. coli (Franca et al., 2002). No entanto, esta limitacdo pode ser superada ao sequenciar
diretamente produtos de PCR, mas esta € uma abordagem complexa para sequenciagao
de novo, apesar de ser rotineiro e de diagnostico.

Uma outra limitacdo da técnica de Sanger € a sua habilidade restrita para sequenciar e
analisar frequéncias alélicas (Arsenic et al., 2015). Ao contrério das tecnologias NGS,
nas quais cada sequéncia lida é originada a partir de uma Unica molécula de DNA, os
resultados da sequenciacdo de Sanger representam as caracteristicas agrupadas de todas
as moléculas molde. Isto ndo apresenta dificuldade se a amostra for de uma populacéo
homogénea. O DNA gendmico representa um conjunto de dois haplétipos do doente, pelo
que as posicles nas quais o doente é heterozigdtico vao dar origem a resultados ambiguos
se a analise heterozigética ndo estiver especificamente ativada (Davidson et al., 2012).
Por exemplo, a heteroplasmia mitocondrial € um cenério clinico em que se verifica
variantes de baixa frequéncia alélica. Esta patologia é clinicamente significativa, uma vez
que a gravidade de muitas doencas mitocondriais sdo dependentes da razdo entre as
sequéncias do tipo selvagem e sequéncias mutantes, com sintomas progressivamente mais
graves que podem emergir se a razdo dos genomas mutados for superior a dos genomas
normais (Sondheimer et al., 2011).

As bases variantes de baixa frequéncia alélica aparecem em eletroferogramas como picos
baixos que podem ser indistinguiveis do ruido da linha de base (Men et al., 2008). A
sensibilidade da sequenciacdo de Sanger deve ser validada em cada laboratério, mas
geralmente esta ronda os 20% (Dong and Yu, 2011).

Os alelos variantes abaixo desta frequéncia podem estar presentes na amostra e sao
fielmente identificados pela NGS, mas ndo podem ser confirmados de forma confiavel
pela sequenciagdo de Sanger (Sandmann et al., 2017). Porém, pecas de software como o
Mutation Surveyor tém a sensibilidade necessaria para detetar essas baixas frequéncias

alélicas (Figura 2.).
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Figura 2. - Mutacdo G> GA de baixa frequéncia detetada pelo software Mutation
Surveyor. A seta na figura indica a presenca de uma possivel variante de baixa frequéncia

detetada no ex&@o 5 do gene tp53 (Softgenetics, 2016).

6.2. Sequenciacao de 22 geracdo — Next-generation sequencing

O projeto do genoma humano ajudou a promover o desenvolvimento de técnicas de
sequenciacdo de DNA mais rapidas e baratas. Como ja foi descrito, a sequenciacdo de
Sanger (Sanger et al., 1977) dominava a industria levando a uma série de realizagOes
monumentais, incluindo a conclusdo da sequenciagdo do genoma humano. Apesar das
conquistas tecnologicas durante esta era, as limitagbes da técnica de Sanger,
nomeadamente a quantidade de dados de producdo, velocidade, qualidade de
sequenciacao (Janitz, 2011) e os seus custos elevados, impulsionaram o desenvolvimento
de novos métodos. Sobretudo, a necessidade de conduzir projetos de sequenciacdo em
grande escala de forma mais econémica promoveu o desenvolvimento da tecnologia NGS
(Woollard et al., 2011).
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Em comparacdo com o método de Sanger, as plataformas NGS sdo conhecidas como
métodos de sequenciacao paralela devido a sua capacidade de sequenciar centenas de
milhGes de fragmentos de DNA simultaneamente em paralelo, capturando uma
quantidade vasta de informagdo gendmica a um baixo custo (Gagan and Van Allen,
2015).

O seu comprimento de leitura, isto €, 0 nimero real de bases continuas sequenciadas, para
a NGS é muito mais curto do que o alcancado pelo método Sanger. Atualmente, a
tecnologia NGS permite a sequenciacdo rotineira de 50-500 bp (mas com picos bem
superiores) em contraste com o método de Sanger que, ap6s uma série de inovacoes
tecnoldgicas, atingiu a capacidade de rotineiramente ler 1000-1200 bp (Zhang et al.,
2011).

Contudo, esta menor capacidade de leitura sequencial de cada fragmento é ultrapassada
pela massiva quantidade de fragmentos lidos em paralelo, permitindo com isso a
sequenciacado total de todo um genoma ou, inclusivamente, a obtencdo de informacdes
completas em misturas de sequéncias como séo 0s casos da do microbioma (Jovel et al.,
2016), ou em misturas heterogéneas de células como acontece com infe¢des pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Capobianchi et al.), ou em casos de cancro (Gagan and
Van Allen, 2015). Por este motivo, nos ultimos anos a NGS tem tido um maior impacto
no estudo do cancro porque esta tecnologia permite o rastreio do genoma do cancro,
melhorando significativamente a nossa compreensdo dos mecanismos que impulsionam
a iniciacdo, progressdo, manutencdo, resisténcia e gestdo clinica do cancro (Serrati et al.,
2016). A NGS fornece assim um catalogo abrangente de sequéncias genémicas dentro
das células cancerosas, permitindo a detecdo da heterogeneidade interpaciente e
intratumoral que facilita as decisdes de tratamento para a terapia personalizada do cancro,
e consequentemente, com um impacto positivo nos resultados clinicos (Serrati et al.,
2016).

Para além do progresso na area da oncologia com a tecnologia NGS, a informagao
gendmica proveniente desta técnica também pode ser utilizada para a determinagéo da
resisténcia a farmacos (antibioticos e quimioterapéuticos), prever a resposta a

intervengdes médicas e dirigir e direcionar o desenvolvimento de novos agentes
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farmacéuticos que afetam alvos biologicos associados a progressao da doenca (Yadav et
al., 2014).

Com todo este progresso tecnolégico, a NGS tem sido especialmente vantajosa para a
indUstria farmacéutica, permitindo uma maior gestdo de recursos e providenciando
resultados de sequenciacdo confiaveis (Nielsen et al., 2011).

As industrias farmacéuticas ja adotam as tecnologias NGS e ja se pode ver o resultado do
impacto desta tecnologia no desenvolvimento de novos farmacos e vacinas (Woollard et
al., 2011). A sua alta sensibilidade na detecdo de sequéncias presentes em niveis baixos,
significa que a NGS pode ser usada como ferramenta de controlo de qualidade nas vacinas
detetando virus adventicios ao utilizar uma abordagem metagendémica (Victoria et al.,
2010). As vacinas contra a poliomielite, a rubéola, o sarampo, a papeira e o rotavirus ja
foram analisadas desta forma, e as empresas ja oferecem este tipo de abordagem como
um servico de despistagem para as industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas. Neste caso,
a NGS é utilizada no inicio do desenvolvimento das vacinas garantindo que quaisquer
contaminantes nos processos, se presentes, sdo detetados precocemente, e para além
disso, permite identificar as diferentes vias pelas quais os patdégenos ativam respostas
imunoldgicas protetoras que podem aumentar potencialmente essas respostas ao vacinar
pessoas com base nas suas assinaturas genéticas, identificadas até a data, que preveem a
sua imunogenicidade e seguranca (Furman and Davis, 2015).

A detecdo da baixa abundéncia das variantes HIV resistentes a farmacos é um outro
exemplo da utilizacdo da NGS no desenvolvimento de farmacos. A NGS permite detetar
variantes em varios pacientes que sdo responsaveis pela resisténcia aos farmacos
antirretrovirais usados, e consequentemente, permitiu aos clinicos elaborar planos de
regimes antirretrovirais, submetendo esses mesmos pacientes a uma terapia diferente
(Woollard et al., 2011).

Um outro campo em que a NGS comeca a ter aplicacdo é no desenvolvimento de produtos
biofarmacéuticos, mais concretamente, no desenvolvimento de bibliotecas de anticorpos.
Varios grupos investigaram como € que esta tecnologia podia complementar a biblioteca
de anticorpos. De acordo com um estudo publicado em 2009 (Dias-Neto et al., 2009), a

NGS foi usada juntamente com a PCR em tempo real numa tentativa de remodelar o
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modelo tradicional da acdo dos fagos. Em comparacdo com os métodos tradicionais,
envolvendo a técnica da ELISA e a sequenciacdo de Sanger, este novo método mostrou
ser mais rapido e produzir mais informacdo. Embora tenha sido inicialmente aplicado ao
estudo das interacGes proteina-proteina, 0 método também pode ser aplicavel ao estudo
da interacdo anticorpo-antigénio (Di Niro et al., 2010).

Para além da NGS possibilitar todos estes novos progressos na industria farmacéutica,
esta também permitiu que a sequenciacdo do genoma humano baixasse para um prego
que ronda os 1.000$ (Christensen et al., 2015).

¢ Illumina sequencing

Os sequenciadores e reagentes desenvolvidos pela Solexa, e mais tarde comercializados
pela lllumina, Inc., tornaram-se uma das plataformas mais utilizadas na gendémica clinica
devido a sua versatilidade e as suas vantagens de custo/velocidade/rendimento (Buermans
and den Dunnen, 2014). A caracteristica mais distintiva da sequenciacéo Illumina esta no
modo de como as bibliotecas sdo preparadas. Estas bibliotecas sdo hibridas com uma
superficie bidimensional de uma célula de fluxo (flow cell) que é posteriormente
submetida a uma amplificacdo em ponte que resulta na criacdo de um agrupamento
localizado (uma col6nia de PCR) com cerca de 2000 fragmentos de biblioteca idénticos
com um didmetro de ~1um (Buermans and den Dunnen, 2014). Estes fragmentos s&o
sequenciados no local por incorporacdo sucessiva de nucledtidos com terminagdo
reversivel marcados com fluorescéncia (Hodkinson and Grice, 2015). Depois de cada
etapa de incorporacdo, a superficie da célula de fluxo € interpretada por um dispositivo
de carga acoplada (CCD) que consulta cada posi¢cdo para a identidade do nucleétido
incorporado mais recentemente (Hodkinson and Grice, 2015). Ap6s a formacdo de
imagens, o grupo fluorescente € clivado, o terminador reversivel é desativado e as cadeias
do template estdo prontas para o proximo ciclo de incorporacéo. Estes ciclos sucessivos
de incorporacéo e de imagem resultam numa série de ficheiros de imagem grandes, que
sdo subsequentemente analisados para determinar a sequéncia em cada poldnia
(Hodkinson and Grice, 2015).
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Os sequenciadores Illumina de 22 geracdo mais utilizados que utilizam a sequenciagéo
por sintese (SBS) séo os sistemas HiSeq e MiSeq. O HiSeq é um instrumento de maior
escala enquanto que o MiSeq é conceitualizado como um sequenciador pessoal.
Dependendo da plataforma e dos reagentes, atualmente pode-se obter até 300 e 500 ciclos
de dados de sequéncias nas plataformas HiSeq e MiSeq respetivamente (Kozich et al.,
2013).

O sistema HiSeq (modelo 2500) aceita uma ou duas células de fluxo, cada uma com oito
vias. Neste sistema, uma unica célula de fluxo pode gerar até 300Gb de dados de 2x100
bp. Demora aproximadamente 11 dias para prosseguir automaticamente da geracdo do
cluster para a sequéncia final. No modo de execuc¢do rapida, uma célula de fluxo pode
gerar 60 Gb de leituras de 2x100 bp ou 90 Gb de leituras de 2x100 bp, necessitando de
27 horas e 40 horas respetivamente (Wang, 2016).

O sistema MiSeq aceita uma célula de fluxo de uma Unica via. Com os Kits de reagentes
atuais e referéncias padrdo, o MiSeq consegue gerar 5,1 Gb de leituras de 2x150 bp em
cerca de 24 horas. Utiliza-se 0 MiSeq quando a quantidade total de sequéncia desejada €
insuficiente para justificar o uso de uma célula de fluxo inteira do sistema HiSeq, que
pode ser devido ao baixo nimero de amostras a serem agrupadas em conjunto, ao tamanho

pequeno da regido alvo a ser sequenciada, ou devido a baixa cobertura (Wang, 2016).

e SOLID Sequencing

A plataforma Sequencing by Oligo Ligation Detection (SOLID), em vez de realizar a
sequenciacdo por sintese de um nucle6tido de cada vez, envolve a hibridacdo e ligacéo
de sondas e sequéncias ancora a uma cadeia de DNA (Tomkinson et al., 2006). As sondas
codificam uma ou duas bases conhecidas que fazem ligacdo complementar entre a sonda
e o template. As sequéncias ancora codificam uma sequéncia conhecida que é
complementar a uma sequéncia adaptadora, proporcionando um local para iniciar a
ligagéo (Landegren et al., 1988). Apos a ligagdo, a base ou bases conhecidas na sonda séo

identificadas e um novo ciclo comeca, apds a remogdo completa do complexo ancora-
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sonda ou por clivagem para remover o fluor6foro e promover regeneracdo do local de
ligacdo (Moorthie et al., 2011).

A plataforma SOLID utiliza sondas codificadas com duas bases, em que cada sinal
fluorométrico representa um dinucledtido (Valouev et al., 2008). Consequentemente, 0
seu output ndo esta diretamente associado a incorporacdo de um nucle6tido conhecido.
Uma vez que as 16 possiveis combinacfes de dinucledtidos (Figura 3.) ndo podem ser
individualmente associadas com fluor6foros espectralmente resollveis, utilizam-se
quatro sinais fluorescentes. Cada subconjunto de quatro combinagdes de dinucledtidos é
representado por um tipo de fluoréforo (color space). Assim, cada sinal de ligacao
representa um dos varios possiveis dinucleétidos que devem ser processados por imagem

durante a analise de dados (Massingham and Goldman, 2012; Lee et al., 2015).
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Figura 3. Viséo geral do esquema de codificacdo e descodificacdo de cores SOLID. (a) A
posicdo de base dentro da sequéncia de templates € delimitada por circulos brancos e
dever ser usada para nomear 0s arquivos de imagem, e os numeros de ciclos de sequéncia
reais sdo observados em ambos os lados. Cada extensdo de ligacdo é mostrada a cores
diferentes. (b) Esquema de codificacdo de color space SOLID. (c) Esquema de
descodificacdo SOLID. Desde que qualquer uma das identidades de base seja conhecida
(a vermelho), a sequéncia color space pode ser convertida numa sequéncia de nucleétidos

(Lee et al., 2015).
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A sequenciacdo SOLID tem varias vantagens. Uma delas € utilizacdo dos fluoréforos aos
subconjuntos que tras uma maior especificidade e maior reducdo de erros quando
comparada com o emparelhamento de bases de um unico nucleétido (Massingham and
Goldman, 2012). A metodologia de elongacdo do primer utilizada neste processo, €
também altamente tolerante a sequéncias repetitivas. Isto porque, na elongacao do primer
realizam-se cinco rondas de elongacéo e indicadores, cada uma das quais é seguida por
uma reposicdo do primer. Em cada ciclo, um primer universal é hibridizado com as
cadeias template, posicionando uma extremidade no inicio da regido a ser sequenciada.
Esta posicao é deslocada posteriormente por um nucledtido em cada ciclo subsequente da
elongacdo do primer. Sdo depois realizados varios ciclos de ligacdo, detecdo e clivagem
(Massingham and Goldman, 2012). Em cada passo de ligacéo é introduzido um conjunto
de oligonucledtidos ja marcados, e a cor do fluoréforo ligado a cada molécula
corresponde a sequéncia dos dois primeiros nucledtidos. Os restantes seis nucleétidos sdo
desnaturados. Realiza-se uma reacdo de ligacdo de modo que o fluoréforo ligado a cada
bead indica a sequéncia dinucleotidica em downstream da do primer de sequenciacdo. O
substrato é lavado, e uma imagem digital é adquirida para documentar a cor ligada a cada
bead (Massingham and Goldman, 2012).

Entdo, a codificacdo color space dos nucleotideos permite um certo grau de protecdo
contra erros. Uma vez que cada nucleétido é sondado duas vezes, as muta¢es pontuais
manifestam-se sempre com duas mudancas de cor em relacdo ao padrdo nas duas rodadas
sucessivas da elongacdo do primer. Uma Gnica mudanca de cor normalmente reflete um
erro de sequenciagéo (Massingham and Goldman, 2012).

A sequenciacdo SOLID pode ser realizada na plataforma Applied Biosystems series 5500
Genetic Analyzer que utiliza um ou dois FlowChips. Cada FlowChip tem seis colunas que
permite gerar cerca de 120 Gb de dados no modo de sequenciacdo de fragmentos 1x75
bp. No modo 2x50 bp, cada chip gera rotineiramente 160 Gb. Existem outras plataformas
mais antigas disponiveis, mas tém uma menor capacidade de sequencia¢do (Sara El-
Metwally et al., 2014).
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e Sequenciacgdo lon Proton

Todas as plataformas acima descritas envolvem a tradugéo da sequéncia de DNA paraum
evento fisico detetavel. Enquanto que a sequenciacao de Sanger, a sequenciacao lllumina
e SOLID séo baseadas na detecdo com base na fluorescéncia, a plataforma lon Torrent
da Life Technologies baseia-se na conversdo da sequéncia em pequenas alteracdes de pH
que ocorrem como resultado da libertacdo do H* quando os nucle6tidos séo incorporados
numa sequéncia de elongacdo (Merriman and Rothberg, 2012; Yuan et al., 2016).

A preparacdo da biblioteca para esta plataforma envolve a fragmentacdo, a ligacdo do
adaptador e a selecdo do tamanho. As moléculas da biblioteca sdo ligadas a superficie dos
beads e amplificadas por emPCR de modo que cada bead é revestido com uma populagao
homogénea de moléculas. Cada bead é entdo disperso num poco a superficie de um chip
de matriz de sensores semicondutores (Figura 4.) construidos pela tecnologia
complementar de semicondutores de 6xido metalico (CMOS) (Merriman and Rothberg,
2012).

O substrato tem a propriedade de que cada poco, que contém um transistor sensivel a ides,
funciona como um medidor de pH que é extremamente sensivel as flutuacdes de pH. A
sequenciacdo da lon Torrent é realizada inundando a placa com uma espécie de
desoxinucle6tido (dA, dC, dG, dT) de cada vez. Em cada poco, a incorporagdo de um
nucleotido provoca a libertacdo de um pirofosfato e um H*, que produz uma alteracéo no
pH. A mudanca na concentracdo de H* fornece uma mudanca na voltagem na porta do
transistor, permitindo que a corrente passe através do transistor, produzindo um sinal. Os
homopolimeros, isto €, nucleétidos multiplos, causam a incorporacdo de uma maior
numero de nucledtidos, com uma mudanga de pH correspondente maior e,

consequentemente, um sinal maior (Merriman and Rothberg, 2012).
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Figura 4. Design do sensor, poco e chip utilizados pela lon Torrent. (a) Desenho
simplificado de um poco e um bead que contém um template de DNA, com o sensor e
eletrénica subjacente. Os protbes (H™) sdo libertados quando os desoxinucleotidos
(dNTP) sé&o incorporados nas cadeias de DNA em crescimento, alterando o pH do pogo
(ApH). Isto induz a uma alteracdo no potencial de superficie da camada de detecdo do
oOxido de metal, e uma alteragdo no potencial (AV) do terminal da fonte do transistor. (b)
Micrografia dos eletrdes mostrando o alinhamento dos pogos sobre a placa de sensor de
metal ISFET e as camadas eletronicas subjacentes. (c) Os sensores sdo dispostos numa
matriz bidimensional. Um registo da selecdo de linha permite que cada sensor acione a
sua tensdo da fonte para uma coluna e um registo da selecéo da coluna seleciona uma das

colunas para o output que € registado eletronicamente (Rothberg et al., 2011).

A reacgdo da sequenciacdo ¢ altamente analoga a pirosequenciacéo, com uma diferenca de
que o pH é detetado em vez da luz, e a taxa de transferéncia do método depende do
namero de pocgos por chip, que por sua vez, esta relacionado com a restri¢cdo de fabricacdo
dos semicondutores. Uma série de chips Proton transporta cerca de 154 milhdes de pocos,
cada um com 1,25 um de diametro com um espacamento de 1,68 um (Merriman and
Rothberg, 2012), no entanto ja foram lan¢ados novos chips, lon 316 e lon 318 que contém
165 e 660 milhGes de pocos respetivamente (Moreno, 2013) aumentando o seu
rendimento.
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Na gama alta de desempenho da lon Torrent Personal Genome Machine (PGM™), as
referéncias atuais sdo de 45,5 milhdes com leituras de 400 bp (1,2 Gb de sequéncia) e
com um tempo de execucdo de 7,3h (lon PGM System Specifications 2013).

A utilizagdo de desoxinucle6tidos naturais, acima referidos, em vez dos seus derivados,
torna este método unico ao reduzir a parcialidade na sequenciacdo relacionada com a
incorporacdo de nucledtidos ndo naturais. Em comparacgdo com as outras plataformas, as
leituras s&o relativamente longas, e 0os tempos de reacdo sdo muito curtos (cerca de 3h
para 300 bases) (Merriman and Rothberg, 2012). O software associado a sequenciacao
do lon Torrent é distribuido como um produto de cédigo aberto que contribuiu para a sua

adesdo relativamente ampla.

e Sequenciadores genémicos Roche 454

As plataformas Roche 454 sdo baseadas na pirosequenciacdo. Na configuracdo
convencional, isto €, non-array-based, a pirosequenciacdo ¢ um método altamente
sensivel para a sequenciacdo por sintese. Uma cadeia template de DNA é imobilizada e
exposta a desoxinucleotidos individuais, na presenca da DNA polimerase, na luciferase,
e na ATP sulurilase, que esta ilustrado na figura 5 (Mardis, 2008).

A luciferina esta presente como um substrato da luciferase, e o fosfosulfato de adenosina
50 apresenta-se aqui como o substrato para a ATP sulfurilase. Cada nucleétido
incorporado provoca a libertacdo de uma porcdo de pirofosfato inorganico (PPi), e este
PPi é combinado com o fosfosulfato de adenosina 50 para formar adenosina trifosfato
(ATP) numa reacdo catalisada pela ATP sulfurilase. Na presenca de ATP, a luciferase
converte a luciferina em oxiluciferina, emitindo luz, que resulta num sinal que pode ser
captado. Para evitar o consumo de dATP pela luciferase, resultado na emissédo de sinais
aberrantes, o dATPaS é utilizado como fonte de nucleétidos de desoxiadenosina. A
apirase é adicionada mais tarde para degradar os trifosfatos para nucledtidos
monofosfatados com um fosfato inorgéanico Pi, iniciando-se um novo ciclo (Mardis,
2008).
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Figura 5. Metodologia da Roche 454: Preparacdo da biblioteca, PCR em emuls&o, e

carregamento de chips seguindo-se a sequenciacdo (Mardis, 2008).

A pirosequenciacdo foi mais tarde adaptada pela corporacao 454, para ter um rendimento
mais alto, desenvolvendo uma plataforma paralela altamente multiplexada. Os
fragmentos de DNA da biblioteca sdo capturados na superficie de pequenos beads, com
uma diluicdo limitante que assegura que cada bead receba apenas uma Unica molécula
(Figura 5.). Estas moléculas de DNA s&o amplificadas numa emulséo de 6leo em agua
(emPCR) na superficie dos beads, e em seguida sdo imobilizadas na superficie da placa
PicoTiter dentro de um poco. A fibra ética utilizada neste processo, permite que a emissao
da luz em cada poco seja detetada (Mardis, 2008).

O 454 GS20 Genome Sequencer, lancado em 2005, foi a primeira plataforma NGS a
tornar-se comercialmente disponivel. As plataformas atuais incluem o sistema GS FLX1
e 0 GS Junior, que é uma versdo mais baixa (Sara EI-Metwally et al., 2014). Estes
instrumentos incorporam a Otica e reagentes necessarios para executar a reacdo de
sequenciacao e capturar os dados resultantes deste metodo. O GS FLX1, em combinagéo

quimica do GS FLX Titanium (Gilles et al., 2011), é frequentemente citado como tendo
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comprimentos de leitura até 1000 bp, e uma producdo de 700 Mb por execucdo de 23
horas. Tem uma precisdo reportada de 99,9% com uma cobertura de 15x. O GS Junior,
com a quimica do GS Junior Titanium, tem comprimentos de leitura de 400 bp, e uma
taxa de transferéncia de 35 Mb em 10 horas de execugdo. A sua precisdo situa-se nos 99%
(Sara EI-Metwally et al., 2014). A grande vantagem que esta plataforma 454 oferece
incluiu a producdo de um comprimento de leitura longo e um tempo de resposta curto
(Sara EI-Metwally et al., 2014).

6.2.1. Aplicacdo clinica

A tecnologia NGS é comumente usada para o teste de mutacdes humanas herdadas nas
doencas genéticas e também, para mutacGes adquiridas nas aplicagdes de oncologia,
incluindo o diagndstico de cancro , progndstico e previsdo de resposta a quimioterapia
(Shen et al., 2015). A sequenciacdo de genes isolados ou porcbes de genes que
transportam mutacgdes especificas, é eficiente em termos de custo e tempo e tornou a
sequenciacdo acessivel nos laboratorios clinicos dos grandes centros médicos (Shen et
al., 2015). Os paineis de genes pré-concebidos estdo atualmente comercialmente
disponiveis em Kits dedicados para a sequencia¢do amplicon (pedaco de DNA ou RNA
que é o produto de um processo de amplificacdo ou replicacdo), incluindo os painéis de
cancro lon AmpliSeq Ready-to-Use (Life Technologies) (Ion AmpliSeq™ Library
Preparation for Human Identification Applications 2015), o painel TruSegqsAmplicon
Cancer (lllumina) (TruSeg® Amplicon - Cancer Panel 2012), e o painel
NimbleGenSeqCap EZ Comprehensive Cancer (Roche) (van der Werf et al., 2015). Para
além disso, estes painéis de genes personalizados podem ser usados noutras plataformas
de sequenciacdo. Os painéis AmpliSeq e TruSeq dependem do PCR multiplex tanto para
a selecéo do alvo como para a amplificacdo, enquanto que o sistema NimbleGenSeqCap
combina métodos de captura de hibridizacdo da solu¢cdo com a amplificacdo de PCR
secundaria para a formacé&o das bibliotecas de amplicon. A implementacéo da tecnologia
NGS num laboratério clinico é, no entanto, complexa e requer conhecimentos

significativos em aspetos cinicos, técnicos e bioinformaticos (Gullapalli et al., 2012;
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Loman et al., 2012). Os laboratorios que tém esta tecnologia implementada, aplicam
rigorosamente todas as medidas de qualidade para o desenvolvimento, validacdo e
garantia da qualidade da NGS sob a orientac&o rigorosa de véarios regulamentos (Endrullat
etal., 2016).

6.2.2. LimitacOes técnicas

Apesar das conquistas cientificas que as plataformas de 22 geracdo proporcionaram,
existem limitagdes que, de alguma forma, ndo permitem que se explore todo o potencial
que estas oferecem, abrindo caminho para o desenvolvimento de técnicas para a
sequenciacdo de DNA da 3? e 42 geracdo, descritas com mais detalhe a seguir (Park and
Kim, 2016).

Comegando pela plataforma SOLID, a sua desvantagem incluiu a sua complexidade
conceitual (Shendure and Ji, 2008). Os comprimentos de leitura curtos tornam a
montagem da sequéncia dificil, particularmente para a de novo assembly (Liu et al.,
2012). Esta tem sido muito atil nos estudos de transcriptomas e genomas (Cao et al.,
2015) e esta limitacdo faz com que esta plataforma néo seja ideal para esses estudos.
Procedendo para a plataforma lon Torrent, uma desvantagem frequentemente citada € a
sua taxa de erro relativamente elevada em comparacdo com as plataformas baseadas na
Illumina, particularmente nas regides homopoliméricas. Algumas fracdes e leituras sdo
rejeitadas devido a ensaios de qualidade insuficientes, incluindo problemas na razéo
sinal/ruido, a aglomeracdo de beads, os beads ndo clonais, ou falha na incorporacdo de
um bead num dado sensor. Uma vez excluidas estas leituras, uma precisdo de 99,5% foi
relatada para as leituras de 250 bp (Merriman and Rothberg, 2012).

A fonte de erro mais problematica esta relacionada com os homopolimeros, cujo
comprimento deve ser deduzido a partir da altura do pico. Mesmo uma preciséo de 99,3%
(Merriman and Rothberg, 2012) dentro dos homopolimeros significa que havera leituras
corretas em 96,5% do tempo, o que é significativo dado que leituras com este
comprimento ndo sdo incomuns no genoma. As dificuldades de sequenciacdo através dos

homopolimeros causam incertezas na sequéncia da prépria leitura e também causam um
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desfasamento dos nucleotideos subsequentes devido a extensdo incompleta, embora a
ordem em que os nucleotideos sdo fluidos através do chip possa ser alterada para atenuar
estes problemas (Massingham and Goldman, 2012).

Na plataforma Roche 454, o custo por base sequenciada para esta plataforma é
extremamente alto, o que faz com que este facto seja a maior desvantagem desta
plataforma. O custo ronda sensivelmente os 10 dolares por milh&o de bases (Liu et al.,
2012). Para além disso, 0 passo da sequenciacao, que envolve os homopolimeros, é uma
outra limitacdo significativa. Tal como a sequenciacdo pelo lon Torrent, o0s
homopolimeros sdo detetados como eventos de incorporacdo de grande magnitude a
medida que os nucleotidos séo incorporados (Shendure and Ji, 2008). A relacéo entre o
comprimento do percurso e a intensidade do sinal, isto é, a rea sob a curva, ndo é
estritamente estequiométrica, no que resulta em dificuldades acrescidas para a
sequenciacdo nos homopolimeros com mais de 5 bases de comprimento (Sara El-
Metwally et al., 2014).

Para a plataforma Illumina, o que se verifica é que os comprimentos de leitura sdo
limitados devido a uma multiplicidade de fatores que causam a degradacdo do sinal. A
clivagem incompleta de marcadores fluorescentes contribuiu para o desfasamento do
sinal. Uma outra desvantagem que se aponta € o facto dos instrumentos Illumina serem
caros comparativamente com os das outras plataformas (Shendure and Ji, 2008).

Na tabela que se segue, apresenta-se de uma forma resumida as vantagens e desvantagens

de plataformas comercialmente disponiveis.

Tabela 2. — Vantagens e desvantagens das plataformas NGS (Adaptado de Sara El-
Metwally et al., 2014)

Instrumento Principais Vantagens Principais Desvantagens
454 FLX Titanium Longo comprimento de Custos elevados por MB.
leitura.
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Continuacao da tabela 2.

454 FLX +

[llumina HiSeq 2000

[llumina MiSeq

lon Torrent — PGM™

Continuacdo da tabela 2.

lon Torrent — Proton

SOLiD 5500xl

Dobro maximo do
comprimento de leitura do
Titanium.

Possui duas células de
fluxo e menor custo por
MB em todas as
plataformas.

Custo do instrumento
moderado; custos por MB
moderados; maior
comprimento de leitura da
[Hlumina.

Instrumento facil de usar;
instrumento de baixo
custo com chips
descartaveis.

Instrumento de custos

moderados; custo similar
ao MiSeq mas com mais
comprimentos de leitura.

Cada flow-chip pode ser
executado
independentemente;
grande taxa de preciséo.

Alto custo de capital e por
MB; Problemas na
atualizacdo.

Elevado custo de capital e
necessidade elevada de
computacéo.

Baixas leituras e maior
custo por MB quando
comparado com o HiSeq.

Maior taxa de erro que a
Illumina; maior custo por
MB em comparagdo com 0
MiSeq.

Maior taxa de erro que a
Illumina; leituras mais
curtas que o MiSeq e
HiSeq 2500 Rapid Run.

Longevidade da
plataforma: curtas leituras;
maior dificuldade de
processamento de dados
que a lllumina; grande
custo de capital.
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6.3. Sequenciacao de 3?2 e 42 geracao

Como foi descrito anteriormente, os métodos de segunda geracao requerem a preparacao
de uma biblioteca seguindo-se a sua amplificagdo em PCR. Estes passos sdo laboriosos,
consomem tempo e recursos, e certas regides que séo amplificadas resultam em erros de
PCR que se refletem nos dados analisados (Rhoads and Au, 2015).

Os métodos de 3% geracdo contornam estes problemas, uma vez que adotam uma
abordagem de sequenciacao de uma Unica molécula e detém a capacidade de detetar sinais
muito pequenos sem comprometer a sua precisdo. Ou seja, ndo tém a necessidade de
amplificar o template, embora o préprio passo de sequenciacdo ainda envolva a
sequenciacao por sintese (Roberts et al., 2013). As plataformas atuais da terceira geracéo
incluem as seguintes plataformas — PacBioRS (Ferrarini et al., 2013) fabricada pela
Pacific Biosciences, e Heliscope Sequencer (John F. Thompson and Steinmann, 2010)
produzida pela Helicos BioSciences.

Nesta parte, as abordagens de 42 geracdo serdo definidas como aquelas que envolvem a
analise da sequéncia de moléculas de DNA Unicas, ndo envolvendo etapas de
amplificacdo. A sequenciacdo é realizada sem a sintese de DNA, e por essa razdo, ndo ha
marcacdo dos nucledtidos nos passos de detecdo. As tecnologias baseadas em nanoporos
sdo os melhores exemplos das plataformas de 42 geracdo, sendo a Oxford Nanopore
Technology (ONT) (Feng et al., 2015) a Gnica comercialmente disponivel.

Existem outras tecnologias em desenvolvimento, como a Transmission Electron
Microscopy (Bell et al., 2012) e a Electronic Sequencing (Fuller et al., 2016), mas estas
ainda ndo sdo usadas no uso clinico e ndo estdo disponiveis comercialmente. No entanto,

as suas caracteristicas e designs inovadores faz com que valha a pena serem mencionadas.

e Helicos HeliScope

HeliScope baseia-se na tecnologia de sequenciacdo de uma unica molécula e foi a

primeira plataforma capaz de sequenciar moléculas individuais. Esta foi desenvolvida

pela, agora defunta, Helicos Biosciences e tal como nas outras plataformas a HeliScope

necessita de uma biblioteca de DNA. Esta é construida pela fragmentacéo, antes da adigdo
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da cadeia poli-A (Figura 6.) em cada molécula, aleatdria da amostra do genoma e estes
fragmentos sdo posteriormente desnaturados e hibridizados na célula de fluxo com
oligbmeros poli-T ligados a superficie. As polimerases passam na célula de fluxo com
um tipo de nucledtido de cada vez (A, T, C e G) e as sequéncias reversas pelas polimerases
que comecam pelos oligonucle6tidos poli-T (Kircher and Kelso, 2010). Os ciclos de
sequenciacdo por sintese prosseguem com recurso a nucledticos marcados
fluorescentemente que s&o depois visualizados com uma camara CCD. E lida primeiro a
fluorescéncia das adenosinas que se ligam as sequéncias, depois as bases citosina,
marcadas também fluorescentemente que complementam a sequéncia. A leitura é
novamente feita e 0 processo repete-se para todas as outras bases até se atingir o
comprimento de leitura desejavel (Kircher and Kelso, 2010). Um terminador de cadeia
previne a adicdo de nucleétidos extra em cada ciclo o que eliminava os erros que

pudessem advir desse passo.
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Figura 6. — Sequenciacdo de uma unica molécula pela HeliScope (Kircher and Kelso,
2010).
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Uma vez que esta plataforma nédo requer um passo de amplificacdo antes da sequenciacao,
devido a abordagem true single-molecule sequencing (tSMS) (Pareek et al., 2011) que
esta emprega, evita-se assim mutacdes artificiais de DNA introduzidas pelos ciclos de
PCR. Para além disso, a abordagem tSMS pode ser usada para as aplicaces RNA-seq
diretas, o que representa uma grande vantagem sobre 0s outros métodos de sequenciagédo

paralelos.

e Single-Molecule Real-Time (SMRT) da Pacific Biosciences

A tecnologia SMRT baseia-se em trés processos-chave que incluem, a célula SMRT que
permite observar a incorporacdo dos acidos nucleicos individuais em tempo real; a
utilizacdo de 4acidos nucleicos fosforilados, que permite a obtencdo de longos
comprimentos de leitura; e uma nova plataforma que permite a detecdo de uma Unica
molécula (Yanhu et al., 2015). De um modo resumido, para sequenciar o DNA, utiliza-
se as células SMRT que contém um chip de sequenciacdo, que por sua vez, integra
milhares de guias de ondas 6éticas (ZMWs — Zero-mode waveguides). Estes guias,
também conhecidos por nanowaveguide, sdo produzidos por técnicas de fabricacdo de
semicondutores que utilizam estruturas fisicas com um revestimento de aluminio num
substrato de silica transparente com capacidade de criar ondas eletromagnéticas presentes
no espectro visivel (Foquet et al., 2008). Portanto, a sequenciacdo de uma unica molécula
de DNA é realizada apenas por uma DNA polimerase que se encontra ligada ao fundo de
cada um dos ZMW (Figura 7.) (Pile, 2009).

A medida que a luz se desloca através da pequena abertura, e também devido as suas
caracteristicas fisicas, torna-se possivel medir a atividade de uma tnica molécula de DNA
polimerase. Esta molécula esta ligada ao fundo do guia de ondas, e como o volume do
tampao iluminado num guia ZMW individual contém apenas 20 zeptolitros (20x10%
litros), permite a observacdo da emissdo a partir das bases individuais que séo
incorporadas na cadeia de DNA numa matriz do dispositivo CCD. Mesmo assim, a
abordagem SMRT ainda envolve a sequenciagéo por sintese que utiliza dNTPs marcados

com fluorescéncia (Korlach et al., 2008).
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Emission

llumination

Figura 7. — Sequenciacdo de um (nica molécula de DNA em tempo real num

nanowaveguide (Pile, 2009).

Esta técnica tem bastantes vantagens, e uma delas distingue-se pelo facto de produzir
leituras com comprimentos rotineiramente de 3000 bp, podendo também atingir
comprimentos que rondem os 20.000 bp (Roberts et al.,, 2013). Esses longos
comprimentos de leitura tornam a de novo assembly de contigs (conjunto de segmentos
de DNA sobrepostos que, em conjunto, representam uma regido consensual de DNA) e
genomas muito mais simples. Estas leituras com longos comprimentos permitem resolver
variantes estruturais como insercdes e zonas repetitivas de guanina e timina que facilita a
localizag@o de uma leitura no genoma de referéncia (Tattini et al., 2015). Embora essas
leituras individuais contenham uma percentagem significativamente maior de erros,
guando comparado com as leituras provenientes da Illumina e outras plataformas
(Goodwin et al., 2016). Esses comprimentos de leitura fornecem sequéncias concisas que

séo estatisticamente relevantes com um alto grau de preciséo.
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Uma outra vantagem que se realca é o facto desta técnica possibilitar a identificacdo direta
de modificacdes epigenéticas. Como a reacdo de sequenciacdo rastreia a taxa de
polimerizacdo do DNA, pequenas mudangas que acontecam na cinética da sua
polimerizacdo causadas por modificacfes epigenéticas, como metila¢Bes, resultam na

mudanca do timing de quando os sinais fluorescentes sdo observados (Figura 8.).
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Figura 8. — Detecdo das bases de DNA modificadas durante a sequenciacdo SMRT. A
presenca da base modificada (a vermelho) na cadeia de DNA (no topo) resulta numa
incorporacdo tardia do nucleétido T quando comparada com o template de DNA controlo
(em baixo) (Flusberg et al., 2010).

Foi recentemente lancada uma versdo melhorada da plataforma se sequenciacdo SMRT
denominada PacBioRS2. Esta versao tem um maior nimero de células ZMW, duplicando

assim o seu rendimento na sequenciacdo (Rhoads and Au, 2015).

e Sequenciacido Nanopore

Em contraste com todos os outros métodos ja referenciados, a sequenciacdo de DNA
baseada na tecnologia de nanoporos ndo envolve SBS, sendo por isso designada como

sequenciacdo de 42 geracdo (Feng et al., 2015). A sequenciacdo baseada em nanoporos,
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utilizada pela plataforma ONT, depende de varia¢Ges nas correntes elétricas que resultam
da translocacdo das moléculas de DNA através de nanoporos que perfuram a membrana.
Embora existam varias varia¢des técnicas na sua abordagem, todas elas dependem de uma
pequena voltagem (100mV) (Branton et al., 2008) que é aplicada atraves da membrana
que separa duas camaras cheias de eletrdlitos aquosos. Estes poros podem ser fabricados
a partir de materiais a base de carbono, como a grafite, ou por proteinas bioldgicas como
a a-hemosilina (Feng et al., 2015). A utilizagdo dos poros bioldgicos possibilita a facil
modificacéo e a produgdo em massa destes, com tamanhos bem definidos, enquanto que
0s nanoporos a base de carbono possibilitam a estabilizacio da membrana e o
posicionamento das proteinas (Moreno, 2013).

Cada nanoporo possui localmente a cadeia de DNA enrolada que permite que 0s
nucleotidos sejam transferidos sequencialmente através do poro (Figura 9. a)). Uma vez
que a molécula de translocacdo bloqueia parcialmente a corrente de iGes através do
nanoporo, as alteracdes da corrente sdo utilizadas para deduzir a sequéncia dos

nucleotidos da cadeia de &cido nucleico (Branton et al., 2008).
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Figura 9. — Sequenciacdo por nanoporos. a) Translocacdo do polinucledtido (a preto)
através do nanoporo controlado por uma enzima (a vermelho). b) Corrente idnica

registada através do nanoporo (Deamer et al., 2016).

Foi necessario a incorporacdo de enzimas e, posteriormente, algumas manipulacfes a

nivel enzimatico para que a sequenciacdo fosse possivel. No inicio, a identificagdo das
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bases era dificil porque estas atravessavam a regido de detecdo do poro em menos de 10
ps. A identificacdo dos nucledtidos usando as pequenas modificacdes de corrente
necessitava de uma maior razdo sinal/ruido, exigindo que cada base residisse na zona de
detecdo do nanoporo por, pelo menos, 100 ps. A utilizacdo da phi29 DNA polimerase por
exemplo, permitiu o controlo da velocidade da deposicdo das bases no poro, tornando
possivel a leitura individualizada dos nucleétidos presentes na sequéncia (Figura 9. b))
(Deamer et al., 2016).

A ONT desenvolveu recentemente as plataformas GridlON e MinlON (Figura 10.) que
competem com outros métodos de sequenciacao tanto a nivel de precisdo como de custo.
A MinlON ¢é um dispositivo portatil e do tamanho de uma pen-drive, sendo esta a Unica
plataforma descartavel em miniatura disponivel no mercado (Moreno, 2013).

O interesse pela sequenciacdo por nanoporos reside sobretudo pelo facto deste método
fornecer uma sequéncia de moléculas de DNA individuais com comprimentos de leitura
muito longos (podem atingir os 50.000 bp) (Branton et al., 2008) e a portabilidade que a
plataforma MinlON oferece.

Figura 10. — Dispositivo MinlON (Oxford Nanopore Technologies, 2013).

e Transmission Electron Microscopy

Uma vez que os nucledtidos numa cadeia de DNA ndo podem ser diretamente detetados
por microscopia eletronica, a sequenciacdo baseada na microscopia eletrénica requer a
modificacdo individual das bases por referéncias que tém um maior nimero atomico.

Numa abordagem que é analoga a utilizacdo de fluordforos para marcar o DNA no
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método de Sanger, utilizam-se passos de amplificacdo para marcar as diferentes bases da
cadeia de DNA que tém um contraste diferente na microscopia eletrénica. Tem uma
capacidade potencial de produzir comprimentos de leitura que ultrapassem os 100.000 bp
(Bell et al., 2012), mas o passo de sequenciacdo ndo é inteiramente direto porque é
necessario um espacamento de base a base uniforme para obter leituras confidveis. Este
tipo de sequenciagdo é ainda muito tedrico e ndo existem ainda plataformas

comercialmente disponiveis.

e Electronic Sequencing

Este método inclui 0 uso de campos magnéticos e eletrénicos para imobilizar beads que
transportam o0s acidos nucleicos para serem sequenciados. Algumas etapas de
sequenciacado eletrénica foram demonstradas em sistemas modelos, mas esta tecnologia

ainda esta em desenvolvimento (Fuller et al., 2016).

6.3.1. Aplicacdo clinica

As sequenciacdes de 3% e 42 geracdo tém tido um grande impacto nos estudos epigenéticos
que, consequentemente, tém vindo a auxiliar o desenvolvimento de novos farmacos.
Como os perfis epigenéticos sdo dependentes do tipo de célula e sdo criados por fatores
genéticos e ambientais, a exploracdo destes mecanismos epigenéticos levou a descoberta
de novos biomarcadores que sdo uteis no desenvolvimento de farmacos (Heerboth et al.,
2014). Ja existem biomarcadores disponiveis baseados na epigenética, como por
exemplo, a associa¢ao da metilacdo do septo 9 ao cancro colorretal (Y. Li et al., 2014), e
farmacos, como o Vorinostat (Bubna, 2015) que é um inibidor da histona desacetilase
para o tratamento do linfoma cutaneo das células T, que foram, entretanto, desenvolvidos
recorrendo ao auxilio das técnicas de 3? geracdo (Ozsolak, 2012).

O recurso a sequenciagédo da 3?2 geracdo tambeém ndo s6 permitiu a observacéo do estado
de metilacdo e detecdo direta das modificagdes dos nucledtidos, como também

possibilitou que outros componentes epigenéticos fossem estudados, nomeadamente a
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organizacdo da cromatina e modificacdes de histonas (Heerboth et al., 2014). A
integracdo dos estudos epigenéticos e 0s mecanismos transcriptdomicos possibilitaram a
descoberta de novos biomarcadores que fossem aplicados nas vacinas. As diferengas nas
respostas induzidas pelas vacinas s6 podiam ser detetadas nos estudos de células unicas
e ndo com as abordagens tradicionais que envolviam a medicdo de um sinal médio num
grande numero de células. As técnicas da 22 geracdo eram aplicadas nas medicGes de
células Unicas, mas 0s passos necessarios para a manipulacdo de células diminuiram
significativamente a qualidade dos dados. Dai que as técnicas de 3% geracdo
providenciaram uma solucdo mais direta para os estudos que envolviam populacdes de
células raras, tais como as células tumorais circulantes (Yu et al., 2011) e a determinacéo
dos mecanismos de expressao de genes nas células T CD8 no desenvolvimento de vacinas
(Flatz et al., 2011).

Para que o potencial maximo da sequenciacdo da 3% e 42 geracdo seja atingido para o
desenvolvimento de farmacos, as empresas detentoras das plataformas necessarias para
tal, necessitam de alcancar viabilidade econémica (Ozsolak, 2012). Os sequenciadores de
alto rendimento da 22 geracéo de baixo custo séo as preferiveis para ambientes de pesquisa
e diagndstico o que dificulta a introducdo das plataformas de 32 geracdo no mercado. Isto
quer dizer que a conquista e viabilidade comercial destas empresas dependera, em grande
parte, da sua capacidade de diferenciacdo e oferta, assim como as suas vantagens
econdmicas (Branton et al., 2008).

6.3.2. Limitaces técnicas

Embora as técnicas de 32 geragcdo apresentem um grande ndmero de vantagens face as
técnicas de 22 geragdo, estas ainda continuam a ser otimizadas de modo que as suas
limitacOes sejam superadas e 0 seu custo justifique a sua adesdo nas varias areas
cientificas (Heather and Chain, 2016).

A nanopore sequencing, apesar da sua elevada sensibilidade e baixo custo, a maior
limitacdo deste método consiste na destruicdo da amostra no processo da sequenciacao

que pode ser considerado como um obstaculo para as aplicacbes com amostras preciosas,
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ndo permitindo um segundo ciclo de leitura para reducéo de erros (Kircher and Kelso,
2010).

Em relac&o a plataforma Heliscope que utilizava a abordagem tSMS, a sua desvantagem
mais significativa residia no comprimento de leitura, que se situava entre os 25 e 150 bp
(King, 2015). O tempo da reacéo da sequenciagdo, que demorava sensivelmente cerca de
8 dias (Donaldson et al., 2015) a ser completada, também era uma grande desvantagem
principalmente para os grandes centros clinicos que pretendessem utilizar esta tecnologia.
O sistema PacBio SMRT parece incrivel, mas ndo o ¢é devido a algumas limitages. Um
dos principais problemas que apresenta é a sua célula de fluxo ndo ter um rendimento tdo
alto quando comparado com a plataforma Illumina (Goodwin et al., 2016). Nem todas 0s
ZMWs realizardo reacOes de sequenciacdo bem-sucedidas. Alguns dos pocos
simplesmente ndo apresentam o template DNA o que influencia o rendimento da
plataforma (Ghorbanpour et al., 2017). A PacBio tem leituras longas, mas com menos
rendimento, do que a Illumina, que tem leituras mais curtas mas com um melhor
rendimento j& que utiliza mais do que uma célula de fluxo (Roberts et al., 2013). Um
outro problema que apresenta € a sua taxa de erro ser mais alta do que a da Illumina. Séo
precisos muitos passos na metodologia para adquirir uma precisao de 99%, o que depois

se reflete no custo da plataforma (Ghorbanpour et al., 2017).
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7. Conclusao

O desenvolvimento de novas técnicas de sequenciagdo aliadas a inovagdo das PCRs,
contribuiu significativamente para o conhecimento do genoma humano. Todo este
esforco cientifico abriu portas para a terapia personalizada ser empregue na pratica
clinica. A premissa de um medicamento para todos esta cada vez mais recuada sempre
que se desvenda mais um mistério genético através da tecnologia acessivel e simples que
nos € apresentada hoje em dia. A sequenciagdo de 3?2 e 42 geracdo mostram-se cada vez
mais prometedoras na area da investigacdo clinica ao revelar projetos ambiciosos que
visam a compreensdo da informacdo codificada nos genomas inteiros, assim como a
completa caracterizagdo dos transcriptomas e uma melhor compreensao da relagéo entre
as proteinas e DNA. Tal esclarecimento nestas areas auxiliam a industria farmacéutica no
desenvolvimento de novos farmacos que podem ser aplicados na terapia individual dos
doentes, de forma a solucionar os presentes desafios relacionados com a metabolizacédo
de farmacos e os efeitos adversos intrinsecos a estes. Porém, este sonho da terapia
individualizada est& ainda muito longe de ser concretizado visto que emergem questdes
de caracter econémico e, sobretudo, de caracter ético.

O impacto financeiro dos farmacos sempre foi um aspeto relevante na industria
farmacéutica. Atualmente, cerca de 30 grandes empresas farmacéuticas estdo a investir
na farmacogendmica, como por exemplo a Roche e a Pfizer, e o principal interesse das
empresas na farmacogendmica € melhorar a sua eficacia na descoberta e desenvolvimento
de novos medicamentos. Para alguns, o conceito da farmacogenémica no mercado
adaptado a uma subpopulacdo com um gendtipo especifico tem sido visto muito
desfavoravelmente porque pode excluir doentes com gendtipos particulares e levar ao
aumento de reagdes adversas a medicamentos, ja que o farmaco é apenas comercializado
para um grupo restrito de individuos. Mas é provavel que as empresas estejam mais
interessadas em identificar possiveis reacfes adversas, ao ter em conta as enormes
implicagdes financeiras da retirada do produto do mercado. As empresas farmacéuticas
parecem estar menos interessadas nos farmacos com licenga, exceto quando podem lucrar

com uma eventual extensdo da licenca, como ja aconteceu com o farmaco abacavir usado
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no tratamento do HIV. Foi reportado que alguns doentes apresentam sérias reacoes de
hipersensibilidade ao abacavir, pelo que é necessaria uma interrupcao no tratamento com
esse farmaco. No entanto, a recente disponibilidade dos testes genéticos para a
hipersensibilidade pode reduzir substancialmente esse risco, 0 que equivale a continuacao
da comercializacdo desse medicamento. Dado que os custos para 0 desenvolvimento de
um novo farmaco sdo exorbitantes (em média rondam os mil milhdes), os custos dos
testes genéticos sdo bastante acessiveis e, por isso, mais atraentes para as empresas.
Embora exista 0 risco de segmentagdo no mercado, a maioria das empresas estdo
interessadas em desenvolver medicamentos eficazes e seguros para todos 0s subgrupos.
A farmacogenomica pode ajudar a recuperar medicamentos que sdo ineficazes na
populacdo em geral, mas que sdo eficazes num subgrupo. Porém, é improvavel que 0s
medicamentos retirados do mercado por questdes de seguranca sejam resgatados. A
maioria desses farmacos estara fora da patente e, por consequéncia, deixam de ser
financeiramente atrativos. Os dados genéticos necessarios para o desenvolvimento de
testes adequados possivelmente deixardo de estar disponiveis. Contudo, mesmo que a
indUstria ndo tenha interesse em desenvolver farmacos para um determinado subgrupo, o
seu investimento é salvaguardado uma vez que podem vender os seus direitos a empresas
mais pequenas e inovadoras que estdo dispostas a apostar na continuacdo do
desenvolvimento do medicamento para esse subgrupo.

Em termos de diagnostico, como ja foi previamente discutido, embora existam
biomarcadores genéticos que os clinicos podem usar para prever a eficacia e/ou
toxicidade, o verdadeiro desafio estara na resolucdo das mais variadas questdes que
surgirdo, a saber: se os biomarcadores devem ser utilizados na avaliagdo do doente e saber
quando utilizar os testes de diagnostico. Muitos cientistas defendem que a utilidade
clinica dos biomarcadores é apropriado nos doentes e que estes testes sdo um
investimento na saude publica, prometendo melhorar o resultado clinico e a partilha do
conhecimento cientifico nos varios centros. Outros, defendem que é dificil prever até que
ponto a informagdo nas varias variantes genéticas é relevante no tratamento clinico. As
barreiras comerciais, econémicas e sociais, que sdo alimentadas pelos acionistas com

diferentes agendas, poderdo impedir a sua integracdo na industria farmacéutica.
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Além disso, algumas preocupacdes foram levantadas pela comunidade cientifica sobre o
direito individual a privacidade, bem como a potencial discriminacao e ilegibilidade para
0 emprego e seguros. O ato de ndo-discriminacdo por informacdo genética (GINA),
langado em 2008, proibe especificamente o uso indevido de informagdes genéticas nas
decisbes de emprego, coberturas de seguro, bem como na decisdo dos paises sobre quem
pode residir no seu pais. Uma outra intencdo do GINA é encorajar os individuos a
participarem na pesquisa genética, mas as questdes de partilha de informacdes e
confidencialidade ndo satisfizeram as partes interessadas, nomeadamente os doentes.
Discute-se quais as instancias ndo governamentais que devem ter propriedade sobre os
materiais genéticos e o direito de aceder e de saber qual delas deve ter direito a essas
informacdes. Estas questdes sdo primordiais para assegurar a confidencialidade e
identidade da pessoa humana. Esta abordagem ainda néo foi satisfatoriamente concluida.
Ora, estas questdes poderdo ser suficientes para barrar o potencial do desenvolvimento
da farmacogendomica.

E importante, no entanto, ter em conta que a analise clinica de um certo individuo se
reflete no momento enquanto que a analise gendmica providencia dados definitivos. A
analise genomica € baseada no conceito de probabilidades e, embora haja genes que
possam ter um impacto patol6gico no individuo, muitas das vezes essas patologias nem
sequer se chegam a manifestar e, neste aspeto, a farmacogendémica estaria a influenciar o
livre arbitrio individual, assim como os direitos basicos de cada pessoa.

A éarea da medicina preventiva também pode beneficiar da farmacogenémica uma vez
gue ao executar testes genéticos nas varias populacdes pode reduzir o custo na satde. No
entanto, o que distingue a farmacogendmica de outros instrumentos que sdo utilizados na
medicina preventiva é o facto dos clinicos ndo saberem o que fazer quanto aos achados
geneéticos acidentais. O que fazer com esta informacdo? Trata-se de informacdo que é
propriedade do individuo e a comunidade e a legislacdo ainda ndo estdo preparadas para
lidar com tal panorama.

Uma outra tematica que deve ser abordada refere-se ao modo de procedimento acerca do
agrupamento dos individuos para tratamento, tendo como base a sua informacéo genética.

Um grupo podera conter individuos que respondam bem ao medicamento e, outro grupo
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podera conter individuos que possuem genes que ndo lhes permitam adquirir uma reacao
positiva ao farmaco. Este cenario levanta varias questdes que sdo pertinentes na utilizacao
da farmacogendmica na industria farmacéutica. Em primeiro lugar, trata-se de determinar
quais os grupos que devem ser alvo desta industria e saber o que acontece aos individuos
que nao pertencem ao grupo dos seus interesses. Assim, torna-se necessario questionar
quais os grupos a ser tratados. Exemplificando: imagine-se que existe um grupo pequeno
de pessoas que melhor reage a0 medicamento e que esse grupo pequeno corresponde a
individuos mais ricos e com interesse nesta industria.

Temos legitimidade para pensar, segundo este exemplo, que a farmacogenémica pode
revolucionar o sistema de salde, mas ao mesmo tempo também pode excluir individuos
de potenciais tratamentos se for gerida com outros interesses em conta.

Para finalizar, a farmacogendmica ainda ndo é universalmente empregue na pratica
clinica porque ndo existem muitas seguradoras ou outras instancias, que estejam
interessadas em pagar estes custos, uma vez que o argumento apresentado se baseia na
probabilidade das variantes detetadas terem relevancia clinica. Na préatica, continua-se a
utilizar as técnicas da PCR, que sdo mais econdmicas e auxiliam bastante no diagnostico
clinico. A medicina individualizada encontra-se ainda muito distante de ser concretizada,
mas quando a farmacogendmica se tornar uma ciéncia indispensavel na prética clinica,
esta sera definitivamente um fator decisivo na pratica médica com o potencial de salvar

muitas vidas.
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