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(57) Resumo: ESTRATÉGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE REGIÃO DE INTERESSE GENÔMICA EM 3D. A invenção refere-se
a métodos para determinar a sequência de uma região genômica de interesse que compreende uma sequência de nucleotídeo
alvo que compreende fragmentar um DNA reticulado, ligar o DNA reticulado fragmentado, reverter a reticulação e determinar pelo
menos parte das sequências de fragmentos de DNA ligados que compreendem uma sequência de nucleotídeo alvo.
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método para construir um contíguo de uma região genômica de 

interesse que compreende uma sequência de nucleotídeo alvo CARACTERIZADO 

por compreender fragmentar um DNA reticulado, ligar o DNA reticulado 

fragmentado, reverter a reticulação e determinar pelo menos parte das sequências 

de fragmentos de DNA ligados que compreendem a sequência de nucleotídeo alvo 

e usar as sequências determinadas para construir um contíguo da região genômica 

de interesse.  

2. Método para construir um contíguo de uma região genômica de 

interesse que compreende uma sequência de nucleotídeo alvo, de acordo com a 

reivindicação 1, CARACTERIZADO por compreender as etapas de:  

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;  

b) fragmentar o DNA reticulado;  

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;  

d) reverter a reticulação;  

e) fragmentar, opcionalmente, o DNA da etapa d), de preferência com 

uma enzima de restrição;  

f) ligar, opcionalmente, o DNA fragmentado da etapa d) ou e) para 

pelo menos um adaptador;  

g) opcional e preferencialmente ampliar os fragmentos de DNA 

ligados da etapa d) ou e) que compreendem a sequência de nucleotídeo alvo com 

o uso de pelo menos um iniciador que hibridiza nas sequência de nucleotídeo alvo 

ou ampliar os fragmentos de DNA ligados da etapa f) com o uso de pelo menos um 

iniciador que hibridiza na sequência de nucleotídeo alvo e pelo menos um iniciador 

que hibridiza em pelo menos um adaptador;  

h) determinar pelo menos parte da sequência dos fragmentos de DNA 

ligados (ampliados) da etapa d), e), f) ou g) que compreendem a sequência de 

nucleotídeo alvo, de preferência com o uso do sequenciamento de alto rendimento;  

i) construir um contíguo da região genômica de interesse a partir das 
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sequências determinadas.  

3. Método para construir um contíguo de uma região genômica de 

interesse que compreende uma sequência de nucleotídeo alvo, de acordo com a 

reivindicação 1, CARACTERIZADO por compreender as etapas de:  

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;  

b) fragmentar o DNA reticulado;  

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;  

d) reverter a reticulação;  

e) fragmentar, opcionalmente, o DNA da etapa d), de preferência com 

uma enzima de restrição  

f) circularizar o DNA da etapa d) ou e);  

g) opcional e preferencialmente ampliar o DNA circularizado que 

compreende a sequência de nucleotídeo alvo com o uso, de preferência, de pelo 

menos um iniciador que hibridiza na sequência de nucleotídeo alvo;  

h) determinar pelo menos parte da sequência dos fragmentos de DNA 

ligados (ampliados) que compreende o nucleotídeo alvo com o uso do 

sequenciamento de alto rendimento;  

i) construir um contíguo da região genômica de interesse a partir das 

sequências determinadas.  

4. Método para construir um contíguo de uma região genômica de 

interesse, de acordo com as reivindicações 2 ou 3, CARACTERIZADO pelo fato de 

que a região genômica de interesse compreende, adicionalmente, uma ou mais 

sequências de nucleotídeo alvo e em que, na etapa de ampliação (g), um iniciador 

é fornecido, o qual hibridiza na sequência de nucleotídeo alvo, e um ou mais 

iniciadores são fornecidos para os um ou mais nucleotídeos alvo adicionais 

correspondentes, em que os fragmentos de DNA ligados são ampliados, ou o DNA 

circularizado é ampliado, com o uso de iniciadores.  

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 4, 

CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de fragmentação b) compreende 

sonicação, seguida pelo DNA enzimático e reparo.  
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6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 4, 

CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de fragmentação b) compreende 

fragmentar com uma enzima de restrição.  

7. Método, de acordo com a reivindicação 5 ou 6, CARACTERIZADO 

pelo fato de que a etapa de ligação c) é realizada na presença de um adaptador, 

ligando as sequências de adaptador entre os fragmentos.  

8. Método, de acordo com as reivindicações 6 ou 7, 

CARACTERIZADO pelo fato de que, na etapa b), uma pluralidade de subamostras 

é processada e, para cada subamostra, enzimas de restrição com sítios de 

reconhecimento diferentes são usados.  

9. Método, de acordo com a reivindicação 8, CARACTERIZADO pelo 

fato de que a etapa de fragmentação e) compreende uma enzima de restrição com 

uma sequência de reconhecimento que é mais longa que a sequência de 

reconhecimento da enzima de restrição da etapa b).  

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que que as sequências de múltiplas 

regiões genômicas de interesses são determinadas.  

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 

10, CARACTERIZADO pelo fato de que um identificador é incluído em pelo menos 

um dos iniciadores de oligonucleotídeo da etapa g).  

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 

11, CARACTERIZADO pelo fato de que anteriormente ou após a etapa de 

ampliação g), uma etapa de seleção de tamanho é realizada.  

13. Método, de acordo com a reivindicação 12, CARACTERIZADO 

pelo fato de que a etapa de seleção de tamanho é realizada com o uso de 

cromatografia de extração em gel, eletroforese em gel ou centrifugação de 

gradiente de densidade. 

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 12 a 

13, CARACTERIZADO pelo fato de que o DNA é selecionado de um tamanho entre 

20 e 20.0000 pares de base, de preferência 50 e 10.0000 pares de base, com 
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máxima preferência entre 100 e 3.000 pares de base.  

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 1 a 

14, CARACTERIZADO pelo fato de que, caso a ploidia em uma célula de uma 

região genômica de interesse seja maior que 1, para cada ploidia um contíguo é 

construído.  

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 

15, CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa i) de construção de um contíguo 

compreende as etapas de:  

1) identificar os fragmentos da etapa b);  

2) designar os fragmentos a uma região genômica;  

3) construir um contíguo para a região genômica.  

17. Método, de acordo com a reivindicação 16, CARACTERIZADO 

pelo fato de que a etapa 2) de designação dos fragmentos a uma região genômica 

compreende identificar os diferentes produtos de ligação da etapa f) e acoplar os 

diferentes produtos de ligação aos fragmentos identificados.  

18. Método para identificar a presença ou ausência de uma mutação 

genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a i), conforme definido 

em qualquer uma das reivindicações de 2 a 17, em que contíguos são construídos 

para uma pluralidade de amostras, que compreende, ainda, as etapas de:  

j) alinhar os contíguos de uma pluralidade de amostras;  

k) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética nas 

regiões genômicas de interesse a partir da pluralidade de amostras.  

19. Método para identificar a presença ou ausência de uma mutação 

genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a i), conforme definido 

em qualquer uma das reivindicações de 2 a 17, que compreende as etapas 

adicionais de:  

j) alinhar o contíguo a uma sequência de referência.  

k) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética na 

região genômica de interesse.  

20. Método para identificar a presença ou ausência de uma mutação 
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genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definidas 

em qualquer uma das reivindicações de 2 a 14, que compreende as etapas 

adicionais:  

i) alinhar as sequências determinadas dos fragmentos de DNA ligados 

(ampliados) a uma sequência de referência.  

j) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética nas 

sequências determinadas.  

21. Método para identificar a presença ou ausência de uma mutação 

genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definido 

em qualquer uma das reivindicações de 2 a 14, em que uma pluralidade de 

amostras sequências de fragmentos de DNA ligados (ampliados) é determinada, 

que compreende, ainda, as etapas de:  

i) alinhar as sequências determinadas dos fragmentos de DNA ligados 

(ampliados) de uma pluralidade de amostras.  

j) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética nas 

sequências determinadas.  

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 2 a 

21, CARACTERIZADO pelo fato de que fragmentos de DNA ligados (amplificados) 

compreendendo a sequência de nucleotídeos alvo são capturados com uma sonda 

de captura para separar fragmentos de DNA ligados (amplificados) compreendendo 

a sequência de nucleotídeos alvo de fragmentos de DNA ligados (amplificados) que 

não compreendem a sequência de nucleotídeos alvo. 

23. Método para determinar a razão de fragmentos que portam uma 

mutação genética de uma população de células suspeita de ser heteróloga 

CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definidas em 

qualquer uma das reivindicações de 2 a 14, que compreende as etapas adicionais 

de:  

i) identificar os fragmentos da etapa b);  

j) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética nos 

fragmentos;  
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k) determinar o número de fragmentos que portam a mutação 

genética;  

l) determinar o número de fragmentos que não portam a mutação 

genética;  

m) calcular a razão dos fragmentos que portam a mutação genética.  

24. Método para determinar a razão dos produtos de ligação que 

portam um fragmento com uma mutação genética de uma população de células 

suspeita de ser heteróloga CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), 

conforme definidas em qualquer uma das reivindicações de 2 a 14, que 

compreende, ainda, as etapas de:  

i) identificar os fragmentos da etapa b);  

j) identificar a presença ou ausência de uma mutação genética nos 

fragmentos;  

k) identificar os fragmentos de DNA ligados que portam os fragmentos 

com ou sem a mutação genética;  

l) determinar o número dos fragmentos de DNA ligados que portam os 

fragmentos com a mutação genética;  

m) determinar o número de produtos de ligação que portam os 

fragmentos sem a mutação genética;  

n) calcular a razão de produtos de ligação que portam a mutação 

genética.  

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 23 a 

24, CARACTERIZADO pelo fato de que, na etapa j), a presença ou ausência de 

uma mutação genética é identificada pelo alinhamento a uma sequência de 

referência e/ou ao comparar fragmento sequências de uma pluralidade de 

amostras.  

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações de 18 a 

25, CARACTERIZADO pelo fato de que uma mutação genética é um SNP, uma 

deleção, uma inserção, uma inversão e/ou uma translocação.  

27. Método, de acordo com a reivindicação 26, CARACTERIZADO 
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pelo fato de que uma deleção e/ou inserção é identificada ao comparar o número 

de fragmentos e/ou produtos de ligação a partir de uma amostra que porta a 

deleção e/ou inserção com uma amostra de referência.  

28. Método, de acordo com a reivindicação 26, CARACTERIZADO 

pelo fato de que uma deleção, inserção, inversão e/ou translocação é identificada 

com base na presença de pontos de ruptura cromossomais em fragmentos 

analisados.  

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 

precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que a presença ou ausência de 

nucleotídeos metilados é determinada em fragmentos de DNA, fragmentos de DNA 

ligados, e/ou regiões genômicas de interesse. 
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