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Sequenciamento de DNA: Desvendando o codigo da vida

O que é o sequenciamento de DNA?

O sequenciamento de DNA é o processo realizado para se
determinar a sequéncia exata de nucleotideos em uma molécula de
DNA (acido desoxirribonucleico). Isso significa que, ao sequenciar
um fragmento de DNA, serd possivel conhecera sequéncia em que
as quatro bases nucleotidicas (Adenina, Guanina, Citosina e Timina)
ocorrem dentro dessa molécula de acido nucleico.

A sequéncianucleotidica é a base para o conhecimento de um gene
ougenoma. Elacontém as informag8es sobre as propriedades hereditarias e bioquimicas da vida. Através
dela é possivel compreender a construgcdo e estrutura das células e organismos. O sequenciamento de
DNA foi fundamental para que as informac8es genéticas comegassem a ser desvendadas. Por essarazéo,
é indispensavel para a pesquisa biol6gica.

A histéria do sequenciamento de DNA

Os ultimos 100 anos testemunharam uma verdadeira revolugdo no entendimento de como a informacéo
genética € armazenada, usada e transmitida. Os trabalhos de Mendel, em 1850, foram capazes de
demonstrar que as caracteristicas séo transmitidas por hereditariedade ao longo das geragdes. Em 1944,
o0 grupo do pesquisador Oswald Avery demonstrou que a transferéncia de informacdes entre organismos
(no caso, bactérias) é viavel e que ocorre pelo material genético, o DNA.

Ja em 1953, a estrutura de dupla-hélice do DNA foidesvendada porJames Watson e Francis Crick. Isso
ajudou no desenvolvimento da biologia molecular e da engenharia genética. Na década de 1970, Fred
Sanger e Walter Gilbert desenvolveram as tecnologias de sequenciamento de DNA. Assim, tornaram
possivel que a informacao genética comecasse a ser desvendada.

Até entdo, a manipulacdo de genes individuais ou de pequenos trechos do DNA parecia uma tarefa
insuperavel. O sequenciamento permitiu compreender melhor a estruturae a funcédo dos acidos nucleicos.
Esse foi o ponto de partida para hoje ser comum isolar e estudar um trecho de DNA.

O legado de Frederick Sanger

Frederick Sanger foi responsavel por dois dos mais importantes avancos técnicos na area de genética.
Primeiro, no inicio da década de 50, ele desenvolveu um método para determinar a sequéncia de
aminoéacidos de um polipeptidio e o fez funcionar no sequenciamento de aminoacidos da insulina.

Este trabalho, finalizado em 1955, forneceu a primeira prova de que os aminoacidos em uma proteina
estdo presentes em uma sequéncia constante e geneticamente determinada. Isto deu aos bi6logos
moleculares a confianga em atacar outros problemas, tais como o cédigo genético.

Entdo, em 1977, Sanger aperfeicoou um método rapido de sequenciamento do DNA. Por essarazao, ficou
conhecido como método de sequenciamento de Sanger. Abriu assim a portapara a analise da estrutura
do gene e sua organizacdo. Ambos os avancos foram valiosos e reconhecidos com prémios Nobel, em
1958 e 1980. O método desenvolvido por Sanger foicrucial paradesenvolvimento do Projeto internacional
do Genoma Humano.

O Projeto Genoma Humano

O Projeto Genoma teve como objetivo determinar a sequéncia de todo o genoma humano. Esse esforgo
de pesquisa internacional, custando mais de US $ 3 bilhdes e levando 13 anos para ser concluido. A
primeira sequéncia completa foi determinada em abril de 2003.

O DNA sequenciado no Projeto Genoma Humano foiobtido a partir de 21 doadores, homens e mulheres,
de diferentes grupos étnicos. O resultado possibilitou avaliar muitas informac¢des sobre as diferencgas
entre os individuos de uma mesma espécie.

Esse mapeamento abriu diversas fronteiras e forneceu meios para identificar mutacdes e doencas
genéticas especificas. Pode determinar quais trechos de DNA contém genes e quais trechos carregam



instru¢c8es de regulacédo, ligando ou desligando os genes. Também abriu caminho para uma medicina
mais personalizada, permitindo aos cientistas examinar até que ponto aresposta de um paciente a um
medicamento é determinada pelo seu perfil genético.

Essas conquistas exigiram o desenvolvimento e aprimoramento de novas tecnologias,com aintencéo de
melhorar a eficaciados cuidados de salide e promover a salde humana. Claro que a medicina totalmente
personalizada ainda esta longe de ser uma realidade paratodos, mas estes ja sao 0s primeiros passos.

O método de sequenciamento de Sanger

O método de sequenciamento de DNA mais usado, até os dias de hoje, é o de Sanger. Também chamado
de método didesoxi ou método de terminacao de cadeia. Nesse procedimento, uma molécula de DNA cuja
sequéncia deve ser determinada é convertida em fitas simples que s&o utilizadas como molde para
sintetizar uma série de fitas complementares. Cada uma dessas fitas termina aleatoriamente em um
nucleotideo especifico diferente. A série resultante de fragmentos de DNA é separada por eletroforese e
analisada para revelar a sequéncia do DNA.

Sequenciamento de Nova Geracdo: Next-Generation Sequence (NGS)

Apesar de o0 método de Sanger ser utilizado até hoje, novas técnicas tém sido desenvolvidas para o
sequenciamento de DNA. A mais recente é o sequenciamento de nova geracdo, também chamada de
sequenciamento de segunda gera¢do ou ainda Next-Generation Sequencing (NGS).

Através do NGS é possivel realizar o sequenciamento de um genoma inteiro em questao de dias. A sua
velocidade, capacidade de gerar dados em larga escala e precisdo, a um custo inferior aos métodos
tradicionais ganha, a cada dia, mais espaco.

O principio basico das plataformas de NGS esta em sequenciar varias moléculas diferentes (ou varios
fragmentos diferentes provenientes do mesmo genoma) em paralelo. Logo, elas diferem
fundamentalmente das metodologias de Sanger, em que uma Unica sequéncia de DNA, oriunda de um

trecho especifico, € obtida em cada reacdo. Isso é possivel gracas a integracdo de ferramentas de
nanotecnologia, robd4tica e informatica em aparelhos de alto desempenho.

A importancia do sequenciamento

Hoje é possivel, portanto, determinar mais rapidamente uma sequénciacompletade um genoma humano,
diferente do periodo inicial do Projeto Genoma. Os pesquisadores agora sdo capazes de comparar
grandes extensdes de DNA (1 milhdo de bases ou mais) de individuos diferentes, com mais agilidade.

Essas comparacdes podem gerar uma enorme quantidade de informacdes sobre o papel da heranca na
suscetibilidade a doencas e em resposta a influéncias ambientais. Abrem-se assim novas perspectivas
para a medicina baseada nas caracteristicas genéticas de cada individuo, criando um vasto potencial
para diagnosticos e terapias.

Da mesma forma, é possivel determinar todo o conjunto de microrganismos presente em um ambiente
(microbioma) a partir do sequenciamento de todo o DNA ali encontrado. Ou até mesmo comparar as
sequéncias do genomade diferentes tipos de animais e organismos, fornecendo insights sobre a biologia
do desenvolvimento e da evolugéo.



