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Abstract — The DNA sequencing is a procedure which
involves a series of complex biochemical methods which
aims to determine the order in which the nitrogenous bases
adenine (A4), cytosine (C), thymine (T) and Guanine (G), are
arranged in the genetic material of organisms. There are
several methods available and one of the most used is the
"dideoxy method" of "chain terminators" or "Sanger" whose
inventor was Frederick Sanger in the 70s. From 2005, as
pyrosequencing, developed by Mostafa Ronaghi and Padl
Nyhren came the technology of next generation sequencing
(NGS) that have evolved rapidly. The system 454 was the
first NGS platform to be commercialized. The Solexa
platform has as innovation in vitro cloning of fragments into
a solid glass platform. In the SOLiD system, unlike all other
cases, the reaction is catalyzed by the enzyme DNA ligase,
and DNA polymerase not. Another method, published in
2012, uses sensors on microchips, created by lon Torrent to
detect this chemical signature. Oxford Nanopore
Technologies also presented this year, in which a microchip
incorporated a pore in a membrane protein synthetic
polymer. In all the processes used, the ultimate goal of the
DNA sequencing is the reading and identification of the
exact order in which they are the nitrogenous bases, which
determines each gene.

Index Terms - DNA sequencing, NGS, pyrosequencing,
platforms, genetic material.

INTRODUCAO

Todos os processos de desenvolvimento embrionario,
diferenciacdo celular e controle das atividades metabolicas
das células sdao controlados pelo DNA. A informagdo de
“como fazer” um ser vivo esta contida nele. [1]

O DNA pdde ser decifrado no final da década de 1970,
quando dois grupos de pesquisadores, um liderado por
Sanger e outro por Gilbert desenvolveram diferentes
estratégias de sequenciamento. Nos dias atuais existem as
técnicas de sequenciamento de nova geragdo, as NGS, e as
técnicas de terceira  geragdo, essas ainda em
desenvolvimento. [2]

Em todos os processos utilizados, o objetivo final do
sequenciamento de DNA ¢ a leitura e identificagdo da ordem
exata em que estdo as bases nitrogenadas, o que determina
cada gene. [3]

O DNA

O DNA, ou acido desoxirribonucleico, é um
longo polimero que possui unidades simples (mondmeros)
de nucleotideos os quais sdo compostos por moléculas de
acucar (desoxirribose) e fosfato, intercalados, unidos
por ligagdes  fosfodiéster a uma das quatro bases
nitrogenadas, duas purinas, Adenina ¢ Guanina, que se ligam
seletivamente as duas pirimidinas, Timina e Citosina,
respectivamente por complementariedade, formando duas
cadeias antiparalelas com extremidades 5’ e 3°. [4]

As instrugdes codificadas nas sequéncias de bases
nitrogenadas do DNA constituem os genes, ¢ sdo transcritas
para moléculas de RNA, e destas, traduzidas nas sequéncias
de aminoacidos das proteinas. A sequéncia especifica dos
aminoacidos na cadeia ¢ o que diferencia uma proteina de
outra.[5]

Outro detalhe é que cada ser vivo, e alguns virus,
possuem uma identidade genética unica que ¢ determinada
pela sequéncia exata das bases nitrogenadas presentes em
seu DNA, apesar de possuir a mesma composi¢do quimica.
Essa sequéncia ¢ resultado da heranca genética, onde as
caracteristicas sdo transmitidas dos progenitores aos seus
descendentes. [6]

SEQUENCIAMENTO

Desde 1869, com a descoberta do DNA por Friedrich
Meischer, passando pela publicacdo de James Watson e
Francis Crick de 1953 que descreve o modelo em dupla
hélice, utilizado até os dias atuais em que ja se alcangou o
apice da biotecnologia, sente-se a necessidade de conhecer
essa molécula tdo relevante.[7].

Essa necessidade levou a busca por técnicas que
possibilitassem a leitura exata da sequéncia que determina as
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caracteristicas dos seres vivos. Entdo surgiu o
sequenciamento de DNA, que é basicamente um conjunto de
complexos processos quimicos que tem por finalidade
determinar a ordem em que as bases nitrogenadas, Adenina
(A), Citosina (C), Timina (T) e Guanina (G), se dispdem no
material genético dos organismos. [8]

Antes do sequenciamento em si, as longas sequéncias de
DNA devem ser extraidas e isoladas, a partir dai as amostras
sd0 picotadas em pedagos menores para serem analisadas.
Essa fragmentag@o ¢ feita por enzimas especiais (enzimas de
restri¢do) especificas para cada tipo de DNA. Alguns desses
métodos permitem apenas que OS Cromossomos sejam
cortados individualmente, outros conseguem cortar o
genoma inteiro de uma vez. [9]

Entdo fragmentos de DNA podem ser colocados em
uma solucdo com bactérias, que multiplicam o DNA para
que os cientistas possam ter mais matéria prima para andlise,
ou podem ser amplificados utilizando-se a técnica de Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) que ¢ basicamente o0 mesmo
processo de replicagdo natural, mas realizado in vitro. [10,
11]

O DNA sera fragmentado novamente, mas agora com
comprimento que contenha um ntmero de pares de bases
(pb) especifico, de acordo com a técnica escolhida para
sequenciar, ¢ em seguida purificado, para que esteja pronto
para o processo de sequenciamento. [12]

PLATAFORMAS E METODOS

Um dos mais utilizados ¢ o chamado “método dideoxy”,
de “terminadores de cadeia” ou “Sanger”, cujo inventor foi
Frederick Sanger. O processo ¢ realizado a partir de uma
cadeia simples (ndo dupla) do DNA a ser sequenciado,
obtida por desnaturacdo da molécula nativa; esta servird de
molde para gerar a outra metade complementar da dupla
hélice. [13]

Sua estratégia consiste em identificar, continuamente e
sequencialmente durante o processo, o ultimo nucleotideo
incorporado na extremidade de alongamento da cadeia que
deverd também portar uma “marca” (fluorescéncia) que
permita detectd-lo na etapa de analise[14]

A partir de 2005 as plataformas de sequenciamento
foram criadas com o intuito de gerar dados em larga escala,
usando métodos de alto desempenho com um valor
econdmico mais viavel e sendo tecnicamente mais
eficientes, utilizando uma estrutura centralizada que pudesse
atender as necessidades de varios projetos ao mesmo tempo.
[15]

O Pirosequenciamento ¢ uma técnica que tem como
principio a detec¢do de um pirofosfato liberado durante a
incorporagdo do desoxinucleotideo a cadeia, ao invés da
terminacdo da cadeia de DNA com ddNTPs (dideoxy). [16]
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O sequenciamento na plataforma Solexa, assim como o
de Sanger, ¢é realizado por sintese, usando a enzima DNA
polimerase e nucleotideos terminadores marcados com
diferentes fluor6foros. A inovagdo consiste na clonagem in
vitro dos fragmentos em uma plataforma sdlida de vidro,
processo também conhecido como PCR de fase solida. [17]

No sistema SOLiD, o procedimento ¢ praticamente o
mesmo da plataforma Solexa, difere no fato de que a reacdo
de sequenciamento ¢ catalisada pela enzima DNA ligase, ¢
ndo DNA polimerase. [16]

A Ton Torrent desenvolveu outro método que utiliza
uma abordagem indireta para sequenciamento de DNA com
base em nucleotideos fluorescente-etiquetados. Explorando
o fato de que um ion de hidrogénio ¢ liberado sempre que
um nucleotideo se atribui a uma fita de DNA, foram
projetados sensores em microchip, para detectar esta
assinatura quimica. [18]

A Oxford Nanopore Technologies apresentou o seu
proprio método inteligente para o sequenciamento.
Incorporaram um poro de proteina em uma membrana de
polimero sintético dentro do microchip. A cadeia de DNA a
ser sequenciado passa através do poro e, quando cada
nucleotideo atravessa, ¢ registrado como um sinal elétrico
diferente detectado pela maquina Oxford. [19]

APLICACOES

O sequenciamento de DNA permitir-nos-a determinar,
de um modo mais preciso, riscos como os da exposi¢do a
varios tipos de radiagdes, reagentes mutagénicos e toxinas
em geral. [20]

A nivel forense ha o favorecimento no processo de
identificacdo, cada vez mais exata, dos “culpados” ou
“inocentes”; a paternidade (ou, ainda, outras relacdes de
parentesco) de um individuo; as vitimas de catastrofes,
acidentes.[1]

A andlise das sequencias revolucionou o estudo de
varias areas de pesquisa como, por exemplo, para o
estabelecimento de paradigmas que impulsionaram o
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, o
chamado melhoramento molecular, que utiliza informacdes
de mapas genéticos para identificar regides do genoma que
contém genes de interesse econdmico. [3]

Prevé-se a criagdo de novas fontes de energia, novos
monitores de poluicdo e, possivelmente, a limpeza de
residuos toxicos de uma forma mais asséptica, que nao cause
outros danos ao meio ambiente, através da producdo de
bioagentes extraidos de microorganismos induzidos por
mutagdes.[21]

Obter informagdes sobre a linha evolutiva dos
organismos através das sequencias contidas nos genomas
poderdo resultar em novos métodos de diagnéstico, na
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formulag¢do de novos medicamentos, vacinas, na prevengao e clinical analysis. ~Electrophoresis, v. 33, n. I, pag. 105~
tratamentos mais eficazes contra doengas ou pragas.[21] 116, Janeiro 2012.
[20] Castellanos, M. R.; Sangro, B. Terapia génica: ;Qué es y para
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