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Resumo: A informagdo genética contida no DNA coordena 0s processos gue ocorrem no organismo.
Conhecer esta sequéncia pode informar, consequentemente, quais destes processos apresentam falhas,
resultando nos fenoétipos vistos em doencas. A forma mais moderna de sequenciamento é o de ‘“nova
geracdo”, constituido por uma série de técnicas que permitem o sequenciamento paralelo massivo do DNA.
O presente trabalho busca abordar um panorama geral de como esta técnica pode ser utilizada em favor da
saude humana. O sequenciamento de nova geracdo produz enorme quantidade de dados que podem ser
utilizados em varias areas da salde. Quando se trata de doencas, estes dados podem auxiliar no seu
diagnostico, progndstico, além de desenvolvimento e otimizacdo de terapias. Dentre as utilidades praticas
desta tecnologia cabe citar o diagnostico de doengas genéticas nas quais 0s testes tradicionais por algum
motivo ndo foram eficientes, o diagndstico molecular e classificacdo dos diversos subtipos de determinadas
patogéneses heterogéneas, o diagndstico pré-natal de aneuploidias, em estudos epigenéticos e na medicina
personalizada. Finalmente, considera-se que o sequenciamento de nova geracdao é um meétodo inovador que
far& parte do futuro das ciéncias biomédicas, aprimorando a compreenséo e tratamento de doengas.
Palavras-chave: Sequenciamento, NGS, biologia molecular, doenga genética, genoma.

INTRODUGCAO melhor ~ compreensdéo  dos  mecanismos

A fungio de armazenamento da fisiopatologicos de determinadas doengas. Os

informacio genética do DNA foi comprovada dados oriundos do sequenciamento também

oelos  experimentos  de  Avery-McLeod- sdo essencialmente empregados na clonagem

McCarty e colaboradores em 1944, enquanto génica e na reproducdo (LIU, 2012).

a sua estrutura foi primariamente elucidada O método primordial de

por Watson e Crick em 1953 (DAHM, 2005). sequenciamento, criado em 1977, porém

Desde entio, ha um grande alocamento de amplamente utilizado até os dias de hoje € o

esforcos para compreender a dinamica de chamado “método de Sanger” — em aluséo ao

processos e fendmenos que envolvem o DNA. seu desenvolvedor. E conhecido como

O sequenciamento de DNA prové dados sequenciamento  de “primeira geragdo™ ¢ se

que podem ser utilizados nos mais diversos baseia no sequenciamento por terminacao de

ambitos da ciéncia, incluindo  estudos cadeia. No  sequenciamento de  Sanger, sdo

evolutivos e filogenéticos e na busca da base incorporados, estocasticamente,

genética de patogéneses, 0 que implica uma didesoxiucleotideos acoplados a
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fluorocromos. Enquanto a incorporagdo dos
didesoxinucleotideos impede que
polimerizagdo continue, gerando fragmentos
de tamanhos distintos, a fluorescéncia
especifica de cada fluorocromo é captada por
um laser, que identifica a identidade do
nucleotideo terminal (SHENDURE & I,
2008). O primeiro passo para a utilizagdo
das tecnologias atuais voltadas para a salde
humana foi o sequenciamento completo do
genoma pelo Projeto Genoma Humano -
realizado com muito esforco entre as décadas
de 1990 a inicio dos anos 2000 — que permitiu
uma aceleragdo no entendimento da etiologia
e fisiopatologia de uma parte representativa
das doencas genéticas. [Este progresso
permitiu uma melhor compreensdo de como
falhas ou anormalidades moleculares
ocasionam distirbios que afetam o organismo
(COLLINS, 1999). Todavia, nas Ultimas duas
décadas, as tecnologias de sequenciamento,
bem como as suas aplicacBes, tém evoluido e
se difundido rapidamente, de modo que se
tornam cada vez mais rapidas, acuradas e com
custo relativamente menor.

Atualmente, a forma mais moderna de
se realizar analises moleculares se da por
meio do chamado sequenciamento de nova
geracdo ou NGS (do inglés Next Generation
Sequencing). Existem diversas plataformas
baselam  na

que  se premissa  de

sequenciamento paralelo massivo, ou seja,
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consiste na geracdo de centenas de milhdes de
fragmentos curtos de DNA, que possuem
entre 30 a 400 nucleotideos. Estes fragmentos
sdo, entdo, alinhados com uma sequéncia do
genoma humano, tornando possivel desde a
visualizacdo  de

mutacbes  pontuais  a

anormalidades  genéticas  amplas, como
modificacdo no numero de cdpias génicas ou
cromossdmicas, bem como visualizacdo de
segmentos de DNA inativos por ligacdo a
proteinas (GOYA, 2010; SHENDURE & JI,
2008; SOTO, 2016).

A importancia do sequenciamento de
nova geragdo torna-se evidente em casos que
necessitam de medicina especializada, na qual
0 diagnostico, tratamento e terapias dependem
de analises moleculares individuais, como é
visto em muitos (se ndo todos) os tipos de
cancer. Por outro lado, a utilizacdo difundida
desta tecnologia ainda € um desafio devido ao
fato de atualmente seu custo ser considerado
alto. (HUSNESS, 2011). O presente trabalho
busca construir um panorama geral das
diversas utilidades de tecnologia de NGS nas

diversas areas da salde humana.

METODOLOGIA
O trabalho consistiu em uma revisdo
bibliografica, tendo como énfase conceitos e
aplicacbes do sequenciamento de nova
geracdo na saude humana. Foram utilizados

dados cientificos resgatados das plataformas
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SCIELO e PubMed considerando-se de maior
relevancia os artigos publicados ao longo dos
Utimos dez anos, visto que tal periodo
compreende 0 desenvolvimento, evolugcdo e
consolidacdo  destes métodos.  Contudo,
alguns trabalhos publicados em periodos
anteriores também foram considerados a fim
de construir um panorama geral das utilidades
desta tecnologia em beneficio da saude

humana.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A saber, as  plataformas  de
sequenciamento de nova geragdo  mais
utilizadas comercialmente sdo providas pela
Roche (Roche 454 sequencing), Illumina
(Mlumina  HiSeq e Illumina MySeq) e Life
Technologies (SOLID e lon Torrent). Embora
cada plataforma utilize mecanismos quimicos
diferentes para geracdo e reconhecimento da
sequéncia de DNA, todas elas fazem uso de
fragmentacdo do DNA gendmico e posterior
ligacdo a sequéncias especificas conhecidas,
utilizadas como adaptadores (MELDRUM,
2011).

O sequenciamento de nova geracdo é
considerado o método mais eficaz para analise
de mutacdes e prové dados detalhados sobre
doencas genéticas, epigenéticas ou mesmo
doencas causadas por microrganismos. Por
conseguinte, o método de NGS pode ser (til

na prevencdo e diagndstico precoce de
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doencas e transtornos, além de tornar possivel
a caracterizacdo molecular de subtipos de
doencas e monitoramento de tais patologias,
contribuindo ainda para esclarecer sobre a
influéncia genética na efetividade do uso
determinados tipos de terapias (CHRYSTOJA
& DIAMANDIS, 2014). Alem disso, quando
se trata  especificamente de  doengas
infecciosas, conhecer o genoma dos agentes
causadores é crucial para entendimento da
evolucdo e co-evolucdo destas espécies, dos
mecanismos celulares envolvidos na
fisiopatologia da infeccdo e dos mecanismos
bioquimicos e celulares de resisténcia a
drogas. Outro diferencial deste método
em comparacdo as analises tradicionais
consiste em ser a Unica metodologia capaz de
detectar mutagdes em portadores de doencas
genéticas esporadicas, nas quais ndo se possui
um gene candidato (LOHMANN & KLEIN,
2014). Isso é possivel ja que a abordagem por
NGS permite obter a grande maioria da
sequéncia do genoma completo de um
organismo  (incluindo  também  algumas
trechos contendo repeticdes) em um curto
periodo de tempo e com grande acuracia
(LIU, 2012).

De acordo com o conselho de diretores
do American College of Medical Genetics
and Genomics (2012), a realizacdo do NGS ¢
indicada quando o paciente apresentar um

fenétipo ou histérico familiar que sejam
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indicativos de etiologia genética, mas que nao
seja compativel com uma doenca na qual
fatores genéticos e sua relacdo com a clinica
seja conhecida. Também é aplicado as
doencas genéticas heterogéneas e outras nas
quais as analises convencionais ndo permitem
chegar a um diagndstico.

Existem trés finalidades principais para
a utiizagdo do NGS: sequenciamento
completo do genoma, sequenciamento do
exoma (apenas 0S éxons e as regides de
juncdo éxon-intron) e a construcdo de painéis
(REIS-FILHO, 2009). O
sequenciamento completo do genoma ou

multigénicos

WGS (do inglés, Whole Genomic Sequencing)
consiste  no sequenciamento completo do
genoma do organismo. Tal método prove,
consequentemente, um mapa detalhado de
mutacdes pontuais (em regides codificantes
ou ndo), insercdes e delecbes, além de
informacBes  minuciosas  sobre  alteracbes
estruturais ou numéricas. Sendo assim, é uma
metodologia inovadora para explicar eventos
clinicos com base em caracteristicas
moleculares (MELDRUM, 2011).

O sequenciamento de partes de regides
codificantes (éxons) do DNA realizado pelo
método de Sanger depende da selecdo de
genes candidatos, seja pelo conhecimento
prévio da relacdo de tais genes com outras
doengas, pelo conhecimento da funcdo

proteica dos genes em estudo ou por estudos
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de linkage que indicaram determinada regido
cromossémica (BOTSTEIN & RISCH 2003).
Com o advento do NGS, milhGes de variantes
podem ser identificadas ao longo do genoma
de uma Unica vez. Quando se sequencia
apenas as partes codificantes € possivel
identificar ~ mutacbes que ocasionam a
modificacdo da funcdo de proteinas, levando a
um determinado fendtipo clinico. Neste
método, denominado sequenciamento
completo do exoma ou WES (do inglés Whole
Exome Sequencing) é possivel ainda filtrar as
variantes de maior interesse, como mutacdes
em estado de homozigoze, mutagcdes nao-
sinbnimas ou Vvariagdes em sitios de splicing.
Desta forma, é possivel reduzir o nimero de
genes elencados como possiveis causadores
da doenca em questdio em até 95%
(GLISSEN, 2012).

Os painéis multigénicos ou “panel
testing” sao uma opc¢ao para observar
variantes que podem ser associadas a fatores
de risco para algumas doengas. Tal
abordagem busca montar perfis de gendtipos
que estdo relacionados a determinadas
patologias. Assim, esta ferramenta é de
grande relevancia na area de genética médica,
viabilizando o  diagnostico  precoce de
patologias com base no seu perfil molecular,
0 que permite um melhor aconselhamento
genético de casais portadores de alelos

mutantes (KINGSMORE, 2012).
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Sequenciamento de nova geracao e 0
diagnostico de doencas
MutagBes sd0 responsaveis por uma
grande parte das doengas humanas. Desta
forma, identificar os genes responsaveis pelo
desenvolvimento de uma doenca € o primeiro
passo para entender sua fisiopatologia e
elaboracdo de futura intervencdo terapéutica
(GLISSEN, 2012). Neste sentido, o NGS
busca realizar uma andlise conjunta de
maltiplos genes com menor gasto e maior
agilidade, tanto na verificacdo da influéncia
familiar nas doencas como no estudo de genes
de importancia  clinica e
(MELDRUM, 2011).

A tecnologia de NGS é considerada

terapéutica

como revolucionaria para o diagnostico de

doencas que possuem base  genética,
faciltando também o entendimento dos
mecanismos  envolvidos em tais afeccdes,
além de ser o método mais eficaz para
deteccdo e determinacdo de doencas de
diagnostico  dificil, como por exemplo,
subtipos de cancer e doencas heterogéneas
(CHRYSTOJA, 2014).

A utilidade do WES para
estabelecer o diagnostico molecular em um
grupo heterogéneo de pacientes portadores de
microcefalia e  deficiéncia intelectual foi
avaliada e, como resultado, em cerca de 30%

dos casos foi possivel um diagndstico
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conclusivo, de acordo com mutagOes
encontradas determinados genes. Portanto, a
técnica de WES é uma poderosa ferramenta
para a avaliacdo do diagndstico de transtornos
do neurodesenvolvimento altamente
heterogéneos (RUMP, 2016).

Ja ao submeter pacientes acometidos
por uma doenga heterogénea resultante de
falhas na fosforilagdo oxidativa — patologia
esta cuja base molecular ndo é facilmente
estabelecida devido a sua multigenicidade,
heterogeneidade  alélica e aos efeitos
pleitropicos - concluiu que a utilizacdo do
NGS para diagnéstico desta classe de doengas
¢ promissor. Além disso, 0 autor ressalta que,
com o0 diagnostico molecular, torna-se
possivel a subclassificacdo de doencas com
base na severidade das falhas bioquimicas e,
com isso, direcionar possiveis intervencdes
terapéuticas a fim de assegurar mais qualidade
de vida aos individuos (CALVO, 2012).

A rapidez no diagnostico de doencas
genéticas por NGS pode ser exemplificada
quando se demonstra ser possivel — apds o
recebimento das amostras bioldgicas —
realizar as analises moleculares e chegar ao
diagnostico em um periodo de vinte e seis

horas (MILLER, 2015).

Sequenciamento de nova geracao e

diagnostico pré-natal de aneuploidias
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NGS pode detectar aneuploidias, tais
como aneuploidias relacionadas com o0s
cromossomos X ou Y e trissomias dos
cromossomos 21, 13 e 18, que resultam em
sindromes que causam um grande impacto na
salde ou, em casos extremos, ocasionam a
morte do individuo (LIM, 2013).

O diagnostico pré-natal das trissomias
normalmente é realizado apenas em situacfes
especfficas. Testes para trissomia do 21 (que
leva a da Sindrome de Down), por exemplo, é
realizado  convencionalmente  apenas em
gestacdes consideradas como de risco para tal
anormalidade, como é o caso de gestantes de
idade avancada, onde o risco de aberragdes
cromossOmicas € maior. As andlises sdo feitas
a partir do material biologico colhido por
amniocentese ou  por amostragem  das
coribnicas  (CHIU,  2011).

Todavia, € sabido que hd uma pequena

vilosidades

quantidade de DNA fetal livre circulando no
plasma materno, o qual pode ser utilizado por
métodos ndo-invasivos como o NGS que,
além de ser ndo-invasivo, apresenta ainda a
capacidade de transpor a limitacdo imposta
pela pequena quantidade de DNA fetal
circulante. O sequenciamento deste DNA
permite identificar sua origem cromossémica
especffica. Como  fetos portadores de
trissomias tem maior quantidade de DNA
circulante no plasma materno proveniente do

cromossomo adicional, a andlise da proporcao
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destes segmentos permite concluir se o feto é
normal ou portador de alguma anomalia
cromossomica (PALOMAKI, 2011, 2012).

Sequenciamento de nova geracao e estudos
epigenéticos

Segundo Wu (2001), epigenética € o
estudo das mudangas na funcdo dos genes
sem que tenham ocorrido mudangas na
estrutura do DNA. Isto se da porque a
interacdo entre DNA e proteinas desempenha
papel essencial na regulacdo e controle dos
processos moleculares (HURD & NELSON,
2009).

O NGS pode detectar pontos onde o
DNA se encontra inativo devido & metilacéo,
além de mapear pontos de ligacdo dos fatores
de transcricdo e esclarecer sobre mecanismos
de regulacdo epigenética, fenbmenos que nao
sdo esclarecidos pelas andlises a nivel
genético. Estes dados além de informar sobre
diagnostico, orientam 0o prognostico  de
algumas doencas — tais como cancer -
desempenhando papel essencial nos ambitos
clinico e terapéutico (HURD & NELSON,
2009; MELDRUM, 2011; SOTO, 2016).

NGS de microrganismos causadores de
doencas
Conhecer a sequéncia de DNA de
microrganismos & um grande interesse da

clinica humana pois representa impactos no
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diagnostico e entendimento das patogéneses,
desenvolvimento de tecnologias preventivas
alem de prover diretrizes sobre a evolugdo dos
microbios. Neste sentido, o NGS é um
método que pode ser utilizado rotineiramente
e em tempo real com objetivos profilaticos,
terapéuticos e epidemiologicos no ambito da
vigilancia das doengas infecciosas
(RADFORD, 2012). Kuno & Chang (2007) e
Radford (2012) relatam que além de prover
informacdes sobre a biodiversidade de virus,
0 NGS pode auxiliar no entendimento de
relacbes filogenéticas entre o0s virus e,
consequentemente, no entendimento de como
0s eventos de recombina¢do culminam na
emergéncia de pandemias. Adicionalmente,
Kwok & Chiang (2016) relatam que o método
tradicional de sequenciamento demanda uma
grande quantidade de material genético viral,
0 que pode inviabilizar as analises em ampla
escala. O NGS, no entanto, é capaz de gerar
um grande numero de dados enquanto 0s
microrganismos tém seu genoma sequenciado
como produto secundario do sequenciamento
do DNA do hospedeiro, com base no
mapeamento das sequéncias que ndo estdo no
DNA do hospedeiro, as quais sdo utilizadas
como referéncia para determinar que o
fragmento  gerado €&  proveniente  do

microrganismo.
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Sequenciamento de nova geracgéo e
neoplasias

O NGS tem sido extensamente utilizado
para o diagndstico de cancer, seja em casos
onde o0 diagnostico convencional tenha
falhado ou para elaborar um diagnéstico
molecular de subtipos, visto que as neoplasias
podem ser classificadas de acordo com sua
complexidade genbmica que  determinam
grande  parte do
(KOLMAN, 2010). Ley e colaboradores

(2008) utilizaram a tecnologia de NGS para

prognostico  clinico

realizar analises em celulas tumorais de um
paciente acometido de leucemia mieloide
aguda, mas que havia recebido um exame
citogenético que o diagnosticou como normal.
Foram encontradas uma série de mutacdes
associadas ao desenvolvimento e progressao
da neoplasia. Shyr & Liu (2013) relatam que
0 NGS é um método promissor no que se trata
de identificar mutacbes relacionadas a

oncogénese, evolucdo e metastase;
caracterizar 0s subtipos dos canceres de
acordo com a base molecular e identificar
heterogeneidade genética inter e intratumoral.
Outro beneficio  quando  se  refere
especificamente ao cancer é a possibilidade de
identificacdo de mutacbes secundarias que
levam a resisténcia as terapias comumente
utilizadas (REIS-FILHO, 2009).

Além da utilizacio mais tradicional,

uma abordagem que vem sendo extensamente
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multigénicos para determinar combinacdes de
genes que sdo associados com determinados
tipos de cancer. Tal abordagem tem como
uma de suas finalidades a prevencdo, com
base no conhecimento individual de gendtipos
de risco (DALUCA, 2014). Outras estratégias
que visam reunir e interpretar dados sobre
genética e biologia molecular de diversos
tipos de cancer através de uma perspectiva
mais integrada, foi iniciado um esforco
colaborativo que resultou na criagdo do The
Cancer Genome Atlas
(http://cancergenome.nih.gov/). Esta
estratégia tem como objetivo gerar, unir,
analisar e interpretar perfis  gendmicos,
epigendmicos, transcriptbmicos e
protedmicos relativos a casos de cancer de
diversas partes do mundo (WEINSTEIN,

2013).

Sequenciamento de nova geracao e medicina
personalizada

No caso do tratamento de doencas
humanas de causa molecular, é possivel o
desenvolvimento de testes moleculares ou
genéticos que melhor predigam respostas as
terapias. Surge assim a farmacogenémica e a
farmacogenética, que tentam entender como
os fatores genéticos influenciam na resposta a
torna-se

medicamentos.  Assim, possivel

desenvolver novas terapias, bem como
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otimizar a utilizagdo das ja existentes
(HAMBURG & COLLINS, 2010; WHIRL-
CARRILLO, 2012). Além disso, a abordagem
por NGS pode revolucionar a medicina
personalizada, visto que esta wolta-se a
relacdo risco-beneficio e custo-efetividade das
intervencbes de salde no que se trata da
compreensédo molecular  individual  de
doencas, seu prognéstico e probabilidade de
resposta ao tratamento (DEVERKA &
DREYFUS, 2014).

Embora promissora, a abordagem
medicina-farmacologia ainda encontra uma
série de obstaculos, dentre os quais podemos
citar a dificuldade na identificacdo de
marcadores genéticos efetivos para cada
droga, limitacbes nos efeitos colaterais dos
medicamentos e na conducdo clinica de
estudos que correlacionem as variantes
génicas e as respostas as drogas (HAMBURG
& COLLINS, 2010). Para vencer tais desafios
ttm sido desenvolvidas plataformas que
compilam, analisam e comparam
conhecimento cientffico gerado por diversos
estudos, a fim de auxiliar no entendimento de
como variantes genéticas contribuem para
respostas as drogas (WHIRL-CARRILLO,

2012).

CONCLUSAO
As novas formas de sequenciamento,

por gerarem um enorme numero de dados
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com rapidez e compreensdo relativamente
simples, tém mudado a forma do pensamento
cientifico, seja no entendimento de processos
basicos quanto de mecanismos especificos, 0s
quais tém grande potencial de aplicacdo na
salde. Embora as utilidades praticas do
sequenciamento de nova geracdo atualmente
estejam aquém do seu potencial, tal
metodologia €  considerada um  dos
componentes essenciais do futuro das ciéncias
médicas, haja visto o grande impacto positivo

que causa em todos os &mbitos da saude.
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