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A elevada produgio global de informagio digital torna urgente o aprimoramento das tecnolo-

gias atuais de armazenamento de dados, como clispositivos magnéticos, Opticos e eletrdnicos,

empurrando-as cada vez mais préximas ao abismo da obsolescéncia. Diante das iniimeras

caracteristicas que inviabilizam a capacidade de armazenamento de dados a longo prazo por

estes dispositivos tradicionais, o DNA surge como um material durdvel, replicivel, resisten-

te, recuperdvel e com alta capacidade de armazenamento. Dados computacionais podem ser

traduzidos em um sistema andlogo ao cddigo genético e armazenados, no formato de oli-

gonucleotideos, em células por meio do uso da magquinaria do sistema imune procaridtico,

CRISPR. A partir do sequenciamento gendmico, tais informagées podem ser decodificadas

novamente 3 linguagem computacional e, portanto, reproduzidas. Assim, o DNA recording

é uma solugio promissora para problemas atuais da tecnologia da informagio e uma aposta

para a préxima geragdo de dispositivos de armazenamento de dados.

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) con-
siste em uma macromolécula complexa ca-
paz de armazenar as intimeras informagées
essenciais para o desenvolvimento e manu-
ten¢do de todas as formas de vida. Em geral,
sua estrutura possui duas cadeias compos-
tas por nucleotideos (com as seguintes ba-
ses nitrogenadas - adenina, timina, citosina
e guanina), os quais realizam pareamentos
especificos entre si por meio de ligagdes de
hidrogénio (modelo conhecido como parea-
mento de bases Watson-Crick). Em poucas
palavras, apds uma sequéncia de DNA ser
transcrita em RNA mensageiro (RNAm),
agrupamentos de trés nucleotideos — cha-
mados de c6dons — sio traduzidos em ami-
nodcidos correspondentes a diferentes com-
binagoes destes conjuntos de bases. Dessa
forma, o cédigo genético garante instrugdes
as nossas células para construir cada uma das
proteinas do nosso organismo.

Curiosamente, um sistema analogo ao c6di-
go genético (cédigo de interpretagio de ami-
nodcidos a partir dos cédons) também pode
ser utilizado como uma forma de criptogra-

niimeros) em 64 possiveis combinacoes de
cddons (trincas de bases nucleotidicas no
RNAm), sintetizaram moléculas de DNA
contendo uma mensagem entre um par de
marcadores genéticos e as armazenaram em

uma carta, a qual foi enviada para os préprios
autores via correio. Quando eles a recebe-

ram, utilizaram a técnica de PCR (do inglés,

Polymerase chain reaction) para amplificar o
ntmero das moléculas de DNA escondidas
no ponto final do texto redigido. Assim, apds
o sequenciamento deste DNA, os pesquisa-
dores identificaram a sequéncia nucleotidica
especifica e, traduzindo-a novamente para o
alfabeto romano, foram capazes de decodifi-
car a mensagem com sucesso (Figura 1).

E, se nds pudéssemos nio apenas armazenar
informacoes de texto no DNA, mas também
informagdes digitais (em cédigo bindrio),

como fotos, musicas e filmes? Seriamos ca-
pazes de reescrever informagdes tio robus-
tas e complexas em estruturas nanoscopicas
como os genomas? Se sim, poderemos tornar
0 DNA em um novo substituto para os CDs,
DVDs e pendrives em um futuro préximo.

fia. Em 1999, pesquisadores da Escola de
Medicina de Monte Sinai, em Nova Iorque,
escreveram uma mensagem secreta baseada
em sequéncias de DNA. Apés a conversio
de caracteres do alfabeto romano (letras e
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Neste texto, mostraremos como o casamento
entre a tecnologia da informagio e as ferra-
mentas atuais de biologia molecular podem
transformar o DNA em um dispositivo de
armazenamento de dados.

 Marcadores genéticos:

Informagdes que caracterizam
e/ou diferenciam individuos
ou organismos. Em especial,
aqui a expressao “marcadores
genéticos” refere-se a
sequéncias nucleotidicas que
caracterizam uma determinada
informacao.

PCR: Acrénimo para
Polymerase Chain Reaction

(em portugués, Reacao em
Cadeia da Polimerase). Consiste
em uma técnica de biologia
molecular, capaz de amplificar
o nimero de fragmentos
especificos de um genoma,
gerando milhdes de copias.

Codigo binario: Linguagem
basica de instrucdo
computacional, na qual os
valores sdo representados por
Oel.

Criptografia: Técnica

de protecao a uma dada
informacdo secreta que apenas
o remetente e o destinatario
podem acessar.
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Carta

Mensagem secreta

6 de junho,

Invasao:
Normandia

Leitura

Decodificacao

ATCGCGAGTGC
AGTGCGGTGAG
CGTAGGGCGGT

GAGCGAGAGAG
AATATTTCGGTT

Sequenciamento

Tecnologias de
armazenamento
de informacoes

A informagio sempre foi importante para a
sobrevivéncia do ser humano e, portanto, a
memoria escrita serviu como um fator deter-
minante para o progresso cultural da socie-
dade. Atualmente, a informagio nio consiste
apenas em textos, mas também em imagens,
videos, dudios e softwares complexos. Por-
tanto, considerando tais mudangas e a eleva-
da produgio de dados, tornou-se necessaria
a criagio dos diferentes meios de armazena-
mento: os meios (i) magnético, (ii) éptico e
(iii) eletrdnico.

O formato mais comum e seguro de arma-
zenamento de informaqées ¢ o magnético,
sendo representado pela fita magnética, pe-
los disquetes e pelo atual disco rigido (HD).
J4 o armazenamento por meio dptico, como
CDs e DVDs, foram muito uteis para a gra-
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vagio e reproducio de informagdes multi-
midia (e.g., filmes, musica), pois a densidade
de dados armazenados é muito maior, além
da qualidade superior das reproducées. Por
fim, representado por pen drives, cartdes de
memoria e os SSDs (do inglés, Solid state
drives), o armazenamento eletrdnico é a tec-
nologia mais recentemente difundida deste
campo e possui a vantagem de acesso rapido
4 informagio.

Embora estas tecnologias sejam atuais e con-
tinuem em constante aprimoramento, todas
j4 estdo atingindo seus limites de densidade
de dados (bits para cada unidade de volume

fisico), uma vez que estamos produzindo
mais informagbes do que podemos arma-
zenar. Além disso, o tempo de vida util de
discos rigidos pode chegar até a 30 anos se
armazenados em condi¢des controladas, i.e.,
indmeros refrigeradores para a manutencio
da temperatura. Por fim, cada um destes dis-
positivos requer diferentes leitores, os quais
sdo rapidamente substituidos devido i alta
obsolescéncia destas tecnologias. Por exem-
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Figura 1.

Criptografia de DNA. De forma
esquematizada, a imagem
retrata a amplificagao das
moléculas de DNA (escondidas
no ponto final da carta) por
meio da técnica de PCR (do
inglés, Polymerase chain
reaction). Em seguida, as
sequéncias nucleotidicas
amplificadas sao decifradas por
sequenciamento de DNA e,
por fim, decodificadas para o
alfabeto romano, revelando a
mensagem secreta. Elementos
graficos da Noun Project: DNA
— ProSymbols; Monitor — Andy
Mc (CC BY 2.0).

Bits: Um bit (do inglés, Binary
Digit) consiste em uma unidade
binaria, correspondendo a
menor parcela de informacao
computacional, assumindo
somente 2 valores (0 ou 1).
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plo, embora os disquetes tenham sido muito
utilizados nos anos 1990, nenhum dos com-
putadores atuais possui leitores para este tipo
de dispositivo — inclusive muitos notebooks ja
nio apresentam leitores de CD e DVD.

Quando o cédigo genético foi reportado pela
primeira vez como uma possivel forma de
criptografia, a comunidade cientifica e em-
presas de tecnologia voltaram os olhos para
uma iminente solugio aos problemas das tec-
nologias atuais de armazenamento de dados.
Afinal, se era possivel escrever mensagens de
texto em moléculas de DNA, por que nio
seria possivel a insercio de dados cada vez
mais robustos? Para isso, assim como apren-
demos a traduzir textos de um idioma para
outro em uma folha de papel, é necessario
aprendermos como traduzir os dados com-
plexos em cddigo genético e escrevé-los em
um DNA. De forma intrigante, as bactérias
serdo as nossas professoras.

1.1 CRISPR

Desde os primérdios, em meio is guerras
contra bacteritfagos, as bactérias reescreve-

ram os seus proprios genomas como uma es-
tratégia de defesa. Em alguns genomas pro-
caridticos existem locus (regides) compostos
por sequéncias nucleotidicas repetidas que
se intercalam com sequéncias espagadoras.
Estes 16cus sio conhecidos como CRISPR
(Repeti¢des Palindrémicas Curtas Agrupa-
das e Regularmente Interespagadas) e, junto
a um conjunto de genes Cas (genes associa-
dos as CRISPR), formam um sistema imune
adaptativo de procariotos, o qual se resume
em trés etapas: (i) adaptacio, (ii) biogénese
do crRNA e (iii) interferéncia.

A etapa de adaptagio ocorre quando uma
bactéria é infectada pela primeira vez por
um bacteriéfago e o complexo enzimitico
Cas1-Cas2 cliva o material genético viral em
pequenos fragmentos (~32 nt), subsequen-
temente integrando-os no lécus de CRISPR
como sequéncias espac;adoras. Em seguida,
a transcri¢do deste locus composto por se-
quéncias virais leva 4 biogénese do crRNA
(RNA derivado de CRISPR), que consiste
em pequenas moléculas de RNA corres-
pondentes aos espagadores. A etapa final —

Genética na Escola | Vol. 17 | N°1 | 2022

interferéncia - ocorre quando a bactéria é
infectada novamente pelo bacterifago e a
enzima Cas9 forma um complexo ribonu-

cleoproteico com o ctRNA que reconhece
e, por fim, destréi a sequéncia genética viral.

O entendimento do sistema bioldgico CRIS-
PR-Cas abriu portas para o uso de uma ma-
quinaria no desenvolvimento de ferramentas
biotecnolégicas com aplicagdes na medici-
na, na agricultura, na inddstria e na ciéncia
bésica. Devido s profundas implicacdes da
técnica de CRISPR-Cas na sociedade, as
pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e
Jennifer A. Doudna foram laureadas ao Pré-
mio Nobel de Quimica em 2020 pelo desen-
volvimento desta tecnologia. Dentre tantas
possibilidades para o uso do sistema CRIS-
PR-Cas, uma nova aplicagio tecnoldgica foi
recentemente reportada: o DNA recording.

2. DNA recording
por CRISPR

O DNA recording consiste no armazena-
mento de informacdes especificas (digitais
ou nio) em 4cidos nucleicos. Em linhas ge-
rais, de acordo com Shipman et al. (2017),
0 processo se resume a trés etapas centrais:
(i) escrita, (ii) armazenamento e (iii) leitura
(Figura 2).

2.1 Principios
moleculares

Inicialmente, a escrita é feita a partir da co-
dificagdo da informagio digital (em cédigo
bindrio) em sequéncias de nucleotideos (c6-
digo genético). Ao supor que estamos traba-
lhando com uma imagem a ser codificada,
precisamos traduzir a informagio de cada
pixel em cédigo genético. Para isto, Shipman

e seus colaboradores (2017) estabeleceram
um diciondrio atribuindo valores binirios a
cada base nucleotidica (i.e., C = 00, T = 01,
A =10 e G = 11) ¢, em seguida, sintetiza-
ram uma cadeia de DNA com 28 nucleoti-
deos (denominados de oligonucleotideos)

que codificam 9 pixels, cada um codificado

por uma trinca de bases (Figura 2A). Desta
forma, a informagio bindria de cada conjun-
to de 9 pixels da imagem foi traduzida em
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Complexos
ribonucleoproteicos:
Agregados formados por RNA e
proteinas.

Bacteriofagos: Virus que
infectam bactérias.

Pixel: Aglutinacao das palavras
em inglés, Picture e Element.
Consiste no menor elemento de
uma imagem digital, composto
por 3 pontos (verde, vermelho
e azul), os quais formam
combinacdes que definem

256 tonalidades diferentes
quando oito bits sdo usados
para a informacdo de cada cor
primaria.

Oligonucleotideos: polimeros
curtos de acidos nucleicos,
geralmente contendo entre seis
e trinta nucleotideos.

Sociedade Brasileira de Genética

13



CONCEITOS EM GENETICA

um oligonucleotideo diferente, cada um es-
pecificado com um cédigo de barras — uma
pequena sequéncia inicial de quatro nucleo-
tideos, chamada de “pixet”.

A préxima etapa — armazenamento — con-
siste em guardar estas moléculas em tubos de
ensaio (in vitro) ou em células (in vivo). Em
especial, é na abordagem de armazenamento
in vivo que o sistema imune procaridtico —
CRISPR - apresenta-se como um protago-
nista. Neste sentido, os oligonucleotideos sio
administrados em uma populagio de bacté-
rias que apresentam o lécus CRISPR em
seus genomas e superexpressam o complexo
enzimitico Casl-Cas2. Como espacadores,
estas sequéncias exdgenas sio incorporadas

a0 genoma da bactéria, de maneira similar ao
mecanismo de adaptagio a infecgdes virais

(Figura 2B).

Por fim, apés o crescimento das bactérias,
j4 se torna possivel a leitura da informagio
armazenada. Utilizando a técnica de PCR,
os arranjos de CRISPR devem ser ampli-
ficados e, posteriormente, submetidos ao
sequenciamento. Os resultados do sequen-
ciamento sio filtrados por uma série de
algoritmos, incluindo o isolamento dos es-
pacadores recém adquiridos pelas bactérias
(Figura 2C). Por fim, a decodificagio dos
oligonucleotideos novamente a linguagem
computacional possibilita a reproducio da
informagio original.

A
Informacao codificada Oligonucleotideo
] GCCCT CAG AGCGAGGTAGACTCGCAGT
i Pixet 2 4 5 6 7 8 9 ) 5
] Sintese v
Conjuntos de oligos

B Célula bacteriana Administracao
o
[t
=
Bactérias LU
=
<
=
N
Locus CRISPR <
=
Conjunto 1 Conjunto 2 ﬁ<:

Decodifica

cdo
D —
AR

Sequenciamento
de DNA

LEITURA
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Figura 2.

Esquema do processo de DNA
recording por CRISPR. Em

A, conjuntos de pixels de uma
imagem sdo geneticamente
codificados e sintetizados em
oligonucleotideos. Em B, as
moléculas sdo introduzidas

na célula bacteriana, cujo
sistema CRISPR trabalha

na incorporacao das
oligonucleotideos no genoma.
Em C, o DNA bacteriano é
sequenciado e decodificado em
linguagem computacional para
a reconstrucdo da informacdo
armazenada. Elementos graficos
da Noun Project: DNA - Olivia;
Vectors Market (CC BY 2.0).
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Aplicacoes

CRISPR nio se limita apenas ao armazena-
mento de informagdes estiticas, como textos
e imagens, no DNA. De maneira similar ao
exemplo anterior, Shipman et al. (2017) tam-
bém executaram o armazenamento de um
GIF adaptado de “O Cavalo em Movimento”
por Eadweard Muybridge (1878), que con-
siste em uma sequéncia de 5 fotografias. Por
conta de ser uma informagio dinimica, cada
quadro do GIF foi codificado em um con-
junto de 104 oligonucleotideos espagadores.
Assim, cada célula bacteriana foi capaz de
armazenar um conteido de 2.6 quilobytes
(veja mais em: https://www.youtube.com/

watch?v=yWqlwYjpclA ).

Um fato curioso é que, conforme as molé-
culas exdgenas de DNA sio introduzidas a
célula bacteriana, estas sio integradas como
espacadores no l6cus CRISPR de maneira
sequencial, como um registro cronolégico
de eventos bioldgicos. Desta forma, DNA
recording por CRISPR também possibilita o
monitoramento de atividades biolégicas. Em
um estudo recente, um plasmideo responsivo
a estimulos foi introduzido na bactéria Fusi-
catenibacter saccharivorans, que naturalmen-
te apresenta a expressio do complexo Cas-

1-Cas2 fusionado A enzima transcriptase

reversa (TR). Conforme a bactéria sofre um
determinado estimulo, a transcri¢io do plas-
mideo exdgeno é desencadeada. Subsequen-
temente, as moléculas de RNA produzidas
sdo reversamente transcritas em DNA pela
TR e, por fim, integradas ao genoma bacte-
riano pelo complexo Cas1-Cas2. Assim, os
pesquisadores reportaram a tecnologia ba-
seada em CRISPR, Record-seq, como uma
ferramenta promissora para o monitoramen-
to transcricional in vivo.

3. Vantagens e
desvantagens

Como uma iminente solugio para os pro-
blemas atuais de armazenamento de dados
em dispositivos magnéticos, dpticos e eletrd-
nicos, 0 DNA apresenta propriedades alta-
mente relevantes: a alta densidade de infor-
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magdes (215 petabytes para cada 1 grama

de material genético), em que 1 grama de
DNA ¢é capaz de armazenar cerca de 215 pe-
tabytes; a elevada durabilidade (de séculos
a milénios), visto que é possivel recuperar in-
formagées genéticas de fésseis e/ou micror-
ganismos preservados em geleiras; a alta re-
sisténcia a condi¢ées ambientais extremas,
considerando o uso da bactéria Deinococcus
radiodurans como uma protegio biolégica,
devido 2 sua capacidade de tolerar desseca-
¢do, altas temperaturas, luz ultravioleta e do-
ses de radiacdo ionizante mil vezes maiores
do que a tolerada por seres humanos; a faci-
lidade de replicagdo, uma vez que a técnica
de PCR pode criar milhdes de copias de uma
determinada informagio em poucas horas;
por tltimo, a baixa obsolescéncia, visto que,
em cerca de 4 bilhoes de anos de vida na Ter-
ra, o DNA ¢ a forma mais dispersa e antiga
de armazenamento de informagdes.

Entretanto, a tecnologia de DNA recording
ainda é recente, pouco investigacla e requer
aperfeicoamentos. Enquanto isso, alguns fa-
tores ainda inviabilizam seu uso comercial e
em larga escala, como: o custo da sintese e do
sequenciamento de DNA ainda é altamente
elevado, de tal forma que o armazenamento
de 1 MB (megabyte) no DNA custaria em
torno de 3.500 ddlares; o ruido gerado pelas
imperfei¢des na sintese de DNA e pelos et-
ros de sequenciamento; o acesso direciona-
do a uma determinada informagio no DNA
ainda é prejudicado, devido A necessidade de
uma nominalizagio para cada informagio
dentro de um imenso conjunto de dados;
por fim, o desempenho da tecnologia ainda
é muito baixo, uma vez que a velocidade de
sintese quimica/enzimdtica de DNA é mui-
to inferior i velocidade de armazenamento
de dados em dispositivos eletronicos.

4. Perspectivas

A quantidade de informagio gerada nos tlti-
mos anos tem crescido descontroladamente,
excedendo os limites fisicos para o seu ar-
mazenamento. O advento da tecnologia de
DNA recording, que utiliza icidos nucleicos
para o armazenamento de dados, abre portas
para a resolucio deste importante problema,
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Petabytes: Um byte consiste
em um conjunto de 8 bits. Um
petabyte consiste em 10"
bytes ou 1.000 terabytes.

Transcriptase reversa:
Enzima que realiza o processo
de sintese de um DNA
complementar (cDNA) a partir
de um molde de RNA. Este
processo é conhecido como
transcrigdo reversa pois é
feito em sentido contrario a
transcricdo de DNA para RNA.
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possibilitando o armazenamento de toda
a informacio estimada a ser produzida até
2025 (175 zettabytes) em uma tnica sala.

Entretanto, o importante gargalo da perfor-
mance de sintese e sequenciamento de DNA
ainda precisa ser resolvido. Para isso, a au-
tomagdo do armazenamento de dados em
DNA ¢é um dos focos principais do DNA
Data Storage Alliance, um grupo formado por
mais de dez organizag6es importantes, como
a Microsoft e a Universidade de Washing-
ton. Assim, nos préximos anos, 0s avangos
destes grupos poderio viabilizar o uso de
DNA como uma solugio para lacunas atuais
das tecnologias de armazenamento de dados.
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Zettabytes: Unidade de
medida equivalente a 10?' bytes
ou 10° terabytes.
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