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APRESENTAÇÃO

O livro “Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” é uma obra 
com o foco principal na valorização acerca do conhecimento aprofundado em Biologia 
Molecular e Biotecnologia, assim como do histórico e das técnicas recentes mais aplicadas 
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tópicos Especiais 
em Biotecnologia II: Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia 
(BIOTEC024)”, ofertada pelo Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia da 
Universidade Federal do Espírito Santo.

Os diversos temas relacionados à Biologia Molecular e à Biotecnologia foram 
abordados tendo como foco os avanços nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A 
obra consta de sete capítulos, nos quais foram discutidos a evolução da biologia molecular 
e das ômicas, assim como os sequenciadores de próxima geração, os métodos de estudo 
em epigenética, a amplificação do DNA em single-cell, estudo de expressão gênica, 
ferramentas de edição gênica e expressão heteróloga de proteínas.

Deste modo a obra “Avanços Metodológicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” 
apresenta uma ferramenta de estudo que proporciona aos leitores uma visão ampla das 
principais metodologias em Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como as suas 
evoluções ao longo dos anos.

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borçoi

Suzanny Oliveira Mendes
Adriana Madeira Álvares-da-Silva
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1Lista de abreviações e siglas

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS
2D-PAGE Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis
5hmC  5 hidroximetilcitosina 
5mC  5-metilcitosina 
AD  Domínio de Ativação
AMPK   Proteína Quinase Ativada por Adenosina Monofosfato
BACs  Cromossomos Artificiais Bacterianos
BiTS-ChiP Isolamento Descontínuo da Cromatina Específica de Tecido para   
  Imunoprecipitação
cDNA  DNA complementar
ChiP  Imunoprecipitação da Cromatina
ChIP-chip Imunoprecipitação de Cromatina Ligada a Microarranjos
ChIP-Seq Imunoprecipitação da Cromatina com Tecnologia de Sequenciamento de  
  Nova Geração
CRISPR  Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente   
  Interespaçadas (do inglês Clustered Regularly Interspaced Short   
  Palindromic Repeats)
DCR  Doença Renal Crônica
DNA  Ácido Desoxirribonucleico
DNAr   DNA recombinante
DNTPs  Desoxirribonucleotídeos Fosfatados
DOP-PCR Reação em Cadeia da Polimerase Iniciada por Oligonucleotídeo   
  Degenerado
dPCR  PCR digital
DSB  Quebra Dupla da Fita de DNA (do inglês Double-Stranded Break)
ESI-MS  Espectrometria de Massa de Eletrospray
FACS  Classificação Celular Ativada por Fluorescência
FDA  Food and Drug Administration
FOK I   Flavobacterium okeanokoites
FRET  Transferência de Energia de Ressonância de Fluorescência
FTIR  Espectroscopia Infravermelha de Transformação Fourier
GAPDH  Gliceraldeído-3-fosfato Desidrogenase
GFP  Proteína Verde Fluorescente
GST  Glutationa S-transferase
HATs  Histonas Acetiltransferases
HDACs  Histonas Desacetiltransferases
HPLC  Cromatografia Líquida de Alta Resolução
HR  Recombinação Homóloga (do inglês Homologous Recombination)
INTACT  Isolamento de Núcleos Marcados em Tipo Celular Específico
LCM  Microdissecção de Captura a Laser
Lpp  Lipoproteína Mureína
MACS  Classificação de Células Ativadas Magneticamente
MALBAC Múltiplos Ciclos de Amplificação Baseados em Anelamento e Loop
MBP  Proteína Ligante da Maltose
MDA   Amplificação de Deslocamento Múltiplo
miRNA  microRNA
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NGS  Sequenciadores de Próxima Geração
NHEJ  Junções Terminais não Homólogas (do inglês non-homologous end   
  joining)
NLS  Sinal de Localização Nuclear
NMR  Ressonância Magnética Nuclear
OGM  Organismos Geneticamente Modificados
OmpA  Proteína A da membrana externa
OmpT  Protease VII
PCR  Reação em Cadeia da Polimerase
PGM   Personal Genome Machine
PhoE  Proteína E dos poros da membrana externa
qPCR  Reação Quantitativa em Cadeia da Polimerase (qPCR)
RBS  Sequência Shine-Dalgarno (do inglês Ribossome Binding Site)
RFLP  Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição (RFLP)
RNA   Ácido ribonucleico
RNAm   RNA mensageiro
RNA-seq  Sequenciamento de RNA
RT  Transcriptase reversa
RT-PCT  PCR de transcrição reversa
RT-qPCR  PCR de transcrição reversa quantitativa
RVS   Repetições Variáveis Diresíduos
Sars-cov-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
SDS-PAGE Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presença de Dodecil Sulfato 
de   Sódio
SNP  Polimorfismo de Nucleotídeo Único
STR  Sequências de Repetições Curtas em Tandem
TALENs  Nucleases com Efetores do tipo Ativador Transcricional (do inglês   
  Transcription Activator-Like Effector Nucleases)
TET  Translocação Metilcitosina Dioxigenase
TFIIIA   Fator de transcrição IIIA
Tm   Temperatura de melting
TRX   Tiorredoxina
YACs  Cromossomos Artificiais de Leveduras
ZFN  Nucleases de Dedo de Zinco (do inglês Zinc Finger Nucelases)
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RESUMO: A genômica é um campo que surgiu 
para estudar a estrutura, a função e a expressão 
dos genes nos genomas dos organismos. Contudo, 
para estudar os genes é preciso ferramentas 
adequadas, como os sequenciadores de próxima 
geração (NGS). Estes passaram por diversas 
melhorias ao longo da história, possibilitando um 
sequenciamento mais preciso, mais automatizado, 
e mais rápido. Com isso, esta revisão tem como 
objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha 
da plataforma adequada para sua pesquisa, 
demonstrando as diferentes características entre 
os sequenciadores de próxima geração, e suas 
principais vantagens e desvantagens. Com os 
NGSs é possível detectar variantes gênicas e, 
em alguns casos, variações no número de cópias. 
Através dos NGS, é possível sequenciar o DNA 
de qualquer organismo, tendo atualmente uso 
na prática médica, forense, estudos evolutivos e 

em biotecnologia. O sequenciamento por meio 
dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas 
dependendo da plataforma, sendo elas,  a 
etapa de extração do DNA,  construção de uma 
biblioteca de fragmentos de DNA,  amplificação 
dos fragmentos,  leitura das sequências,  e 
análise dos dados. Nesta revisão são citadas as 
plataformas: Roche, Illumina, Solid, IonTorrent, 
PacBio e Nanopore. A escolha da plataforma 
adequada depende  dos objetivos e recursos de 
cada usuário. 
PALAVRAS-CHAVE: NGS, sequenciamento, 
DNA.

GENOMICS AND NEXT GENERATION 
SEQUENCERS

ABSTRACT: Genomics is a field created to study 
the DNA structure, function and gene expression  
of any organism. However, when studying genes, 
one must have access to the appropriate tools, 
such as Next Generation Sequencers. These have 
undergone several improvements throughout 
history, enabling a more accurate, automated and 
faster sequencing. Thus, this review aims to assist 
researchers in choosing the appropriate platform 
for their research, showing different characteristics 
among next-generation sequencers along with their 
main advantages and disadvantages. With NGSs, 
it is possible to observe genetic variants and, in 
some cases, copy number variations.  NGS are 
capable of sequencing DNA from any organism. 
They are currently usedin clinical practice, forensic, 
evolutionary studies and biotechnology. NGS 
sequencing requires four or five steps, depending 
on the platform: DNA extraction, DNA fragment 
library construction, amplification, sequencing and 
data analysis. The platforms cited in this review 
are: Roche Illumina, Solid, IonTorrent, PacBio and 
Nanopore. Choosing the right platform depends on 
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the purpose and resources of  each user.
KEYWORDS: NGS, sequencing, DNA.

1 |  A HISTÓRIA DO SEQUENCIAMENTO DO DNA
Com a descoberta da estrutura tridimensional do DNA, em 1953, os pesquisadores 

começaram a despertar ainda mais interesse por esta molécula, surgindo assim um novo 
campo na ciência, a genômica. 

A genômica é a ciência que estuda a estrutura, a função e a expressão dos genes 
nos genomas dos organismos (HORGAN; LOUISE, 2011; SALZANO, 2014). Embora os 
pesquisadores conhecessem as estruturas presentes no DNA, sequenciá-lo ainda era uma 
tarefa difícil. Somente na década de 70, novas técnicas para o sequenciamento do DNA 
começaram a ser desenvolvidas (FIETTO; MACIEL, 2015; HEATHER; BENJAMIN, 2016).

Na época, dois grupos trabalhavam em desenvolver técnicas de sequenciamento: 
Alan Maxam e Walter Gilbert, do qual o princípio da técnica era marcar o DNA de interesse 
e depois quebrá-lo, com reagentes químicos, em pequenos fragmentos que podem ser lidos 
em gel de poliacrilamida; Frederick Sanger e Alan Coulson, utilizaram a técnica baseada 
em reações enzimáticas, como a da DNA polimerase. Ambos faziam uso de marcadores 
radioativos. Em 1977, Sanger aperfeiçoou sua técnica utilizando didesoxinucleotídeos, e 
assim se deu início ao sequenciamento de primeira geração (HEATHER; BENJAMIN, 2016; 
SALZANO, 2014). Ao longo do tempo, as tecnologias avançaram e com isso a técnica de 
Sanger foi aprimorada e automatizada, até surgirem novas formas de sequenciamento.

Na década de 90, os sequenciadores trouxeram grandes feitos para a ciência, 
marcando a história dos sequenciadores. Em 1990, foi iniciado o Projeto Genoma Humano, 
que teve como objetivo obter toda a sequência do genoma humano em 15 anos, e em 
2003 o projeto foi concluído (COLLINS; MORGAN; PATRINOS, 2003). Diversos fatores 
influenciaram para a que a leitura fosse realizada em menos tempo, como a automatização 
das técnicas de PCR e de Sanger, grandes avanços da bioinformática, além da melhoria do 
sequenciamento pela técnica de Shotgun Sequencing. 

Em 1995, a técnica de Shotgun Sequencing possibilitou o sequenciamento completo 
dos genomas das espécies: Hameophilus influenzae e Mycoplasma genitalium. Ela acabou 
sendo revolucionária para o projeto genoma humano, pelo fato de permitir o sequenciamento 
em paralelo, e sem precisar do conhecimento prévio das sequências adjacentes. A técnica 
consiste em fragmentar o DNA aleatoriamente com enzimas de restrição, construir uma 
biblioteca de fragmentos em vetores de sequenciamento, e posterior alinhamento das 
sequências. (LOMAN; PALLEN, 2015; SALZANO, 2014; VENTER et al., 1998).  Ao longo 
do tempo as tecnologias permitiram o surgimento de novos sequenciadores, conhecidos 
como Sequenciadores de Próxima Geração (NGSs). 

A técnica de Sanger é utilizada até hoje e tem grande importância, principalmente 
para confirmar as variantes encontradas pelos NGSs, isso ocorre, pois há limitações em 
suas técnicas. Contudo, os NGSs permitem uma maior agilidade no sequenciamento, e 
geram maiores informações. Os NGSs, apesar de serem bem diferentes entre si em relação 
a leitura da sequência do DNA, possuem características semelhantes, como a necessidade 
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da construção de uma biblioteca de fragmentos, leitura em paralelo e repetitiva e a ausência 
do uso de gel. Esta revisão tem como objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha da 
plataforma adequada para suas pesquisas, demonstrando as principais diferenças entre os 
sequenciadores de próxima geração, e suas principais vantagens e desvantagens. 

2 |  APLICAÇÕES DOS NGSS
Os NGSs são eficazes para observar variantes gênicas, como mutações e 

polimorfismos, inserções e deleções pequenas (indels), e dependendo do pipeline utilizado, 
podem detectar variações no número de cópias. São eficientes para estudos genômicos, 
metagenômico e epigenômicos. Estes sequenciadores são capazes de sequenciar qualquer 
DNA, como o  de cloroplastos, mitocondrias ou DNA nuclear de células germinativas ou 
somáticas, e de quaisquer organismos, como vírus, bactérias e humanos (VOELKERDING; 
DAMES; DURTSCHI, 2009; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Devido à sua ampla capacidade de leitura e geração de dados, os NGSs são usados na 
prática médica. Com a leitura gênica é possível identificar alterações genéticas hereditárias 
ou não, como deficiências, síndromes, cegueira, surdez, entre diversos distúrbios renais, 
neurológicos, do tecido conjuntivo, entre outros. Na oncologia, o sequenciamento de 
determinados genes pode ajudar a entender se o câncer é hereditário ou somático, assim 
como definir opções de tratamento. É possível também verificar predisposição ao câncer 
por meio de painéis genéticos (BEHJATI; TARPEY, 2013; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 
Estes painéis também podem ser estabelecidos para outras doenças genéticas, como 
doenças cardiovasculares, neurológicas, hematológicas, etc. Os testes genéticos podem 
ajudar a tomar medidas  preventivas (JÚNIOR et al., 2019; KALAYINIA et al., 2017).

Como os NGSs são eficientes para quaisquer organismos, na medicina, eles ajudam 
a identificar patógenos como vírus, bactérias e outros. O sequenciamento dos genomas 
desses organismos facilita o diagnóstico, e ajudam no desenvolvimento de vacinas e 
remédios. 

Em meio a pandemia do coronavírus em 2020, o sequenciamento rápido do vírus 
SarsCov-2 permitiu verificar as variações genéticas importantes para o desenvolvimento 
de possíveis vacinas e drogas. Conhecer a sequência gênica também facilitou para o 
desenvolvimento de diagnósticos por RT-PCR ou sorologia, ajudou a identificar outros 
microorganismos associados, além de possibilitar a identificação de cepas variantes (DIAS 
et al., 2020; TANG et al., 2020).

Na área forense, as sequências de repetições curtas em tandem (STR) são as mais 
usuais para identificação do DNA coletado. Os NGSs permitem a amplificação de amostras 
degradadas e com pouca quantidade de DNA (ALVAREZ-CUBERO et al., 2017).

Os novos sequenciadores também ajudam a reconstruir as filogenias e com isso 
fazer inferências evolutivas. Nos diferentes organismos há muitas regiões homólogas e 
regiões com polimorfismo ou mutações, com os NGSs estas regiões e as variações gênicas 
puderam ser melhor observadas (KADLEC, 2017).

https://academic.oup.com/clinchem/article/55/4/641/javascript:;
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3 |  SEQUENCIADORES DE PRÓXIMA GERAÇÃO (NGS) 
Os sequenciadores de próxima geração, também são conhecidos como 

sequenciadores massivamente paralelos. Receberam esse nome pelo salto na sua 
capacidade de sequenciamento quando comparados a tecnologias previamente existentes, 
ou seja, são capazes de sequenciar um número ainda maior de fragmentos de DNA 
simultaneamente (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; NARCISO; BEVITORI, 
2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 

Serão apresentados neste capítulo as seguintes plataformas: Roche, Illumina, Solid 
e IonTorrent PacBio e Nanopore 

A leitura por meio dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas: 1-Extração do 
DNA de interesse; 2- construção de uma biblioteca de sequenciamento; 3- amplificação 
dos fragmentos a serem sequenciados; 4-  leitura das sequências; 5- Análise dos dados 
(YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 

3.1 Extração do DNA
 Existem diferentes protocolos para extração de DNA, da qual a escolha depende 

do tipo de material biológico e da pesquisa. Para o sequenciamento, o método de extração 
não terá influência, desde que a extração apresente uma boa qualidade e uma quantidade 
razoável de DNA. Como os NGS são bem sensíveis, não necessitam de grandes 
quantidades. A verificação da qualidade e quantidade do DNA podem ser medidas pelos 
equipamentos Nanodrop ou gel de agarose e Qiubit ou picogreen (SIMBOLO et al., 2013; 
YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Existem protocolos de extração mais baratos como os realizados por fenol e/ou 
clorofórmio ou etanol, porém são substâncias que podem agir como inibidores, por este 
motivo necessitam de várias etapas de lavagem, tornando a técnica mais demorada e mais 
suscetível a erros devido as diversas manipulações. Um alternativa seriam kits comerciais. 
Algumas empresas, como a Thermo Fisher Scientific, Kasvi, Qiagen ou Promega 
disponibilizam kits específicos para cada material biológico, com diferentes rendimentos 
dependendo do valor (SCHIEBELHUT et al., 2016). 

3.2 Construção de uma biblioteca de sequenciamento
Há diversos protocolos e kits que permitem a construção da biblioteca, da qual se 

resume em fragmentar o DNA e adicionar adaptadores nas extremidades dos fragmentos 
(DIJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; FIETTO; MACIEL, 2015; YOHE; THYAGARAJAN, 
2017). 

Como o NGS sequencia fragmentos menores que os de Sanger, o DNA é quebrado 
em fragmentos menores (reads). A quebra do DNA pode ser efetuada por métodos químicos, 
como o uso das enzimas de restrição, ou métodos físicos, como a sonicação (VAN DIJK; 
JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 

Em seguida os adaptadores, que são oligonucleotídeos, são adicionados às 
extremidades dos fragmentos pelas enzimas ligases. Estes podem ter a função de ancorar 
o fragmento de DNA à superfície da plataforma em beads ou flowcell, complementar o 
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primer para anelamento, ou identifi car os fragmentos por barcode ou índice em plataformas 
que permitam a multiplexação (GOETZE; PASSAIA; SPERB-LUDWIG, 2017; YOHE; 
THYAGARAJAN, 2017). 

Nas tecnologias mais atuais, adaptadores tipo hairpin, possuem a função de conectar 
um fi lamento de DNA a outro (Figura 1). A tecnologia Pacbio utiliza o adaptador hairpin em 
ambas as extremidades, enquanto a de nanopore, usa o adaptador hairpin em apenas uma 
das extremidades (GROHME et al., 2013). 

Figura 1. Adaptadores tipo hairpin. A) Adaptador hairpin em apenas uma extremidade, comum 
na tecnologia de nanopore . B) Adaptadores hairpin em ambas as extremidades, tornando o 
DNA um único fi lamento circular autopareado,  usuado na plataforma Pacbio. Fonte: Próprio 

autor.

Dependendo da tecnologia são adicionados adaptadores complementares 
para anelamento do primer somente em uma ou nas duas extremidades. Quando o 
sequenciamento ocorre em apenas um sentido, sequenciamento single end, é adicionado 
o adaptador (forward) em apenas uma extremidade (Figura 2). A maioria dos NGSs usam 
essa técnica,  como a Roche, SOLID e Ion Torrent. O sequenciamento paired end é quando 
há o sequenciamento em ambos os sentidos do fragmento, sendo adicionado adaptadores 
em ambas as extremidades (forward e reverse), como ocorre na plataforma Illumina 
(ESCALONA; ROCHA;POSADA, 2016; GREH, 2018).

Figura 2. Adição dos adaptadores aos Fragmentos. As setas indicam o sentido da leitura. 
a) Single end: Leitura em apenas um sentido. b) Paired end: Leitura em ambos os sentidos. 

Fonte: Próprio autor.
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O sequenciamento mate-pair são sequências mais longas (scaffold), que também 
permitem a leitura em ambos os sentidos. Sua construção é realizada adicionando biotina 
nas extremidades dos scaffolds. As biotinas se ligam formando um DNA circular, para que 
depois sejam fragmentados. Os fragmentos com biotina são selecionados e então são 
adicionados adaptadores nas extremidades (Figura 3) (NIEUWERBURGH et al., 2011). As 
plataformas como Roche e Solid são capazes de realizar este tipo de leitura (BERGLUND; 
KIIALAINEN; SYVÄNEN, 2011).

Figura 3. Construção da biblioteca de sequenciamento a partir de scaffolds, para 
sequenciamento mate-pair. Fonte: Próprio autor

Após a construção da biblioteca de sequenciamento o fragmento está disponível 
para a próxima etapa, podendo ser amplificado ou sequenciado. 

3.3 Amplificação do fragmento
É muito comum que haja amplificação dos fragmentos selecionados, porém alguns 

equipamentos atuais como a da tecnologia de PacBio ou Nanopore não necessitam 
dessa etapa. A amplificação também é conhecida como enriquecimento, pois gera uma 
maior quantidade de DNA adaptados. A amplificação pode ser feita por PCR, na qual os 
fragmentos podem ser ancorados em microesferas (beads) ou em placa de vidro (flow cell) 
(VAN DIJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

A amplificação em beads ocorre em uma solução aquosa com óleo, conhecido como 
PCR em Emulsão. Da qual cada microgota aquosa com um bead fica  imersa em uma 
solução oleosa. Para a multiplicação dos fragmentos são necessários os reagentes de PCR 
e os fragmentos adaptados. As microesferas possuem adaptadores por toda sua superfície, 
que se ligam aos fragmentos em uma de suas extremidades, fixando-os na superfície. 
E assim o primer pode se anelar à outra extremidade do fragmento para que ocorra a 
amplificação. As plataformas Roche 454, Solid e Ion torrent utilizam esta amplificação 
(GOODWIN;MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; FIETTO; MACIEL, 2015).

A plataforma Illumina faz uso da amplificação por pontes em flowcell que são 
cobertas por primers forward e reverse. O fragmento de interesse se liga, em uma de 
suas extremidades ao primer complementar presente na placa (foward), enquanto a 

https://academic.oup.com/nar/article/40/3/e24/javascript:;
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outra extremidade se liga ao primer complementar mais próximo na placa (reverse). 
Os nucleotídeos são adicionados formando uma dupla fita em forma de ponte. Quando 
há o processo de desnaturação, as fitas se separam e apenas uma das extremidades 
ficará fixada e a outra ficará livre, permitindo que no próximo ciclo haja o anelamento com 
outros primers mais próximos na flowcell, havendo um aumento do número de fragmentos 
(FIETTO; MACIEL, 2015; KNETSCH et al., 2019). 

3.4 Sequenciamento
O sequenciamento do DNA depende de cada equipamento. A leitura pode ocorrer em 

poços como os equipamentos da Roche 454 e Ion Torrent ou em placas como da Illumina e 
a SOLID (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 
Nos equipamentos atuais costuma-se utilizar a nanotecnologia como nanoporos em células 
de fluxo na tecnologia Oxford Nanopore Technologies ou matriz nanofotônica ZMW (zero-
mode waveguide) utilizada pela Pacbio (FENG et al, 2015; HEATHER; BENJAMIN, 2016). 

A maioria das plataformas, para fazer a leitura, utilizam a enzima DNA polimerase, 
da qual é adicionado nucleotídeos à cadeia (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia Pacbio, 
apesar de fazer uso da DNA polimerase, sua enzima é específica e necessita de ficar 
imobilizada na superfície próxima ao detector ZMW (EID et al., 2009). A tecnologia SOLID, 
por sua vez, não utiliza a DNA polimerase, pois faz uso de sondas que são ligadas pela 
enzima DNA ligase (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia da Oxford Nanopore não 
necessita da construção de uma nova fita para detecção, dessa forma, a leitura ocorre 
quando o fragmento de interesse passa pelo nanoporo (FENG et al, 2015). 

Para detectar qual nucleotídeo ou sonda está sendo incorporado as tecnologias 
podem fazer uso de fluorescência, pirofosfato ou voltagem. Na tecnologia da Roche 
454 a detecção da incorporação nucleotídica ocorre pela liberação de um pirofosfato. A 
plataforma Illumina é semelhante à de Sanger, do qual a detecção nucleotídica ocorre por 
fluorescência emitida a cada nucleotídeo terminal reversível incorporado. 

Outras plataformas como a SOLID e a Pacbio também fazem uso de fluorescência. 
As tecnologias que utilizam a voltagem são: Ion torrent e Oxford Nanopore. A tecnologia Ion 
Torrent faz detecção pela mudança de pH gerada pela incorporação de cada nucleotídeo 
(CHRISTOFF, 2017), enquanto a da Oxford Nanopore à medida que cada nucleotídeo passa 
pelo nanoporo, há uma mudança na corrente elétrica, gerando uma voltagem diferente 
respectiva a cada base (LEGGETT; CLARK, 2017). 

3.5 Análise dos dados
Cada plataforma irá gerar um gráfico segundo sua tecnologia de detecção. A 

plataforma Roche 454 e de Ion Torrent, por exemplo, devido a dispensação nucleotídica 
ser de apenas um tipo de base nitrogenada, conhecida pelo programa,  cada nucleotídeo 
incorporado gera um pico de acordo com a quantidade incorporada, formando um gráfico 
(pirograma) no caso da Roche 454 ou um gráfico de voltagem como no equipamento Ion 
Torrent (FIETTO; MACIEL, 2015; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). 

As tecnologias que utilizam a fluorescência também geram um tipo de gráfico, 
comumente chamado de cromatograma, pois cada base nitrogenada possui uma cor 
específica. Dessa forma, o programa consegue visualizar qual nucleotídeo foi incorporado 



 
Capítulo 2 21

(CHRISTOFF, 2017). O mesmo ocorre com a tecnologia de Nanopore, que apesar de não 
ser por fluorescência, cada nucleotídeo que passa pelo nanoporo irá gerar uma voltagem 
específica, formando um gráfico. 

Para que seja possível compreender os resultados apresentados nos gráficos, e 
interpretar a grande quantidade de dados gerados, os softwares realizam uma análise, 
traduzindo os gráficos em palavras (string) para que assim seja possível obter a sequência. 
Os resultados passam por uma série de processos, chamados de pipelines de análises 
genômicas, que são programas sequenciais dependentes uns dos outros (MELO, 2009; 
YOHE; THYAGARAJAN, 2017). 

Algumas plataformas por permitirem a multiplexação, ou seja, a mistura de 
amostras, necessitam da etapa de desmultiplexação, que é quando o programa identifica e 
separa as amostras (ALEXANDER et al, 2012; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). A sequência 
interpretada pelos softwares precisa ser salva  na forma de texto ou binária em formatos 
que variam entre plataformas, como FASTA, FASTQ, SFF, BAM ou SAM, entre outros 
(ESCALONA; ROCHA;POSADA, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). Assim, obtendo-se 
a sequência é possível verificar variantes e realizar inferências genômicas. 

3.6 Vantagens e desvantagens de cada técnica

3.6.1 Roche 454 

A grande vantagem de utilizar esta tecnologia é a redução do tempo e a capacidade 
de fazer leitura de reads mais longas com 600pb. Contudo existe uma maior chance de 
gerar indels (inserção e deleção), isso ocorre principalmente nas regiões homopolímeras, 
que são sequências de um mesmo nucleotídeo. Outro fator importante é o custo mais 
elevado devido a grande quantidade de reagentes para o pirosequenciamento. Tendo 
em vista suas vantagens e desvantagens ele é mais usual para sequenciamento de 
genomas de organismos menores como vírus e bactérias e ideal para verificar mutações 
pontuais, porém sua tecnologia não tem sido mais comercializada (FIETTO; MACIEL, 2015; 
LEDERGERBER; DESSIMOZ, 2011; CHRISTOFF, 2017; ZHANG et al.,2011; ZHOU et al., 
2010). 

3.6.2 Illumina/Solexa

A vantagem dessa técnica é o alto rendimento e possibilidades de multiplex. Além 
disso, devido ao seu bloqueio para adicionar mais de um nucleotídeo por vez, não há 
dificuldade em sequenciar regiões homopolímeras. Por outro lado, o equipamento 
é extremamente caro e pode haver erros de incorporação das bases. São ideais para 
aplicações genômicas e metagenômicas, RNAs, detecção de mutações somáticas, testes 
pré-natais e aplicações forenses (CHRISTOFF, 2017; SHENDURE; JI, 2008). 

3.6.3 Solid

A principal vantagem dessa técnica é a qualidade dos dados. Entretanto, sua técnica 
é mais lenta que as demais. São bastante usuados para genomas complexos, detecção de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ledergerber%20C%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21245079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dessimoz%20C%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21245079
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1673852711000300?casa_token=v6u1Ox8_8i4AAAAA:Bio6WguCdZ3LMZfS301ilOel6YmcVGmRF4m_3yP_EB7AzUigXWbuKsOcYJf1aIreXFqpkiPicg


 
Capítulo 2 22

mutações e polimorfismos, além de permitir multiplex (CHRISTOFF, 2017). 

3.6.4 Ion Torrent

Devido à semelhança com a plataforma Roche, as vantagens e as desvantagens da 
plataforma Ion costumam ser as mesmas. Seus equipamentos são mais baratos, capazes 
de ler reads mais longos e o sequenciamento é mais rápido se comparado à outras 
plataformas. Porém tem problemas com as regiões homopoliméricas, e o sequenciamento 
de um genoma completo pode ainda ser um problema. São ideais para detectar variações 
como polimofirmos e mutações  pontuais. A plataforma tem se voltado muito para área 
clínica, com equipamentos voltados para diagnóstico como a Ion Personal Genome Machine 
(PGM) e Ion S5 (CHRISTOFF, 2017; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). 

3.6.5 Pacific Biosciences

A plataforma possui vantagens como por exemplo o sequenciamento ser mais 
rápido que outros métodos, isso é possível pois não há processo de amplificação e nem 
etapas de lavagens. Outra vantagem é o comprimento das reads, que podem chegar até 
60kb. O problema está no custo que ainda é elevado e a taxa de erros que é considerada 
alta. A leitura por CCS diminui a taxa de erro devido a quantidade de vezes que o fragmento 
é sequenciado gerando uma maior precisão. A tecnologia é ideal para sequenciamento de 
genomas, transcriptomas e até mesmo epigenomas de organismos complexos (GOODWIN; 
MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; YOHE; THYAGARAJAN, 2017; ZOLET et al., 2017).

3.6.6 Nanopore

As principais vantagens do nanopore é leitura de longas sequências em menos 
tempo, detecções de variantes, e a possibilidade de transportar o equipamento. Ideais 
para estudos genômicos, metagenômicos e epigenômicos, tem sido amplamente utilizado 
para detecção de patógenos. Apesar de apresentar altas taxas de erro, a plataforma tem 
investido em diminuí-los, aumentando cada vez mais a precisão do sequenciamento, porém 
ainda não é o ideal para leitura de sequenciamento de novos genomas (CHRISTOFF, 2017; 
JAIN et al., 2016).

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
Sequenciar o DNA tem grande importância para as práticas na área da saúde, na 

biotecnologia, forense, agropecuária entre outras. Os Sequenciadores novos podem ajudar 
e muito a otimizar o trabalho. É preciso analisar as vantagens e desvantagens de cada 
técnica. Desta forma, a escolha da plataforma vai depender do objetivo e dos recursos de 
cada usuário.
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