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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “Avancos Metodologicos em Biologia Molecular e Biotecnologia” € uma obra
com o foco principal na valorizacdo acerca do conhecimento aprofundado em Biologia
Molecular e Biotecnologia, assim como do histérico e das técnicas recentes mais aplicadas
para o estudo do tema.

A obra é fruto do trabalho dos professores e alunos da disciplina “Tépicos Especiais
em Biotecnologia Il: Avancos Metodoldgicos em Biologia Molecular e Biotecnologia
(BIOTECO024)”, ofertada pelo Programa de Poés-Graduagcdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Os diversos temas relacionados a Biologia Molecular e a Biotecnologia foram
abordados tendo como foco os avancos nas metodologias utilizadas ao longo dos anos. A
obra consta de sete capitulos, nos quais foram discutidos a evolugéo da biologia molecular
e das 6micas, assim como os sequenciadores de proxima geragéo, os métodos de estudo
em epigenética, a amplificacdo do DNA em single-cell, estudo de expressdo génica,
ferramentas de edicdo génica e expressao heterbloga de proteinas.

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

Desejamos uma excelente leitura a todos!

Anderson Barros Archanjo
Aline Ribeiro Borgoi
Suzanny Oliveira Mendes

Adriana Madeira Alvares-da-Silva
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RESUMO: A genbmica é um campo que surgiu
para estudar a estrutura, a funcdo e a expressao
dos genes nos genomas dos organismos. Contudo,
para estudar os genes é preciso ferramentas
adequadas, como os sequenciadores de proxima
geragdo (NGS). Estes passaram por diversas
melhorias ao longo da histéria, possibilitando um
sequenciamento mais preciso, mais automatizado,
e mais rapido. Com isso, esta revisdo tem como
objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha
da plataforma adequada para sua pesquisa,
demonstrando as diferentes caracteristicas entre
os sequenciadores de proxima geracédo, e suas
principais vantagens e desvantagens. Com os
NGSs é possivel detectar variantes génicas e,
em alguns casos, variagbes no numero de copias.
Através dos NGS, é possivel sequenciar o DNA
de qualquer organismo, tendo atualmente uso
na pratica médica, forense, estudos evolutivos e

GERACAO

em biotecnologia. O sequenciamento por meio
dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas
dependendo da plataforma, sendo elas, a
etapa de extracdo do DNA, construcdo de uma
biblioteca de fragmentos de DNA, amplificacdo
dos fragmentos, leitura das sequéncias, e
andlise dos dados. Nesta revisdo sdo citadas as
plataformas: Roche, lllumina, Solid, lonTorrent,
PacBio e Nanopore. A escolha da plataforma
adequada depende dos objetivos e recursos de
cada usuario.
PALAVRAS-CHAVE:
DNA.

NGS, sequenciamento,

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 lllumina, Solid, lonTorrent, PacBio and
Nanopore. Choosing the right platform depends on
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the purpose and resources of each user.
KEYWORDS: NGS, sequencing, DNA.

11 A HISTORIA DO SEQUENCIAMENTO DO DNA

Com a descoberta da estrutura tridimensional do DNA, em 1953, os pesquisadores
comecaram a despertar ainda mais interesse por esta molécula, surgindo assim um novo
campo na ciéncia, a genoémica.

A genbmica é a ciéncia que estuda a estrutura, a funcéo e a expresséo dos genes
nos genomas dos organismos (HORGAN; LOUISE, 2011; SALZANO, 2014). Embora os
pesquisadores conhecessem as estruturas presentes no DNA, sequencia-lo ainda era uma
tarefa dificil. Somente na década de 70, novas técnicas para o sequenciamento do DNA
comecaram 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 principio da técnica era marcar o DNA de interesse
e depois quebra-lo, com reagentes quimicos, em pequenos fragmentos que podem ser lidos
em gel de poliacrilamida; Frederick Sanger e Alan Coulson, utilizaram a técnica baseada
em reacdes enzimaticas, como a da DNA polimerase. Ambos faziam uso de marcadores
radioativos. Em 1977, Sanger aperfeicoou sua técnica utilizando didesoxinucleotideos, e
assim se deu inicio ao sequenciamento de primeira geracdo (HEATHER; BENJAMIN, 2016;
SALZANO, 2014). Ao longo do tempo, as tecnologias avangcaram 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 ciéncia,
marcando a historia dos sequenciadores. Em 1990, foi iniciado o Projeto Genoma Humano,
que teve como objetivo obter toda a sequéncia do genoma humano em 15 anos, e em
2003 o projeto foi concluido (COLLINS; MORGAN; PATRINOS, 2003). Diversos fatores
influenciaram para a que a leitura fosse realizada em menos tempo, como a automatizacao
das técnicas de PCR e de Sanger, grandes avangos da bioinformatica, 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 revolucionaria para o projeto genoma humano, pelo fato de permitir o sequenciamento
em paralelo, e sem precisar do conhecimento prévio das sequéncias adjacentes. A técnica
consiste em fragmentar o DNA aleatoriamente com enzimas de restricao, construir uma
biblioteca de fragmentos em vetores de sequenciamento, e posterior alinhamento das
sequéncias. (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 Proxima Geragédo (NGSs).

A técnica de Sanger é utilizada até hoje e tem grande importancia, principalmente
para confirmar as variantes encontradas pelos NGSs, isso ocorre, pois hé limitagdes em
suas técnicas. Contudo, os NGSs permitem uma maior agilidade no sequenciamento, e
geram maiores informacgdes. Os NGSs, apesar de serem bem diferentes entre si em relagéo
a leitura da sequéncia do DNA, possuem caracteristicas semelhantes, como a necessidade



da construgéo de uma biblioteca de fragmentos, leitura em paralelo e repetitiva e a auséncia
do uso de gel. Esta revisdo tem como objetivo auxiliar os pesquisadores na escolha da
plataforma adequada para suas pesquisas, demonstrando as principais diferencas entre os
sequenciadores de prdxima geragao, e suas principais vantagens e desvantagens.

21 APLICACOES DOS NGSS

Os NGSs sdo eficazes para observar variantes génicas, como mutacdes e
polimorfismos, insercdes e dele¢des pequenas (indels), e dependendo do pipeline utilizado,
podem detectar variagdes no numero de cépias. Sao eficientes para estudos gendmicos,
metagenOmico e epigenémicos. Estes sequenciadores sdo capazes de sequenciar qualquer
DNA, como o de cloroplastos, mitocondrias ou DNA nuclear de células germinativas ou
somaticas, e de quaisquer organismos, como virus, bactérias e humanos (VOELKERDING;
DAMES; DURTSCHI, 2009; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Devido a sua ampla capacidade de leitura e geragéo de dados, 0s NGSs sdo usados na
pratica médica. Com a leitura génica € possivel identificar alteragcdes genéticas hereditarias
ou ndo, como deficiéncias, sindromes, cegueira, surdez, entre diversos disturbios renais,
neurolégicos, do tecido conjuntivo, entre outros. Na oncologia, 0 sequenciamento de
determinados genes pode ajudar a entender se o cancer é hereditario ou soméatico, assim
como definir opgdes de tratamento. E possivel também verificar predisposicdo ao cancer
por meio de painéis genéticos (BEHJATI; TARPEY, 2013; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).
Estes painéis também podem ser estabelecidos para outras doengas genéticas, como
doencas cardiovasculares, neuroldgicas, hematolégicas, etc. Os testes genéticos podem
ajudar a tomar medidas preventivas (JUNIOR et al., 2019; KALAYINIA et al., 2017).

Como os NGSs séo eficientes para quaisquer organismos, na medicina, eles ajudam
a identificar patbgenos como virus, bactérias e outros. O sequenciamento dos genomas
desses organismos facilita o diagnéstico, e ajudam no desenvolvimento de vacinas e
remeédios.

Em meio a pandemia do coronavirus em 2020, o sequenciamento rapido do virus
SarsCov-2 permitiu verificar as variacdes genéticas importantes para o desenvolvimento
de possiveis vacinas e drogas. Conhecer a sequéncia génica também facilitou para o
desenvolvimento de diagnésticos por RT-PCR ou sorologia, ajudou a identificar outros
microorganismos associados, além de possibilitar a identificacéo de cepas variantes (DIAS
et al., 2020; TANG et al., 2020).

Na &rea forense, as sequéncias de repeticdes curtas em tandem (STR) s&o as mais
usuais para identificacdo do DNA coletado. Os NGSs permitem a amplificagcédo de amostras
degradadas e com pouca quantidade de DNA (ALVAREZ-CUBERQO et al., 2017).

Os novos sequenciadores também ajudam a reconstruir as filogenias e com isso
fazer inferéncias evolutivas. Nos diferentes organismos ha muitas regides homologas e
regides com polimorfismo ou mutagdes, com os NGSs estas regides e as variagdes génicas
puderam ser melhor observadas (KADLEC, 2017).
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31 SEQUENCIADORES DE PROXIMA GERAGAO (NGS)

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

Serdo apresentados neste capitulo as seguintes plataformas: Roche, lllumina, Solid
e lonTorrent PacBio e Nanopore

A leitura por meio dos NGSs necessita de quatro ou cinco etapas: 1-Extracdo do
DNA de interesse; 2- constru¢cdo de uma biblioteca de sequenciamento; 3- amplificacéo
dos fragmentos a serem sequenciados; 4- leitura das sequéncias; 5- Analise dos dados
(YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

3.1 Extracdao do DNA

Existem diferentes protocolos para extragdo de DNA, da qual a escolha depende
do tipo de material biologico e da pesquisa. Para o sequenciamento, o método de extracéo
nao tera influéncia, desde que a extragdo apresente uma boa qualidade e uma quantidade
razoavel de DNA. Como os NGS sédo bem sensiveis, ndo necessitam de grandes
quantidades. A verificagcdo 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 extracdo mais baratos como os realizados por fenol e/ou
cloroférmio ou etanol, porém sédo substancias que podem agir como inibidores, por este
motivo necessitam de varias etapas de lavagem, tornando a técnica mais demorada e mais
suscetivel a erros devido as diversas manipulagdes. Um alternativa seriam kits comerciais.
Algumas empresas, como a Thermo Fisher Scientific, Kasvi, Qiagen ou Promega
disponibilizam kits especificos para cada material biolégico, com diferentes rendimentos
dependendo do valor (SCHIEBELHUT et al., 2016).

3.2 Construcao de uma biblioteca de sequenciamento

Ha diversos protocolos e kits que permitem a construgao da biblioteca, da qual se
resume em fragmentar o DNA e adicionar adaptadores nas extremidades dos fragmentos
(DIUK; 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). Aquebra do DNA pode ser efetuada por métodos quimicos,
como o uso das enzimas de restricdo, ou métodos fisicos, como a sonicacao (VAN DIJK;
JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Em seguida os adaptadores, que sdo oligonucleotideos, sdo adicionados as
extremidades dos fragmentos pelas enzimas ligases. Estes podem ter a funcéo de ancorar
o fragmento de DNA a superficie da plataforma em beads ou flowcell, complementar o



primer para anelamento, ou identificar os fragmentos por barcode ou indice em plataformas
que permitam a multiplexagdo (GOETZE; PASSAIA; SPERB-LUDWIG, 2017; YOHE;
THYAGARAJAN, 2017).

Nas tecnologias mais atuais, adaptadores tipo hairpin, possuem a fungao de conectar
um filamento 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).

A) Adaptador "Hairpin" em B) DNA autopareado com adaptadores
apenas uma das extremidades "hairpins”, gue tornam o DNA circular.

} | } |

Adaptador DNA Adaptador DNA
Hairpin Hairpin

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 unico filamento circular autopareado, usuado na plataforma Pacbio. Fonte: Préprio

autor.

Dependendo da tecnologia s&o 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
0 adaptador (forward) em apenas uma extremidade (Figura 2). A maioria dos NGSs usam
essa técnica, como a Roche, SOLID e lon Torrent. O sequenciamento paired end € quando
ha o sequenciamento em ambos os sentidos do fragmento, sendo adicionado adaptadores
em ambas as extremidades (forward e reverse), como ocorre na plataforma lllumina
(ESCALONA; ROCHA;POSADA, 2016; GREH, 2018).

A) Single end
—
Adaptador 1 Forward Barcode Fragmento de DNA Adaptador 2
B) Paired end
—ll
Adaptador 1  Forward Barcode Fragmento de DNA Reverse Adaptador 2

—

Figura 2. Adicéo 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: Préprio autor.
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O sequenciamento mate-pair sdo sequéncias mais longas (scaffold), que também
permitem a leitura em ambos os sentidos. Sua construgao 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 sdo selecionados e entdo séo
adicionados adaptadores nas extremidades (Figura 3) (NIEUWERBURGH et al., 2011). As
plataformas como Roche e Solid sdo capazes de realizar este tipo de leitura (BERGLUND;
KIIALAINEN; SYVANEN, 2011).

\NANANANANANNANNANANS
AAANANNANANANNNN - Fragmento de DNA

+ 6- Adicao dos adaptadores nas extremidades.
IS 2- AdigEo de biotina
AANNNANNANNNANNA

\
SR
=

()~ )~

3- Formagao do DNA circular 4-Fragmentagao do DNA circular 5- Selegao dos fragmentos com biotina
ligados pela biotina

VAVAVAV S Vo Vel VA YA A AN

NANANANANINANANANNAN
JJJ\J;\ \V/"H\%j 1.

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

Ap6s a construgdo da biblioteca de sequenciamento o fragmento estéa disponivel
para a proxima etapa, podendo ser amplificado ou sequenciado.

3.3 Amplificacao do fragmento

E muito comum que haja amplificacédo dos fragmentos selecionados, porém alguns
equipamentos atuais como a da tecnologia de PacBio ou Nanopore ndo necessitam
dessa etapa. A amplificagdo também & conhecida como enriquecimento, pois gera uma
maior quantidade de DNA adaptados. A amplificacdo 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 amplificagdo em beads ocorre em uma solugéo aquosa com 6leo, conhecido como
PCR em Emulsdo. Da qual cada microgota aquosa com um bead fica imersa em uma
solugéo oleosa. Para a multiplicagao dos fragmentos sdo necessarios os reagentes de PCR
e os fragmentos adaptados. As microesferas possuem adaptadores por toda sua superficie,
que se ligam aos fragmentos em uma de suas extremidades, fixando-os na superficie.
E assim o primer pode se anelar a outra extremidade do fragmento para que ocorra a
amplificagéo. As plataformas Roche 454, Solid e lon torrent utilizam esta amplificagdo
(GOODWIN;MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; FIETTO; MACIEL, 2015).

A plataforma lllumina faz uso da amplificacdo por pontes em flowcell que sao
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
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outra extremidade se liga ao primer complementar mais proximo na placa (reverse).
Os nucleotideos séo adicionados formando uma dupla fita em forma de ponte. Quando
ha o processo de desnaturacdo, as fitas se separam e apenas uma das extremidades
ficara fixada e a outra ficara livre, permitindo que no préximo ciclo haja o anelamento com
outros primers mais préximos na flowcell, havendo um aumento do niumero 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
pogos como os equipamentos da Roche 454 e lon Torrent ou em placas como da lllumina 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 nanofoténica 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 nucleotideos a cadeia (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia Pacbio,
apesar de fazer uso da DNA polimerase, sua enzima é especifica e necessita de ficar
imobilizada na superficie proxima ao detector ZMW (EID et al., 2009). A tecnologia SOLID,
por sua vez, ndo utiliza a DNA polimerase, pois faz uso de sondas que sao ligadas pela
enzima DNA ligase (FIETTO; MACIEL, 2015). A tecnologia da Oxford Nanopore nao
necessita da construgcdo de uma nova fita para deteccdo, dessa forma, a leitura ocorre
quando o fragmento de interesse passa pelo nanoporo (FENG et al, 2015).

Para detectar qual nucleotideo ou sonda esta sendo incorporado as tecnologias
podem fazer uso de fluorescéncia, pirofosfato ou voltagem. Na tecnologia da Roche
454 a detecgdo da incorporacdo nucleotidica ocorre pela liberacdo de um pirofosfato. A
plataforma lllumina é semelhante & de Sanger, do qual a detec¢éo nucleotidica ocorre por
fluorescéncia emitida a cada nucleotideo terminal reversivel incorporado.

Outras plataformas como a SOLID e a Pacbio também fazem uso de fluorescéncia.
As tecnologias que utilizam a voltagem s&o: lon torrent e Oxford Nanopore. A tecnologia lon
Torrent faz detecgé@o pela mudanca de pH gerada pela incorporacao de cada nucleotideo
(CHRISTOFF, 2017), enquanto a da Oxford Nanopore a medida que cada nucleotideo passa
pelo nanoporo, ha uma mudanga na corrente elétrica, gerando uma voltagem diferente
respectiva a cada base (LEGGETT; CLARK, 2017).

3.5 Analise dos dados

Cada plataforma ir4 gerar um grafico segundo sua tecnologia de detecgédo. A
plataforma Roche 454 e de lon Torrent, por exemplo, devido a dispensa¢édo nucleotidica
ser de apenas um tipo de base nitrogenada, conhecida pelo programa, cada nucleotideo
incorporado gera um pico de acordo com a quantidade incorporada, formando um grafico
(pirograma) no caso da Roche 454 ou um gréfico de voltagem como no equipamento lon
Torrent (FIETTO; MACIEL, 2015; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

As tecnologias que utilizam a fluorescéncia também geram um tipo de grafico,
comumente chamado de cromatograma, pois cada base nitrogenada possui uma cor
especifica. Dessa forma, o programa consegue visualizar qual nucleotideo foi incorporado



(CHRISTOFF, 2017). O mesmo ocorre com a tecnologia de Nanopore, que apesar de ndo
ser por fluorescéncia, cada nucleotideo que passa pelo nanoporo ira gerar uma voltagem
especifica, formando um gréfico.

Para que seja possivel compreender os resultados apresentados nos graficos, e
interpretar a grande quantidade de dados gerados, os softwares realizam uma analise,
traduzindo os gréaficos em palavras (string) para que assim seja possivel obter a sequéncia.
Os resultados passam por uma série de processos, chamados de pipelines de analises
gendmicas, que sdo programas sequenciais dependentes uns dos outros (MELO, 2009;
YOHE; THYAGARAJAN, 2017).

Algumas plataformas por permitirem a multiplexagdo, ou seja, a mistura de
amostras, necessitam da etapa de desmultiplexacédo, que é quando o programa identifica e
separa as amostras (ALEXANDER et al, 2012; YOHE; THYAGARAJAN, 2017). A sequéncia
interpretada pelos softwares precisa ser salva na forma de texto ou binaria 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 sequéncia € possivel verificar variantes e realizar inferéncias genémicas.

3.6 Vantagens e desvantagens de cada técnica

3.6.1 Roche 454

A grande vantagem de utilizar esta tecnologia € a redugéo do tempo e a capacidade
de fazer leitura de reads mais longas com 600pb. Contudo existe uma maior chance de
gerar indels (insercao e delecédo), isso ocorre principalmente nas regidées homopolimeras,
que sdo sequéncias de um mesmo nucleotideo. 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 virus e bactérias e ideal para verificar mutagbes
pontuais, porém sua tecnologia ndo 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 nucleotideo por vez, ndo ha
dificuldade em sequenciar regides homopolimeras. Por outro lado, o equipamento
é extremamente caro e pode haver erros de incorporagdo das bases. Séo ideais para
aplicagbes gendmicas e metagendmicas, RNAs, deteccéo de mutagbes somaticas, testes
pré-natais e aplicagdes forenses (CHRISTOFF, 2017; SHENDURE; JI, 2008).

3.6.3 Solid

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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ledergerber%20C%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21245079
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mutacdes e polimorfismos, além de permitir multiplex (CHRISTOFF, 2017).

3.6.4 lon Torrent

Devido a semelhanga com a plataforma Roche, as vantagens e as desvantagens da
plataforma lon costumam ser as mesmas. Seus equipamentos sdo mais baratos, capazes
de ler reads mais longos e o sequenciamento é mais rapido se comparado a outras
plataformas. Porém tem problemas com as regidées homopoliméricas, e 0 sequenciamento
de um genoma completo pode ainda ser um problema. S&o ideais para detectar variagbes
como polimofirmos e mutagdes pontuais. A plataforma tem se voltado muito para area
clinica, com equipamentos voltados para diagnéstico como a lon Personal Genome Machine
(PGM) e lon S5 (CHRISTOFF, 2017; GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

3.6.5 Pacific Biosciences

A plataforma possui vantagens como por exemplo o sequenciamento ser mais
rapido que outros métodos, isso € possivel pois ndo héa processo de amplificacédo e nem
etapas de lavagens. Outra vantagem é o comprimento das reads, que podem chegar até
60kb. O problema esta no custo que ainda é elevado e a taxa de erros que € considerada
alta. A leitura por CCS diminui a taxa de erro devido a quantidade de vezes que o fragmento
€ sequenciado gerando uma maior precisao. A tecnologia € 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 sequéncias em menos
tempo, deteccbes de variantes, e a possibilidade de transportar o equipamento. Ideais
para estudos genémicos, metagenémicos e epigendmicos, tem sido amplamente utilizado
para deteccdo de patdgenos. Apesar de apresentar altas taxas de erro, a plataforma tem
investido em diminui-los, aumentando cada vez mais a precisdo do sequenciamento, porém
ainda nao é o ideal para leitura de sequenciamento de novos genomas (CHRISTOFF, 2017;
JAIN et al., 2016).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Sequenciar o DNA tem grande importancia para as praticas na area da saude, na
biotecnologia, forense, agropecuaria entre outras. Os Sequenciadores novos podem ajudar
e muito a otimizar o trabalho. E preciso analisar as vantagens e desvantagens de cada
técnica. Desta forma, a escolha da plataforma vai depender do objetivo e dos recursos de
cada usuério.
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