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Com o passar dos anos, o 
desenvolvimento científico possibilitou 
descobertas antes inimagináveis. Não só é 
possível explorar o que ficou no passado, 
como material genético de dinossauros, 
preguiças gigantes e mamutes, mas 

também o que está ocorrendo em tempo 
real e ainda prever o que virá no futuro 
no âmbito da saúde humana, animal 
e ambiental, a partir do mapeamento 
de genomas de vírus e outros agentes 
ainda pouco conhecidos. Atualmente, o 
sequenciamento de DNA em larga escala 
permite que os pesquisadores analisem, 
cataloguem e utilizem os dados obtidos 
para desenvolver medicamentos, vacinas, 
experimentos e muitos outros recursos 
que beneficiam as populações ao redor do 
mundo. Devido à pandemia de COVID-19, 
a técnica de sequenciamento de nova 
geração (NGS) tornou-se mais difundida, 
uma vez que o sequenciamento do genoma 
do SARS-CoV-2 auxiliou em diferentes 
estratégias de combate à pandemia. Entre 
os exemplos estão a detecção de variantes 
circulantes e a utilização dos dados obtidos 
através do sequenciamento na produção 
de vacinas. 

O sequenciamento do genoma viral 
é um processo meticuloso e complexo, 
com inúmeras etapas, necessitando 
de ferramentas específicas (Fig. 1). 



Caminhos da pesquisa: O mundo da iniciação científica Capítulo 4 57

Primeiramente, é necessário coletar a amostra (saliva ou fluido nasofaríngeo, por exemplo) 
e extrair dela o material genético presente. Como o material genético do vírus SARS-
CoV-2 é RNA (aproximadamente 30.000 bases, fita simples), antes do sequenciamento ser 
realizado utiliza-se uma técnica para transformar esse RNA em cDNA (por meio da ação 
da enzima Transcriptase Reversa). Após isto, o cDNA é submetido à PCR multiplex, uma 
técnica que possibilita a produção de várias cópias de diferentes regiões deste cDNA. As 
três etapas principais da técnica de PCR são a desnaturação da fita de DNA, o anelamento 
dos primers (iniciadores) e a extensão da fita pela polimerase. Ao final desse processo, 
utiliza-se a eletroforese em gel de agarose para observar se houve amplificação de material 
genético. Resumidamente, essa técnica consiste na separação de moléculas de DNA pelo 
seu tamanho, a partir da criação de um campo elétrico que força essas moléculas a se 
movimentarem, no gel, do polo negativo em direção ao polo positivo. Compara-se o tamanho 
dos amplicons com um marcador de peso molecular para identificar se a amostra de DNA 
foi corretamente amplificada por meio da PCR multiplex. Os amplicons resultantes da PCR 
multiplex são então submetidos aos próximos passos do protocolo de sequenciamento com 
o objetivo de prepará-los para serem adicionados em um dispositivo de sequenciamento 
por nanoporos (MinION) da Oxford Nanopore Technologies. Em seu interior, instala-se uma 
flow cell e, nela, há inúmeros nanoporos, pelos quais as fitas do (agora) DNA do SARS-
CoV-2 são lidas – esse é o processo de sequenciamento. 

Figura 1: Fluxograma apresentando um exemplo de processo de sequenciamento do genoma do 
SARS-CoV-2 por nanoporos. Ilustração por Beatriz Padaratz Mendes.

Finalizado o sequenciamento, os dados são reunidos em alguns arquivos, em 
uma pasta no computador conectado ao MinION. Esses arquivos podem ser anexados 
diretamente na plataforma EPI2ME – ela é baixada diretamente do site da Oxford Nanopore 
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Technologies. No programa, seleciona-se “Iniciar nova análise” e anexa-se os arquivos 
que contêm o resultado da leitura do DNA. Depois, indica-se qual o protocolo se quer usar 
para a análise. Para amostras de SARS-CoV-2, um dos protocolos utilizados é o protocolo 
Fastq QC + ARTIC + NextClade. Em seguida, em alguns minutos, o software realiza todo 
o reconhecimento dos dados, gerando um relatório completo sobre o sequenciamento da 
amostra. Esse relatório apresenta qual a linhagem e variante do vírus, quantas leituras de 
DNA foram realizadas (cada leitura indica uma passagem de fita de DNA por um poro do 
equipamento), como ficou a cobertura dos pares de bases contidos na amostra, em que 
regiões desse DNA encontram-se mutações, quais são elas e em qual troca de aminoácidos 
elas resultam, entre vários outros dados.

Através do sequenciamento de DNA, é possível identificar a variante do SARS-
CoV-2 de cada amostra submetida ao sequenciamento. Além do mais, os dados analisados 
também permitem observar as mutações e mudanças ocorridas em comparação às outras 
cepas e ao genoma referencial, descoberto no final do ano de 2019. A saúde pública como um 
todo é beneficiada com técnicas como a de sequenciamento. Com os sucessivos avanços 
tecnológicos e científicos, uma enorme quantidade de patologias e agentes etiológicos 
pode ser estudada, elucidada e combatida com as técnicas de sequenciamento. Desta 
forma, o sequenciamento pode auxiliar na produção de vacinas, medicações e terapias 
eficazes, não só no contexto de enfermidades humanas, mas também no que concerne a 
Medicina Veterinária, a partir do estudo de zoonoses, doenças animais importantes para a 
produção animal, para a fauna silvestre e para os pets.
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