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RESUMO

As técnicas de sequenciamento de DNA vém se popularizando cada vez
mais na area de analises clinica. Anteriormente, muito trabalhosas e cara essas
técnicas ficavam restritas a grandes laboratorios de alto poder aquisitivo. Com o
desenvolver da tecnologia, as metodologias de sequenciamento vém ficando cada
vez mais acessiveis. Uma das principais técnicas de sequenciamento é a de
Sanger, a qual se baseia na inclusdo de dideoxinucleotideos marcados, que sao
adicionados ao final de cada fragmento de maneira aleatéria. Uma das grandes
evolugdes no quesito sequenciamento, foi o advento das plataformas conhecidas
como NGS (next generation sequecing) que trazem como inovagdo a grande
capacidade de sequenciamento de longas extensdes de nucleotideos com milhares
de pares de bases no genoma ou em genes de interesse. Este trabalho analisou as
principais aplicacdes das técnicas no contexto clinico e buscou realizar um
comparativo entre ambas as técnicas tomando como base a percepc¢ao de usuarios.
Como forma de averiguar a real percepcao de usuarios que ja tiveram experiéncias
com ambas técnicas foi aplicado um questionario abordando todos os pontos
envolvidos, ou seja, parte técnica de bancada, de manuseio de sequenciador e
aspectos analiticos e econémicos. Ao final do estudo pode-se constatar uma grande
superioridade das metodologias NGS em todos os quesitos abordados quando

comparados com a metodologia de Sanger.

Palavras chaves: sequenciamento genémico, NGS, Sanger, andlises clinicas



ABSTRACT

The DNA sequences techniques are becoming increasingly popular in the
field of clinical analysis. Previously very laborious and expensive, these techniques
were restricted to large high-income laboratories. With the development of
technology, sequencing methodologies have grown increasingly accessible. One of
the most important sequencing techniques is that of Sanger, which is based on the
inclusion of labeled dideoxynucleotides, randomly added to the end of each
fragment. One of the major breakthroughs in the sequencing field was the advent of
a platform knows as NGS (Next Generation Sequencing), which has a remarkable
capacity of sequencing long extensions of DNA sequences. This work analyzed the
main applications of the techniques in the clinical context and sought to make a
comparison between both techniques based on the perception of users. To calculate
the real average of users who already had experience with both techniques, a
guestionnaire was applied addressing issues, such as, the workbench, the
sequencer handling and the costs expenses. Our conclusion is that the use of NGS
is more accurate for prognosis, and for the identification of a broad spectrum of

mutations when compared to the Sanger methodology.
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1. INTRODUCAO

As técnicas de sequenciamento de DNA tém como principal objetivo
determinar a sequéncia dos nucleotideos Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e
Guanina (G) de um gene ou outra regido do genoma. Um dos grandes marcos no
ramo de sequenciamento de DNA foi a publicacdo da sequéncia da molécula de
insulina, que foi determinada no inicio da década de 1950 pela técnica de Sanger
[1]. No inicio, as técnicas de sequenciamento costumavam ser muito caras e
trabalhosas, e isso muitas vezes acabava por limitar sua utilizacdo a grandes

laboratorios com alto poder aquisitivo [2].

Como grande inovacdao, a técnica de sequenciamento de nova geracao (do
inglés Next-Generation Sequencing - NGS) constitui uma estratégia de combinacédo
de preparacao de template/biblioteca, sequenciamento e geracdo de imagem, além
de alinhamento e montagem de um genoma e/ou genes especificos [3]. Esta técnica
reduziu consideravelmente o0s custos, possibilitando sua popularizacdo e,
permitindo que muitos laboratorios pudessem ter acesso a essa nova metodologia.
Além desses aspectos, uma grande inovacdo nos procedimentos de
sequenciamento gendmico foi a disponibilidade de plataformas multiplex,
oportunizando o sequenciamento de varios genes com apenas uma amplificacdo

por PCR, ou seja, otimizando o tempo pratico de execuc¢ao da técnica [4]

Dentro das analises clinicas o emprego do NGS vem permitindo a producao
e liberacdo de diagndsticos mais confiaveis e seguros, além da reducao do tempo
da analise de resultados. A biologia do cancer teve uma grande evolu¢cdo com o
advento desta técnica, possibilitando a identificacdo de muitos oncogenes e de
genes supressores tumorais [5]. Outro importante emprego desta metodologia, sao
os testes clinicos de deteccdo de doencas infecciosas, atuando principalmente no
sequenciamento de RNAr bacteriano, além de contar com protocolos ja bem
estabelecidos para sequenciamento viral [6,7]. A metodologia NGS também vem

sendo aplicada nos testes de histocompatibilidade, tendo grande importancia nos



processos de busca por doadores compativeis tanto para doac¢Bes de 6rgaos
solidos como também para medula 6ssea [8].



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Estabelecer um comparativo entre a metodologia de Sanger e a técnica

inovadora de NGS nas suas diversas aplicagoes.
2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto as dificuldades

apresentadas no processo de amplificacdo nas metodologias de Sanger e NGS.

2.2.2. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto as dificuldades
apresentadas no processo de reacdes de sequenciamento nha metodologia Sanger

e de preparo da biblioteca em NGS.

2.2.3. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto as dificuldades
apresentadas no processo de manuseio dos sequenciadores utilizados na

metodologia de Sanger e NGS.

2.2.4. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto a economia de
insumos apresentados na metodologia de NGS quando comparado com a

metodologia de Sanger.

2.2.5. Avaliar a percepcédo dos usuarios quanto a economia de tempo
apresentado na metodologia de NGS quando comparado com a metodologia de
Sanger.

2.2.6. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto as facilidades
apresentadas no processo de andlise de resultados obtidos a partir da metodologia
de Sanger e da metodologia de NGS.

2.2.7. Avaliar a percepcao dos usuarios quanto a melhoria no nimero
de ambiguidades geradas e resolugcdo nas metodologias de NGS quando
comparada com a metodologia de Sanger.

2.2.8. Avaliar a percepcdo dos usuarios quanto a melhoria geral na

metodologia de NGS quando comparada com aa metodologia de Sanger.



3. REVISAO LITERARIA

As técnicas de sequenciamento gendmico, visam estabelecer as sequéncias

em que os nucleotideos do DNA e/ou RNA.

Desde o inicio do sequenciamento, no final da década de 70, as técnicas
foram passando por inimeras adaptacoes e evolucdo. [9]. As primeiras técnicas
apenas permitiam o0 sequenciamento de pequenos fragmentos (na casa dos
kilobases) além de serem pouco acessiveis devido ao preco elevado e dificuldades
técnicas. Em contraposicdo, as técnicas atuais permitem o sequenciamento de

genomas completos com baixo custo e com dificuldade infinitamente menor [1].

O sequenciamento do DNA tem sido utilizado em inUmeras aplicagdes, tais
como: obtencdo da expressdo génica, caracterizacdo evolutiva de uma dada
populacdo ou comunidade, a estruturacdo e funcédo de um gene alvo, aplicacdes na
Biologia forense, além do foco deste trabalho que € a aplicacao dentro das anélises
clinicas [10].

Abaixo estdo descritas as principais técnicas utilizadas para o
sequenciamento de DNA ao redor do mundo, desde aquelas com baixo poder de
resolucdo (com baixa capacidade de sequenciamento) e as técnicas mais

modernas, que permitem um sequenciamento em grande escala.

3.1 Sequenciamento de Sanger

O método de Sanger é um procedimento amplamente utilizado para
sequenciamento de DNA, e que foi elaborado pelo bioquimico britdnico Frederick
Sanger e colaboradores na década de 70.

Esta técnica se baseia no principio da marcacao radioativa de fragmentos de
DNA gque séo sintetizados a partir de uma fita filha [11]. Devido a esse aspecto de
marcacao, a técnica de Sanger somente foi possivel devido ao desenvolvimento da
PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) por Mullis em 1986 [12]. A PCR consiste



na sintese de novas fitas de DNA in vitro e se utiliza basicamente de um DNA molde,
da enzima Polimerase, primers, os desoxinucleotideos além de tampdes que irdo
permitir que a reacao ocorra, e que a enzima polimerase desempenhe, de forma

correta, sua funcao.

Em sintese, a amostra a ser sequenciada € combinada com os primers, a
enzima Polimerase e o0s nucleotideos formadores da dupla cadeia (aATP, aTTP,
dGTP e dCTP). Além disso sdo marcados os nucleotideos que sdo considerados
"terminadores de cadeia" com corante radioativo e esses também s&o adicionados

e concentracdo menor que a dos nucleotideos classicos [13].

Esta mistura sera submetida ao procedimento de PCR que consiste em um
primeiro aquecimento da amostra para que o DNA seja desnaturado e,
posteriormente resfriado. A partir desse momento, havera a anelacédo dos primers
na fita de DNA molde. Apos o processo de anelamento, a temperatura € aumentada
para que a enzima polimerase possa realizar sua fungdo em condigdes Gtimas e
rendimento maximo. A DNA polimerase continuard a adicionar nucleotideos a
cadeia até que um dideoxinucleotideo seja adicionado ao invés de um classico.
Quando isto ocorre, nucleotideos classicos ndo poderdo mais ser adicionados,
resultando na finalizacdo da fita com a presenca de um dideoxinucleotideo

previamente marcado radioativamente.

O procedimento anteriormente mencionado, ira ocorrer ao longo de varios
ciclos. Dessa forma, admite-se que ao final de todos os ciclos, um
didedxinucleotideo tera sido incorporado em todas as posi¢cdes do DNA alvo em
pelo menos uma reacdo, apresentando a amostra diferentes comprimentos de
fragmentos contendo dideoxinucleotideos [14]. As extremidades dos fragmentos
serdo marcadas com corantes capazes de indicar o ultimo nucleotideo corado, a
partir do DNA original. Ao final, por meio dos fragmentos marcados com corantes &
possivel identificar  quais os Ultimos nucleotideos adicionados a uma dada

sequéncia [15].

O produto obtido na etapa anterior seréd submetido a técnica de eletroforese,

ou seja, o produto sera aplicado em um gel (normalmente de poliacrilamida devido



ao seu alto poder resolutivo) e submetido a uma descarga elétrica, o que
determinara que os diferentes tamanhos de fragmentos de DNA se movimentem de
maneira distinta no gel formando as bandas [16]. Com isso, sera possivel visualizar
fragmentos que diferem por até mesmo um nucleotideo. A anélise do gel, devera
ser iniciada pelos fragmentos com menor niumero de nucleotideos em sua formacéo,
0 que permitira determinar a sequéncia de nucleotideo da fita de DNA quando
comparada com um padrdo conhecido de sequéncia [17]. O procedimento esta

simbolicamente representado na
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Figura 1- Metodologia de Sanger utilizando gel de poliacrilamida. (1) desnaturagédo do DNA com
alta temperatura para acédo da enzima polimerase. (2) Criacdo de multiplas copias do DNA. (3)
Anelamento do primer. (4) Adicdo em quatro soluc¢des distintas contento os DNTPS. (5) Obtencdo
das cadeias até que um dNTP seja adicionado a cadeia. (6) desnaturacéo da dupla cadeia. (7)

Resultado obtido em gel de poliacrilamida. Fonte: Gauthier, Michel G, 2008 com modifica¢Bes

A técnica de Sanger se popularizou muito e, atualmente é aplicada em varias

areas da biologia molecular utilizando-se de distintos protocolos. Com o0 avango
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tecnologico, esta técnica passou por inovagdes principalmente no quesito
automacao [18]. Com o advento das técnicas semi-automatizadas e completamente
automatizadas, o principio da técnica se manteve, porém com maior facilidade de
execucao o que a tornou mais simples além de ocorrer uma reducao nos custos,
tornando-a mais acessivel. No método semi-automatizado, um grande avanco foi
decorrente da incorporacdo de dideoxinucleotideos com corantes especificos e,
com a capacidade de serem excitados quando submetidos a diferentes
comprimentos de ondas [19]. Na metodologia inicial, utilizava-se de 4 tubos distintos
(uma para cada dideoxinucleotideo). Com esta nova técnica foi possivel realizar
toda reacdo em um Unico tubo de reacao. Assim o produto poderia ser aplicado em
apenas uma canaleta de gel, diferentemente do método original, onde a utilizacédo
de 4 canaletas do gel, demandava do laboratorista exposicdo a um produto toxico
por tempo mais elevado [20]. Com isso, foi possivel otimizar a técnica a ponto de
gue a quantidade de amostras analisadas em cada corrida pudesse ser 4 vezes
maior. Além disso, com o tempo desenvolveram-se plataformas de
sequenciamento, como por exemplo o ABI 377, que tornou possivel o
sequenciamento de até 48 fragmentos de DNA em um curto espago de tempo [21-
23].

Uma forma alternativa a utilizacdo dos géis poliacrilamida devido ao seu alto
poder toxico, € a realizacdo de uma eletroforese do tipo capilar, o que caracterizou
a época de “Automacdo do Método de Sanger” [24]. Com esta técnica, os
fragmentos sdo submetidos a um longo e fino tubo que estara previamente em
contato com uma matriz de gel. Os fragmentos serdo detectados no fim do tubo a
partir de um laser, que permitird a deteccdo do corante e sua correspondente base
nitrogenada [25]. Esta técnica se baseia no mesmo principio de leitura dos
fragmentos de DNA No gel poliacrilamida, onde os menores fragmentos passarao
pelo laser por primeiro e, serdo lidos conforme o aumento no tamanho dos
fragmentos. O detector ird fazer o registro das bases constituintes do DNA com os
picos de intensidade de fluorescéncia que é correspondente a cada base [26]. No
final, a sequéncia do DNA original ird ser obtida a partir desses picos de

fluorescéncia registrados de cada ultima base nitrogenada presente nos fragmentos
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gue serdo lidos, um apds outro, pelo laser detector. O esquema de leitura a partir
de capilar est4 esquematizado na Figura 2.
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Figura 2- Metodologia de Sanger a partir de eletroforese em capilar. Os fragmentos de DNA seréo
submetidos a um fino capilar onde a deteccao sera feita a partir de um laser Imagem disponivel

em: https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-

electrophoresis/a/dna-sequencing

Toda técnica possui limitacbes e com a metodologia de Sanger ndo é
diferente. Este método tem uma baixa eficiéncia, tendo a capacidade de sequenciar
fragmentos de até no maximo 900 pb. Isso impossibilita a sua utilizagcdo em projetos
gue requerem 0 sequenciamento de grandes sequéncias de DNA [27]. Devido a
essa baixa capacidade, este método normalmente é utilizado para o
sequenciamento de DNA plasmidial ou, no sequenciamento de genes ou

sequencias de DNA com poucos pares de bases [28]. Além disso, mesmo com 0
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processo de semi-automacdo e automacdo, continua sendo uma técnica cara de
sequenciamento quando comparada com técnicas mais recentes e mais eficientes,
isso inviabiliza a utilizacdo por pequenos laboratdrios, com baixo poder aquisitivo
[29].

3.2. Sequenciamentos de Nova Geragdo (Next Generation Sequecing -
NGS)

Aposs o0 sequenciamento do genoma humano, surgiram novas plataformas e
técnicas referidas como sequenciadores de segunda geracdo. A utilizacdo destes
sequenciadores iniciou-se a partir do ano de 2005 e, desde entdo essas
metodologias vem se consolidando cada vez mais no mercado. Um grande avanco
em relacéo as técnicas tradicionalmente praticadas, foi a sua grande capacidade de
sequenciamento de longas extensdes do DNA com milhares de pares de bases no
genoma ou em genes de interesse [30].

Muitas empresas vém desenvolvendo sequenciadores para estas técnicas.
Uma das pioneiras nesta area foi a Roche que se utilizou da metodologia de
pirosequenciamento para desenvolver seu produto. Algumas das principais
plataformas de NGS serdo apresentadas a seguir.

3.2.1. Plataforma 454

Esta plataforma foi a primeira do grupo de sequenciadores de nova geracao
a ser disponibilizada ao mercado, por volta do ano de 2005. Esta técnica tem como
fundamento o principio do pirosequenciamento que, em termos gerais, tem como
principio a liberacdo de uma molécula de pirofosfato quando um determinado
nucleotideo é incorporado durante o processo de sequenciamento. Dessa forma,
difere das técnicas de Sanger que tem como principio a incorporacédo de ddNTPs

[31]. A empresa que trouxe essa novidade foi a Roche, que inseriu no mercado o
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sequenciador 454 GS20, porém a maquina que realmente se consolidou no
mercado utilizando a plataforma 454 foi a GS FLX® (Figura 3) [30].

Figura 3 - Sequenciador 454 GS FLX® fabricado pela empresa Roche

Um grande diferencial quando comparada com as técnicas anteriormente
utilizadas, é que ndo é necessario a clonagem do DNA através da utilizacdo de um
vetor, facilitando consideravelmente a execucdo da técnica. Além disso, houve
também um barateamento quando valores sdo confrontados com as outras técnicas
utilizadas [32].

Para esta plataforma, a técnica é executada em basicamente trés etapas. A
primeira etapa consiste em uma preparacao de biblioteca a partir da fragmentacao
de maneira aleatoria do DNA. A seguir, adaptadores sao adicionados e ligados, em
ambas extremidades dos fragmentos de DNA que permitirdo a selecdo dos
fragmentos de interesse e a formacdo de uma biblioteca de DNA de fita simples

fitas, com fragmentos com tamanhos entre 300 e 800pb (Figura 4) [33].
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Figura 4 -O genoma é completamente fragmentado e ap6s isso séo adicionados adaptadores em
ambas a extremidades. Apos isso ocorrera a selecéo dos fragmentos de interesse para a formacao
de uma biblioteca de DNA fita simples. Imagem disponivel em Ciéncias Gendmicas [30] - Adaptada

Apébs a formacao da biblioteca, os fragmentos seréo ligados e submetidos a
beads ou esferas magnéticas, que contém sequéncias complementares especificas
a determinados fragmentos, permitindo a hibridizacdo de sequéncias
complementares [34]. Ap6s a captura dos fragmentos pelas beads, numa gota
oleosa ocorrera a PCR em emulsao e assim a amplificacdo de inimeros fragmentos
[35] (Figura b).

Goticulaoleosa

Reagentes
. para PCR
REACAO DE g‘ ELIMINACGAO ==
PCR DA
BEADS GOTicuLA
Fitassimplesde DNA Amplificagio Enriquecimento dos
ligados aos beads do DNA beads apropriados

Figura 5 - Os fragmentos da biblioteca sao ligados a esferas magnéticas (beads). Em uma gota
oleosa ira ocorrer a PCR e consequente numero de copias. Imagem disponivel em Ciéncias
Genbmicas [30] — Adaptada

Depois da obtencdo das copias dos fragmentos, estes serdo a técnica de
pirosequenciamento. Cada nucleotideo incorporado as sequéncias possui em suas
extremidades uma molécula de pirofosfato, que ira liberar luz em diferentes
comprimentos de ondas, dependendo do nucleotideo ao qual esta acoplada [36].

Cada pirofosfato iluminado gerara uma forma de pirograma, que sera traduzido por



um software adequado a fim de se obter a sequéncia nucleotidica presente no DNA

inicial (Figura 6).
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Figura 6- As beads se alocam de maneira individual em po¢os no suporte de sequenciamento.
Logo apds, ocorrerdo as reacdes de pirossequenciamento. Quando um nucleotideo é incorporado
ocorre a liberacdo de um pirofosfato e consequente emissédo de luz que é registrado, formado um

pirograma para cada pog¢o. Apoés isso os pirogramas serdo decodificados por software. Imagem

disponivel em Ciéncias Genbmicas [30] - Adaptada

Uma importante limitacdo desta técnica, € a baixa capacidade de detectar a
presenca de homopolimeros. Esta técnica se baseia na fluorescéncia emitida
durante a incorporacdo de um nucleotideo em uma dada sequéncia, levando a uma
repeticdo da insercdo para confirmacdo da sequéncia nucleotidica e isso acaba
levando a uma impreciséo [37]. A plataforma 454 costuma ter um valor muito mais
elevado quando comparada com técnicas mais atuais e com um poder maior de
precisao [38]. Além disso, outra limitacdo é a deteccdo de sequéncias provenientes
da ligagao de dois ou mais fragmentos distintos.

Apesar das restricdes, a técnica € muito utilizada no sequenciamento,
principalmente de procariotos, 0S quais possuem um genoma pequeno, onde 0s

erros causados costumam ser menores. Um importante ponto favoravel da técnica



€ a presenca de alto throughput, ou seja, hd uma alta taxa de rendimento com esta
técnica, além de disponibilidade de uma vasta op¢ao de criacao de bibliotecas [39].

3.2.2. Plataforma lllumina

A plataforma lllumina é atualmente considerada o “padrédo ouro” dentro das
analises relacionado as técnicas de NGS. O desenvolvimento da plataforma se deu
com a unido de importantes empresas dentro do segmento, que sao Solexa, Lynx
Therapeutics, Manteia Predictive Medicine e Illumina [30]. Possui uma grande
versatilidade por utilizarem diferentes equipamentos, como por exemplo MiSeq,
NextSeq e HiSeq (Figura 7). Esta técnica popularizou-se por ser de facil manuseio
guando comparada com outras técnicas e, também por seu preco acessivel
possibilitando a um nimero maior de laboratorios a utilizagdo das técnicas NGS
[38].

Figura 7 - Sequenciadores MiSeq, NextSeq e Hiseq (na sequéncia)

A plataforma Illumina tem uma semelhanca com a metodologia de Sanger,
uma vez que em ambas as técnicas utilizam a marcacdo de nucleotideos com
fluoréforo que seréo adicionadas a sequéncia nucleotidica durante o processo de
elongacdo [40]. A analise de resultados se da através do registro dessa
fluorescéncia e, a partir da qual havera a instauracdo da sequéncia do DNA de
interesse.

A primeira etapa requer a montagem da biblioteca, ou seja, realizar a

fragmentacao do DNA a ser sequenciado. Apés essa fragmentagcao sera necessaria
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a selecdo dos fragmentos viaveis os quais serdo acoplados a adaptadores em
ambas as extremidades para uma posterior fixagao da placa [41] (Figura 8).

el |
o an
DINA

. . . . Adaptadores

DNA + Adaptadores

Figura 8 -Esquema da ligag&o dos fragmentos de DNA constituintes da biblioteca a adaptadores

A etapa de fixacdo na placa permitira que os fragmentos do DNA e
adaptadores ligados sejam aderidos a uma placa de vidro (flowcell) que contém em
toda sua superficie outros adaptadores aos quais se conectardo os adaptadores
dos fragmentos do DNA. Essa estratégia técnica impede que o fragmento de DNA
estabeleca qualquer tipo de interacdo com a placa [42]. A ligacdo ao adaptador da
placa tem como funcdo permitir o inicio da extensdo de uma nova cadeia
nucleotidica com a utilizacdo de polimerases [38]. No inicio, apenas seréo
incorporados na cadeia nova nucleotideos que ndo possuem marcacdo de
fluorescéncia. Com esta fita nova ja sintetizada, ocorrera uma anelamento com a
fita molde formado uma espécie de ponte que caracterizard 0 processo de
amplificagéao (Figura 9).

Na continuidade da técnica ocorre um aumento da temperatura da placa que
contém os fragmentos de DNA fixados pelos adaptadores. Esse aumento de
temperatura ira causar uma desnaturacdo na dupla fita de DNA. Com esta
desnaturacdo rompem-se as pontes de hidrogénio e a consequente linearizagcéao

das fitas [43]. As fitas lineares de DNA irdo ligar-se complementarmente aos
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primers, dando inicio ao segundo ciclo de amplificacdo. Este processo se repetira
varias vezes, completando aproximadamente 35 ciclos, resultando num ndmero

exponencial de copias do DNA molde, também denominado de cluster [44].
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Figura 9 — Formacao da ponte e aumento do nimero das sequéncias

Apbs a obtencdo desse alto numero de copias de DNA, adiciona-se a placa
uma solucdo que contém 4 nucleotideos marcados com substancia fluorescente.
Esses nucleotideos serdo adicionados nas cadeias sintetizadas, a partir da
atividade da polimerase em diferentes regibes em cada um dos clusters. Na
méaquina de leitura, havera um disparo de luz sobre esses clusters e, com isso 0s
nucleotideos marcados irdo se excitar e emitir luz, gerando uma imagem desses
picos de luminescéncia [45]. As bases modificadas e que ndo possuem um grupo
hidroxila na posicdo 3' do carbono do anel de sacarose, funcionam como espécie
de “trava”, o que impede a atividade de alongamento da cadeia nucleotidica
mediada pela polimerase e determina o término da reacao de elongacao da cadeia.
ApoOs essa primeira etapa de registro dos picos de luminescéncia, realiza-se uma
lavagem com o objetivo de retirar esta “trava” da regido 3’ e com ela o fluoréforo e
alguns agentes em excesso, permitindo 0 inicio de um novo ciclo. Estes ciclos
serdo gerados até que um dado fragmento seja completamente sequenciado [46,47]
(Figura 10).
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Figura 10 - Acontece a linearizagéo da fita com o0 aumento da temperatura, e os adaptadores livres
se ligam a outros adaptadores na placa dando inicio a um novo ciclo. Com a formacéo do cluster
havera milhdes de copias do mesmo fragmento. Em seguida sdo adicionados o0s
didesoxinucleotideos (ddNTP's) terminadores que contém o fluoréforo. A enzima polimerase ira
incorporar o ddNTP's no fim de cada cadeia. A incidéncia de luz sobre a placa ird excitar o
fluoréforo permitindo a deteccao das bases a partir de um software.

Uma grande vantagem desta técnica é que ela permite que a placa de leitura
possa ser dividida em véarias regifes. Isto possibilitou o desenvolvimento de uma
plataforma multiplex, que permite que sequéncias de diferentes genes possam ser
analisadas em uma mesma corrida 0 que diminui custos e tempo de execucao da
técnica [38,48,49,50]. Além disso, a plataforma vem se aperfeicoando e
possibilitando o sequenciamento de genomas completos o que desperta interesse
e procura pelo mercado consumidor.

hcccctecece
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3.2.3. Plataforma SOLID

A plataforma SOLID que é a abreviagédo de “Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection”, foi desenvolvida em meados dos anos 2006 pela empresa
Applied Biosystems. No entanto, apenas no ano seguinte foi desenvolvido o primeiro
sequenciador adaptado para a plataforma SOLID. Essa primeira maquina ficou
conhecida como ABI Solid e, desde entdo os sequenciadores vem sofrendo
atualizacdes e melhorias em suas estruturas com a nova empresa Thermo Fisher,
como é o caso do SOLID 4 e do sequenciador atualmente considerado “top de
linha”, 0 5500 XL (Figura 11) [51].

Figura 11 -Sequenciadores que utilizam a plataforma SOLID

Como nas outras técnicas ja mencionadas, o primeiro passo para inicio do
processo de sequenciamento € realizar a preparacdo da biblioteca. Uma diferenca
das demais técnicas € que, na plataforma SOLID existem dois tipos distintos de
biblioteca [52]. No tipo “tag unicas” os fragmentos preparados sdo acoplados a
adaptadores denominadas P1 e P2, considerados universais. Outro tipo de
biblioteca é a de “tags duplas” que também €& conhecida como “mate-pair” onde é
possivel a fragmentacdo do DNA em segmentos maiores podendo chegar até 10Kb.
Além dos adaptadores inseridos no tipo de biblioteca anterior, nesta, ha a insercao
de um adaptador no meio da cadeia e cuja funcdo é conectar duas cadeias distintas
de DNA [30]. A escolha do tipo de biblioteca a ser utilizada no processo dependera
da finalidade da aplicacéo.
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Nas beads utilizadas, hd uma sequéncia especifica onde os adaptadores
anteriormente adicionados aos fragmentos de DNA irdo se encaixar. Apds este
acoplamento estes complexos serdo submetidos a uma PCR de emulsdo que
resultara num namero exponencial de cépias do fragmento original [53].

Uma peculiaridade desta técnica, é a utilizacdo da enzima DNA ligase
diferindo das outras duas técnicas de NGS que sdo embasadas no trabalho da DNA-
polimerase [54].

Cinco etapas sé@o necessarias para o sequenciamento, que se baseia na
hibridizagdo de sondas fluorescentes com os fragmentos de DNA. Primeiramente
ocorrera a ligagdo do primer ao adaptador P1 que ira servir de suporte para o
acoplamento da primeira sonda. Nesta sonda ha uma sequéncia nucleotidica que
irad se ligar de forma covalente com os ultimos nucleotideos do primer utilizado, esta
ligacdo ocorrera com a utilizacdo da DNA ligase [30]. Apés a formacgdo deste
complexo, com a utilizacdo de luz ird ocorrer a excitagdo da molécula de fluoréforo
gue se encontra na extremidade da sonda (contém dinucleotideos) que emitira
fluorescéncia que sera computadorizada em diferentes cores. De forma a eliminar
este fluoréforo j& excitado, ocorre a clivagem que ira libera-lo caracterizando o fim
do primeiro ciclo [54]. Este processo ocorrera inimeras vezes até que todo o DNA
molde seja coberto por sondas especificas contendo dinucleotideos.

O segundo passo compreende a desnaturacdo das fitas de DNA e o
anelamento de um primer menor do que o utilizado na primeira etapa. Isto determina
gue os dinucleotideos sejam incorporados em regides distintas daqueles que foram
incorporados na primeira etapa. Esta etapa € repetida trés vezes (etapas trés,
guatro e cinco) e, em cada uma delas o tamanho do primer inicial é
progressivamente diminuido. Um complexo de cores formados a partir da insercéo
dos dinucleotideos em diferentes regides representara a informacdo contida ao
longo do DNA molde [55] (Figura 12).

Apés todo o trabalho sera necessario realizar uma decodificagdo dos
resultados obtidos. Essa decodificacéo € realizada utilizando como base as cores
de cada nucleotideo e é realizada a partir do conhecimento da base referente a
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posicao zero do sequenciamento. Assim, pode-se reconhecer o tipo de nucleotideo
e sua posicao na sequéncia a partir das cores obtidas no resultado.

primer (n-1) "TITTITRTTINITITIT

Primer (n-2) "TERNURERRRRRRINNT. tigsgio dasonca
primer (n=3) "TITTETITITIITNNNT ceochods soncs
Primer (n=4) "TITTTTITTITITITIT  Lesssodasonda

Pouclonoreod |0 1 2 3 4/S 6 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20 21|22 2324 25 26 27 28|29 30

e WRRoe o Wol 8 oo o WSHSHew o

Figura 12 - Sistema de cores que representa a informacéo contida ao longo da extensdo do DNA
inicial que se deseja a sequéncia.

Como esta plataforma permite sequenciar duas vezes o mesmo nucleotideo,
os erros durante o processamento tendem a diminuir quando comparados com as
metodologias anteriormente citadas, sendo esse um dos principais atributos da
técnica [52]. Um dos principais problemas enfrentados com esta plataforma, séo os
autos throughput (exige a transferéncia de muitos arquivos) e isso acaba exigindo
uma capacidade computacional muito grande na hora de realizar a montagem de
um genoma sequenciado. Além disso, os arquivos gerados sdo muito pesados e
isso exige computadores que tenham capacidade de processar esse numero

expressivo de dados e informacdes [56].

3.2.4. Plataforma lon

Como forma de melhorar ainda mais as técnicas de NGS, a empresa Life
Technologies vem aprimorando e atualizando os sequenciadores (Figura 13) [9].
Uma grande novidade no mundo do sequenciamento sao os lon(s), com
metodologia fundamentada na capacidade de medir a quantidade de hidrogénio que
é liberado na incorporacdo de uma base nitrogenada, ja que cada uma difere na

guantidade liberada durante a incorporacgéo [57]. Além disso, essa inovacao diminui



consideravelmente o custo do sequenciamento além de contar com técnicas bem
mais simples e, em sua maioria automatizada que favorecem sua implementacao

no mercado [38].

Figura 13 - Sequenciadores da linha lon Torrent (lon Chef e lon S5)

No processamento, as amostras sdo colocadas em chips que contém
milhares de nanoporos com medidores de pH que fardo a distincdo dos
nucleotideos. Nesta plataforma, as bases nitrogenadas vao sendo adicionadas e o
ciclo de adicdo das bases é repetido muitas vezes [58]. Quando ocorre a
incorporacao correta de uma base na sequéncia de DNA, a polimerase ira fazer a
consolidacéo desta base e, consequentemente, havera a liberacdo de um ion H+,
aumentando de forma imperceptivel o pH do meio; porém nos poros essa alteracao
sera percebida e ao final sera compilado os dados obtidos em cada poro para se
estabelecer a sequéncia do DNA alvo [59 - 62].

Um dos principais aspectos, que tornam esta metodologia atrativa aos
gestores de laboratérios, € o preco dos reagentes e do proprio sequenciador, que
sdo bem mais acessiveis do que os anteriormente citados. Além disso esta técnica
tem uma facilidade muito maior do que as outras, e por isso é possivel sequenciar
longas sequéncias génicas e, até mesmo alguns genomas em poucas horas ou em
um dia [48]. Porém, assim como a plataforma 454, esta técnica ndo é adequada
para 0 sequenciamento de regides homopoliméricas, sendo essa uma das

principais desvantagens dessa metodologia.
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3.3. Aplicagdes na Microbiologia

Na éarea da microbiologia as técnicas de sequenciamento vém sendo
empregadas principalmente para deteccéo de bactérias causadoras de patologias,
fornecendo informacdes a partir das quais se possa predizer tratamento com uma
maior eficicia, além de caracterizar possiveis evolu¢des de quadro dos pacientes.
Um outro parametro que vem sendo atualizado com o advento das técnicas de
sequenciamento e, suas constantes modernizacfes, sado as relacbes evolutivas
entre as bactérias e isso se torna importante principalmente na busca de novos
tratamentos e na identificacdo de colbnias. Além disso, os métodos de
sequenciamento vém ajudando na caracterizacdo de novas espécies de bactérias,
em especial daquelas que podem ser de interesse de saude publica.

Um dos genes que desperta interesse clinico em seu sequenciamento é
aquele que codifica o rDNA 16S, que é um componente da subunidade 30S dos
ribossomos presentes em todos o0s ribossomos procariontes. Além disso é
considerado uma sequéncia altamente conservada dentro das espécies e, por isso
pode ser utilizado para se determinar um laudo durante uma infeccdo bacteriana,
por exemplo. No estudo realizado por Woo e colaboradores [63] foi utilizado o
sequenciamento dos primeiros 527pb presentes na sequéncia do DNAr 16s como
forma de separar 37 cepas de bactérias que fenotipicamente eram indistinguiveis.
Com o sequenciamento, foi possivel identificar a espécie de 30 cepas, sendo que 5
delas foram identificadas erroneamente a nivel de género e 2 a nivel de espécie. O
rDNA 16S serviu como base no trabalho de Lau e colaboradores [64] para a
realizacdo da identificacéo da infeccdo bacteriana contraida por dois pacientes onde
os testes apontaram uma ambiguidade do agente infeccioso. No primeiro caso, 0s
testes convencionais de deteccdo bacteriana apontavam com 98,9% como sendo
Aureobacterium ou Corynebacterium aquaticum. Quando o rDNA 16S da col6nia foi
extraido e sequenciado o resultado obtido revelou 99,4% de identidade com banco
de dados com atribuicdo de uma terceira espécie, a Microbacterium oxydans. No
segundo caso do estudo, os testes tradicionais apontavam uma identidade de

99,7% como sendo a causadora da infeccao Cellulomonas ou Microbacterium. Por

25



meio do sequenciamento foi confirmado que se tratava de uma bactéria do género
Mycobacterium. Em ambos os casos o0s tratamentos somente poderao ser efetivos
apos a correta identificacdo do organismo causador.

Com relacdo ao gene codificante para o RNA 16S [65], Hummelen e
colaboradores em seu estudo verificaram o padrdo de bactérias causadoras de
vaginose em pacientes portadoras de HIV. Utilizaram a plataforma lllumina e
constataram uma diversidade de 90% nas sequéncias das regibes 16S,
representando uma alta diversidade nas bactérias causadoras da vaginose
associadas ao HIV. Ao final do estudo, os autores concluem que o perfil das
bactérias vaginais em mulheres infectadas com o HIV apresenta uma vasta
variabilidade genética, tanto em mulheres com ou sem vaginose. Além disso,
observaram que a recorréncia de vaginose em mulheres poderia resultar da
antibioticoterapia usada no tratamento que, de certa forma acaba favorecendo a
instalacdo de bactérias causadoras da infec¢do. Métodos de sequenciamento foram
fundamentais para estabelecer esses padroes.

Greub e colaboradores [66] tiveram como objetivo sequenciar o genoma
completo das bactérias Parachlamydia acanthamoebae visando identificar
possiveis proteinas imunogénicas. Para este estudo utilizaram a plataforma
lllumina. Essa abordagem se constitui numa importante acéo profilatica para se
prever os produtos formados, também para prever medicamentos adequados e que
possam combater infec¢cdes causadas pela Parachlamydia acanthamoebae. Ao
total, foram identificadas 18 proteinas com poder de patogenicidade na sequéncia
genbmica dessa bactéria. Por se tratar de individuos com pouco conhecimento
sobre a estrutura genémica e seus potenciais produtos patogénicos, esse trabalho
trouxe importantes contribuicbes para literatura, tornando a identificagcdo dos
produtos patogénicos relacionado a bactéria mais faceis e de identificagdo do
melhor tratamento possivel de ser aplicado.

Alguns trabalhos vém utilizando o sequenciamento de hsp65 para a
identificagcdo rapida de micobactérias. No trabalho realizado por Ringuet e
colaboradores [67], que utilizaram sequenciamento do DNA pelo método de Sanger,

de todas as cepas utilizadas observou-se pouca diferenca entre as sequencias
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nucleotidica das cepas, as quais diferiam em média de 2% entre si. Uma diferenca
significativa no sequenciamento de hsp65 foi na diferenciacdo das espécies M.
chelonae e M. abscessus que possuem uma grande dificuldade de identificacéo
visual e por sequenciamento do rDNA 16S. Um estudo semelhante foi realizado no
Brasil por Senna e colaboradores [68] que utilizaram o sequenciamento hsp65 para
realizar a identificacdo 28 cepas distintas. Esses pesquisadores também concluiram
gue as sequéncias das espécies do género eram muito semelhantes entre si e que,
além disso, apresentavam uma diferenca filogenética muito pequena.

No ano de 2005 Bartau e colaboradores, [69] sequenciaram o DNA de sete
genes housekeeping obtidos de 40 isolados clinicos de A. baumannii recuperados
de surtos epidemioldgicos que acometeram a Espanha e a Alemanha entre 1990 e
2001. Seu objetivo era entender melhor os aspectos relacionados a epidemiologia.
Observou-se uma variacdo entre 6 a 12 nt e um total de 20 perfis alélicos variando
entre as cepas de A. baumannii. Ao final do estudo os autores concluem que o
emprego do sequenciamento € um grande aliado para prever e reconhecer clones
resistentes e com potencial epidemiolégico além de permitir um monitoramento mais
eficiente da disseminagéo.

Além das aplicacbes ja citadas, as técnicas de sequenciamento tém
permitido a caracterizacdo de bactérias resistentes a uma grande variedade de
antibidticos [70-73].

3.4. Aplicagdes na Virologia

Dentro da area de deteccdo de virus patogénicos as técnicas para
diagndstico vém sofrendo uma revolucdo, passando das técnicas classicas como
cultura celular e anticorpo-antigenos para técnicas mais sensiveis de biologia
molecular, como por exemplo a reacdo em cadeia de polimerase [74]. As técnicas
de NGS tem sido importante para a deteccao rapida de inimeros patégenos [75]. A
utilizacdo de técnicas de sequenciamento gendmico viral, podem ajudar a

compreender melhor a variabilidade existente entre os diferentes virus e a partir
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disso ajudar no desenvolvimento de medicamentos e vacinas mais eficientes e
eficazes [76, 77].

No estudo realizados por Hang e colaboradores em 2013 [78], os
pesquisadores procuraram estabelecer uma técnica de sequenciamento que
permitisse determinar o genétipo causador das resisténcias do virus da Hepatite B
(HBV), devido ao grande impacto na hora do aconselhamento clinico. Para isso,
coletaram-se plasmideos de pacientes e submeteram estes a um tratamento com
0s principais medicamentos usados para tratamento dessa patologia (Lamivudina,
Adefovir, Entecavir, Telbivudina,Tenofovir e Emtricitabina). Como resultado,
observou-se que nos 395 plasmideos coletados, um total de 52 plasmideos
continham uma mutacao que determinava resisténcia ao farmaco tradicionalmente
utilizado no tratamento, explicando assim o fato de alguns pacientes nao
responderem aos farmacos utilizados nos tratamentos tradicionais. Os autores
concluem que, o emprego de plataformas de sequenciamento sensiveis o bastante
para a deteccdo de possiveis mutacdes em virus que acometem pacientes, € de
fundamental importancia para um aconselhamento clinico eficaz, jA& no inicio do
tratamento.

Alguns estudos vém tentando estabelecer as caracteristicas genémicas do
Papiloma virus humano, que além do cancer do colo de Gtero pode acarretar outras
doencas tanto em mulheres como também em homens. No trabalho de Barzon. L.
e colaboradores [80] testou-se a sensibilidade da plataforma 454 para deteccéo do
HPV. Como resultado, foi possivel a deteccdo de HPV do tipo 16 e 18 em baixa
concentracdo de DNA, além de realizar a detec¢do de outras diferentes formas de
HPV, o que seria dificil por outras técnicas. Concluiram que o NGS pode ser um
método muito eficaz na deteccédo de subtipos de HPV por sua alta sensibilidade.
Além disso, o sequenciamento do HPV vem se tornando importante no
desenvolvimento de vacinas mais eficazes [81]

Além da caracterizacdo de virus ja conhecidos, o0 advento das técnicas de
sequenciamento e, em especial o NGS, vém impactando na descoberta de novos
virus causadores de patologias aos humanos. Estima-se que pelo menos 320 mil

virus especificos a mamiferos ainda estao por ser descobertos [77]. Recentemente,
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alguns virus como o Virus Ebola [82], Virus Nipah [83], rotavirus Sin Nombre, SARS,
e alguns causadores da influenza (HIN1, H7N9) [84] provocaram surtos
epidemiologicos e tiveram suas sequéncias especificadas gracas ao NGS e, o0s
pacientes puderam receber um tratamento correto [6].

Um grande estudo que descobriu novos virus de grande importancia
patolégica humano foi o realizado por Gilda Grard e colaboradores [79]. Em uma
aldeia da Africa com surtos de febre hemorragica aguda, realizou-se um trabalho de
pesquisa utilizando sequenciamento para apurar a causa deste surto. A doenca era
inicialmente caracterizada como uma febre alta que logo evoluiu para hemorragia
nas mucosas e dentro de trés dias era capaz de levar o paciente a morte. Como
resultado, foi encontrado um novo arbovirus que compartilha apenas 34% do
genoma quando comparado com a filogenia do grupo. A caracterizacdo desses
novos virus é de fundamental importancia na busca de possiveis vetores e

consequente tratamento, que até o momento encontra-se escasso.

3.5. Aplicacdo na Histocompatibilidade

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é o principal agente
regulador de reconhecimento do que é pertencente ao organismo ou ndo, ou seja,
faz o reconhecimento do proprio do ndo proprio [85]. Cada série de organismo
possui um MHC caracteristico, nos humanos este complexo é conhecido como HLA
(Human Leukocyte Antigen) cujos genes sdo 0os mais polimérficos existentes. Este
complexo tem uma fundamental importancia nas realizacbes de testes de
compatibilidade que precedem um transplante. Considerando-se a grande
variabilidade HLA entre individuos, as técnicas de sequenciamento tém auxiliado
nesse aspecto por serem capazes de predizer com um maior indice de certeza os
alelos HLA e, com isso, diminuir os riscos de rejei¢do no transplante [86].

Os testes de sequenciamento vém sendo utilizados na identificacéo de alelos
gue definem a histocompatibilidade e na identificacdo de mutacdes e de novos
alelos. No sistema génico HLA, existe duas classes tradicionais de genes que

impactam no prognostico dos transplantes. Os genes de Classe |, classicos sao
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HLA-A, HLA-B e HLA-C além dos nao classicos HLA-E, HLA-F, HLA-G. Os genes
de Classe Il é composto pelos loci HLA -DR, HLA-DQ, HLA-DP. Desde a
popularizacdo dos métodos de sequenciamento, a deteccdo de novos alelos se
tornou muito mais comum e, com e grande impacto na liberacdo de laudos pois
permite uma maior assertividade na determinacéo alélica e um menor indice na
rejeicdo de orgdos, devido a incompatibilidade HLA. O gréfico abaixo (Figura 14)
mostra a evolucao na descoberta de novos alelos com a popularizagao das técnicas

de sequenciamento, em especial a partir do ano 2009 com as técnicas de NGS.

Figura 14 - Evolugdo no nimero de alelos HLA classe 1 (barras verdes) e classe 2 (barras pretas)
ao logo do tempo. Disponivel em: http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html

Um exemplo do emprego das técnicas de sequenciamento na descoberta de
mutacdes e a consequente geragdo de novos alelos, € o trabalho de Kuzmich [87].
Neste trabalho foi detectado o alelo HLA-DQB1*06:210 em uma paciente portadora

de leucemia que se preparava para um transplante de medula. Foi utilizado a
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metodologia de Sanger, a qual detectou um mistmatch, ou seja, havia uma
substituicdo de G por T na sequéncia nucleotidica do gene o que impactava na troca
de uma serina por uma alanina (mutacdo ndo sinbnima) na cadeia polipeptidica
correspondente. Apenas com essa modificacdo foi possivel distinguir do alelo
DQB1*06:03:01 e definir o novo alelo DQB1*06:210. Dos mesmos autores [88], foi
identificado também, com a metodologia da Sanger, um novo alelo HLA-B*44, que
foi denominado HLA-B*44:02:45. Este novo alelo detectado em uma doadora russa
voluntéaria para medula 6ssea. Este novo alelo possui uma substituicdo nucleotidica
na posicdo 243 do gene onde uma G foi substituida para T, porém ndo ocorreu
nenhuma modificagdo no aminoacido codificado (mutacdo sindnima). Mesmo ndo
ocorrendo a mudanca de aminoacido na cadeia polipeptidica correspondente,
houve uma substituicdo nucleotidica na sequéncia codificadora do alelo HLA-
B*44:02:01:01 o que justifica e define o novo alelo HLA-B*44:02:45.

Nos testes tradicionais de tipagem HLA para transplantes, os indices de
geracdo de ambiguidades gerados nos resultados de analises séo
consideravelmente frequentes. As técnicas de sequenciamento vém ajudando a
resolver tais ambiguidades, exemplo da aplicagdo de sequenciamento para
resolucéo de ambiguidades é o trabalho desenvolvido por Holcomb e colaboradores
[89]. Foram realizados os testes de sequenciamento NGS com a plataforma 454
para resolver ambiguidades encontradas em 20 amostras, sendo tipados os loci de
classe 1 classicos (A, B e C) e os loci de classe 2 classicos (DPB1, DQA1, DQB1,
DRB1 e DRB3/4/5). A partir desse sequenciamento, 0S autores conseguiram
resolver cerca de 95,3% das ambiguidades encontradas anteriormente com testes
classicos, demonstrando a eficacia do método.

Outro conjunto de genes que desempenham importante papel para a
histocompatibilidade sdo os genes KIR (killer cell immunoglobulin-like) que
codificam para receptores encontrados nas membranas das células natural killer
(NK). Essas moléculas estabelecem conexdo com os HLA de classe | afim de
exercer ou nao suas funcdes de ativar as células NK para que suas ac¢odes citolitica
ou secretora de citocinas sejam ativadas ou inibidas [90,91]. A presenca de alguns

genes KIR especificos tem demonstrando uma grande associacdo com a
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suscetibilidade de pacientes a doencas infecciosas e principalmente a doencas
autoimunes. Tendo em vista a importancia desses genes, 0 sequenciamento de
DNA para tipagem dos al6tipos de KIR vem sendo empregados dentro da clinica
[92].

Uma alternativa terapéutica que vem sendo utilizada para o tratamento de
leucemias e outras doencas técnica € o transplante de células progenitoras
hematopoiéticas. Observou-se que tanto as infec¢des virais no pés-transplante bem
com as células leucémicas tendem a diminuir quando o doador possui haplétipos
de genes KIR ativadores, e para isso as técnicas de sequenciamento podem ser
aplicadas para selecdo desses doadores. Além disso pode ser aplicado para
selecionar doadores de células-tronco com maior compatibilidade para pacientes

com algumas malignidades. [93,94].

3.6 Aplicacao na Oncologia

Na Oncologia, o sequenciamento de DNA torna-se uma ferramenta
importante para se entender melhor as anomalias que causam o desenvolvimento
de um quadro oncoldgico, bem como o seu desenvolvimento. Além disso, as
metodologias de sequenciamento vém sendo empregadas para predizer a
suscetibilidade de um dado paciente a apresentar possiveis predisposicdo
mutacdes herdadas como, por exemplo, BRCA1 e BRCA2 que estdo associados ao
cancer de mama [95]. Também podem ser empregados para a decisdo do
tratamento, pois com o sequenciamento é possivel predizer as via de sinalizacéo
gue compde cada célula [96].

Outro método frequentemente utilizado nos testes oncolégicos é a
imunohistoquimica e, no trabalho de Sjogren [97] buscou-se comparar este método
com a técnica de sequenciamento para verificar mutagcdo no gene p53, que é um
supressor tumoral. MutagcOes nesse gene tem sido associada a um estdo um pior
prognaostico no cancer de mama. Nesse estudo foram utilizadas 316 amostras de
DNA de pacientes com tumores primarios para a realizacdo de sequenciamento de
cDNA e para os testes de imunohistoquimica. A detec¢do da presenca de mutacéo

no p53 por NGS foi mais eficaz e 30% superior ao método de imuno-histoquimica.
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Semelhante ao trabalho anterior, Agarwal [98] e colaboradores também
confrontaram a técnica de imunohistologica com a de sequenciamento de DNA,
para identificar mutacdes no gene IDH1 em gliomas. Amostras que se mostraram
negativas (20%) para a mutacao pelos testes imunohistoquimicos foram
caracterizadas positivamente pelo sequenciamento.

O avanco das técnicas de sequenciamento, alertou para a complexidade
genética envolvida no contexto oncologico, dentro das familias. Castera e
colaboradores [99] buscaram analisar um padrdo de mutacdo em genes em
pacientes com cancer de mama e cancer de ovario com suspeita de heranca familiar
e, para isso utilizaram o sequenciamento de DNA. Foram testados 708 pacientes e
constatou-se um padrdo de mutacdo em cerca de 14 genes. De forma semelhante,
Tung [100] realizou o sequenciamento do DNA de 1781 pacientes com cancer de
mama. Observou que além da mutacdo nos genes classicos associado com o
cancer de mama e que representaram 9,3% dos pacientes, haviam também 4,2%
dos pacientes que continham outras mutacdes em genes distintos. Em geral os
mais observados foram PALB2, CHEK2 e ATM. Um importante estudo realizado no
contexto de aconselhamento familiar foi o de Aloraifi e colaboradores [101]. Os
autores sequenciaram 312 genes de amostras de 13 pacientes onde encontraram
variantes alélicas associadas com a patologia nos genes ATM, RAD50, PALB2,
CHEK2 e TP53. Com esse resultado, aumenta o conhecimento sobre genes alvos
e, de certa forma ajuda no aconselhamento em familias que possam conter
alteracdes nesses principais genes e que podem ter acesso a um resultado precoce
e rapido, ou seja, beneficiando-se de uma orientacdo médica adequada.

Além de cancer de mama e ovario, alguns outros tipos de cancer também
podem ter uma ligacao forte com a hereditariedades, como por exemplo o colorretal,
endometrial e ginecolégico. Cragum e colaboradores [102] também testaram
modelos de painéis de genes e conseguiram detectar muta¢cdes associadas com
esses tipos de cancer em cerca de 10 % dos individuos com cancer colo retal no
total de 586 pacientes com historico familiar. Semelhantemente ao anterior, Fray e
colaboradores [103] utilizaram o historico de 127 pacientes com cancer ginecolégico

e, que tinham registro de incidéncias na familia. Pela técnica do sequenciamento
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analisaram o DNA desses pacientes pois os testes arte entdo utilizados nao
revelaram qualquer alteracdo. Como resultado, o sequenciamento detectou que
cerca de 7% dos pacientes eram portadores de uma mutac&o associada ao cancer
ginecoldgico.

Nos tempos atuais o sequenciamento vem sendo usado para predizer 0s
riscos de uma crianga vir a desenvolver uma anomalia ligada ao cancer antes
mesmo da fertilizacdo. Essas técnicas sdo conhecidas como diagndstico pré-
implantacéo [104]. Essas técnicas normalmente utilizam a analise de SNP e as
técnicas de NGS podem ser empregadas para analisar tanto os distarbios de um

Unico gene ou a nivel de cromossomo [105].
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4. METODOLOGIAS
4.1. Revisao da literatura

Esta revisao foi realizada a partir de artigos obtidos de plataformas como
Periodico Capes, Google Académico e pelo Science Direct. Os artigos obtidos além
de serem bases para a se¢ao “Revisao da Literatura” foram utilizados também na

Introducéo e Discusséo.
4.2. Entrevistas

Afim de se levantar a real percepcao de usuarios quando comparadas as
técnicas de Sanger e NGS, foi realizado um breve questionario (Anexos) onde cada

topico pudesse ser avaliado com notas variando de 1 a 5.

O questionario foi desenvolvido a partir dos principais pontos que s&o
passiveis de servirem como comparacao entre as duas tecnologias. Os pontos
abordados foram o tempo de bancada, o manuseio dos sequenciadores utilizados
(considerado apenas a forma automatizada em ambas técnicas) e ao processo de
analise (ambiguidades, resolucdes e formas de liberacao de resultados).

Como forma de aumentar o nimero amostral, o questionario foi publicado na
rede social profissional LinkedIn, onde profissionais dos diversos setores da area
de andlises clinicas puderam ter acesso, o que facilitou a comparacdo dos
resultados obtidos. Ao total, 50 participantes, que ja tiveram algum tipo de

experiéncia com ambas técnicas responderam ao questionario.
4.3. Anédlise dos resultados obtidos.

A compilacdo das respostas a partir do questionario, possibilitou o
agrupamento e analise dos dados e, no software Excel foram plotados gréficos para

melhor visualizac&o dos resultados obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 50 participantes com experiéncias com as técnicas de
sequenciamento de Sanger e com metodologias de NGS responderam o
guestionario. Para fins comparativos, alguns dos questionamentos irdo ser
apresentados adiante em forma e gréaficos conjuntos.

Devido ao fato de que atualmente existem diversas plataformas NGS no
mercado, o0s usuarios foram questionados, primeiramente em qual/quais
plataformas possuem experiéncia. As opcdes dadas inicialmente continham as
plataformas anteriormente abordadas (454, lllumina, SOLID e lon). Foi também
previsto uma op¢ao e espaco para casos onde houvesse experiéncia com outras
plataformas. As plataformas com mais apontamentos entre 0s usuarios que
responderam o questionario foram a plataforma Illumina e a lon, com
respectivamente 36 e 28 apontamentos. As plataformas 454 e SOLID foram as
menos apontadas pelos usuérios, tendo um total de 8 e 9 apontamentos
respectivamente. Além dessas plataformas previamente fornecidas como opcoes,
foram mencionadas também a PacBio com 3 apontamentos e a plataforma Oxford
Nanopore com 2.

Do total de 50 usuéarios que responderam o questionario, 20 (40%)
pertenciam a area de Histocompatibilidade, 12 (24%) as areas de Microbiologia, 8
(16%) Virologia, 6 (12%) Oncologia e, alguns outros usuarios em menor quantidade
pertencentes a area de Genética Médica (2%) e Genética Forense (2%)

Em relacédo a dificuldade no processo de amplificacao inicial (Gréafico 1) foram
atribuidas notas de 1 a 5, onde 1 representa baixa dificuldade durante o processo e
5 uma alta dificuldade. Quando questionados sobre este aspecto na metodologia de
Sanger, um total de 1 (2%) usuario marcaram a opgao “1”, 4 (8%) marcaram a opgao
“2”, 5 (10%) marcaram a opcéo “3”, 18 (36%) usuarios marcaram a opgao “4” e 22
(44%) marcaram a opgao “5”. J& quando questionados sobre a amplificagéo inicial
na metodologia de NGS, um total de 34 (68%) marcaram a opgao “1”, 14 (28%)
marcaram a opg¢ao “2”, 1 (2%) marcaram a opgao “3”, 0 (0%) usuarios marcaram a
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opgao “4” e 1 (2%) marcaram a opgéo “5”. A nota média obtida na metodologia
Sanger foi de 4,12 enquanto a média obtida em NGS foi de 1,4.

Gréfico 1. Percepcao dos usuarios quanto ao nivel de dificuldade no processo de amplificacéo

inicial em Sanger e NGS
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Em relacdo a dificuldade no processo de reacBes de sequenciamento
(Grafico 2) na metodologia Sanger e ao de preparo de biblioteca no NGS foram
atribuidas notas de 1 a 5, onde 1 representa baixa dificuldade durante a técnica e 5
uma alta dificuldade. Com relacdo as reacdes de sequenciamento em Sanger, um
total de 2 (4%) usuario marcaram a opgao “1”, 1 (2%) marcaram a opgao “2”, 12
(24%) marcaram a opgao “3”, 14 (28%) usuarios marcaram a opgao “4” e 21 (42%)
marcaram a opc¢ao “5”. Com relagdo ao procedimento durante a preparagao da
biblioteca em NGS, um total de 25 (50%) usuario marcaram a opgéao “1”7, 18 (36%)
marcaram a opgao “2”, 5 (10%) marcaram a opgao “3”, 2 (4%) usuarios marcaram
a opcgao “4” e 0 (0%) marcaram a opgéao “5”. A média das notas obtidas no método
de Sanger foi de 4,02 e na técnica de NGS foi 1,68.
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Grafico 2. Percepcao dos usuarios quanto ao nivel de dificuldade durante as reagdes de
sequenciamento no método de Sanger e no preparo da biblioteca no NGS
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Uma das grandes inovacgdes que as plataformas NGS trazem como novidade
€ a possibilidade de realizar a tipagem genética de mais de um gene durante uma
Unica corrida. No contexto clinico, isso € de fundamental importancia tendo em vista
gue normalmente ha uma necessidade de analise da sequéncia de diferentes genes

para chegar a um resultado coerente.

Esse advento das conhecidas plataformas multiplex, acarretam em uma
diminuicdo no tempo total de bancada [106]. Normalmente, o processo de
amplificacdo inicial é otimizado pela utilizacdo de um compilado de primers que séo
capazes de amplificar diferentes regiées genémicas necessitando apenas de um
processo de PCR [107]. Ao contréario disso, a metodologia de Sanger normalmente
demanda uma quantidade de reagdes muito extensas, isso devido ao fato de n&o
poderem contar com amplificacdes simultaneas, ou seja, cada gene deve ser

amplificado de forma independente.

Outro aspecto abordado na pesquisa foi em relagcdo a dificuldade de
manuseio do sequenciador (Grafico 3), os usuarios deram notas variando de 1 a 5
onde 1 representa uma baixa dificuldade e 5 alta dificuldade. Quando questionados
sobre a utilizacdo do sequenciador utilizado no método de Sanger, um total de 1
(2%) usuario marcaram a opg¢édo “1”, 3 (6%) marcaram a opg¢ao “2”, 11 (22%)

marcaram a opgao “3”, 17 (34%) usuarios marcaram a opgao “4” e 18 (36%)
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marcaram a opg¢ao “5”. Ja quando questionados sobre a dificuldade no manuseio
do sequenciador utilizado na metodologia NGS, um total de 35 (70%) usuario
marcaram a opc¢ao “1”, 12 (24%) marcaram a opgao “2”, 2 (4%) marcaram a opgao
“3”, 0 (0%) usuarios marcaram a opgao “4” e 1 (2%) marcaram a opgao “5”. A média
das notas obtidas com relagdo ao manuseio do sequenciador utilizado em Sanger
foi de 3,96 enquanto aos utilizados em NGS foi de 1,52.

Gréfico 3. Percepcao dos usuarios quanto ao nivel de dificuldade no manuseio dos

sequenciadores utilizados nos ensaios de Sanger e NGS
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E sabido que a algumas plataformas de sequenciamento via método de
Sanger exigem maior manuseio do equipamento do que outras, isso levando a uma
maior dificuldade no método, como por exemplo ABI 3710 e ABI 3100 [108]. Além
disso, € sabido também que o tempo em que as amostras precisam estar no
sequenciador podem variar muito, podendo levar até uma noite inteira, dessa forma
aumentando o tempo necesséario para andlise. Os sequenciadores NGS, em
especial lllumina e lon, diminuem consideravelmente a participagdo humana na
configuragdo do template e inicializagdo das maquinas [109]. O tempo de
processamento das amostras nos sequenciadores também diminuem muito quando
comparado ao método de Sanger, podendo chegar até apenas 5 horas [110].

Outro topico que devesse levar em contato é com relacdo a economia de
consumiveis que tende de ser maior nos ensaios de NGS. Os usuarios

entrevistados deram notas de 1 a 5 com relagéo percepgao deles com a economia
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dos consumiveis (Gréfico 4), onde 1 significa uma baixa economia e 5 uma alta
economia. Como resultado, nenhum dos entrevistados assinalou a opcéao “1” e
também “2”, 4 (8%) marcaram a opg¢ao “3”, 18 (36%) usuarios marcaram a opgao

“4” e 28 (56%) marcaram a opg¢ao “5” resultando uma nota média de 4,48.

Grafico 4. Percepcao dos usuarios quanto a economia de insumos na técnica de NGS quando

comparado ao método de Sanger
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Além da economia de consumiveis, outro aspecto é a economia no tempo de
bancada da técnica de NGS quando comparada com a técnica de Sanger.
Novamente, os usuarios deram notas de 1 a 5 com relacdo a percepcdo da
economia de tempo (Grafico 5) obtida nas técnicas de NGS, onde 1 significa uma
baixa economia e 5 uma alta economia. Como resultado, obtemos que um total de
0 (0%) usuério marcaram a opg¢ao “1”, 1 (2%) marcaram a opgao “2”, 2 (4%)
marcaram a opgao “3”, 15 (30%) usuarios marcaram a opgao “4” e 32 (64%)
marcaram a opg¢ao “5”, a nota média da encontrada para este quesito foi de 4,56.

Como existem as plataformas multiplex, o workflow da metodologia de NGS
permitem o preparo da biblioteca de forma conjunta de todos 0s genes que
necessitam ser analisados, ou pelo de uma grande quantidade de uma Unica vez.
Novamente, esse processo otimiza a rotina laboratorial fazendo com que haja nao
s6 uma economia no tempo levando a liberacdo de laudos de forma mais rapida

como também a diminuicdo de utilizacdo de insumos, como por exemplos 0s
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plasticos e reagente. As reacdes de sequenciamento pos a PCR na metodologia de
Sanger precisam ocorrer separadamente para cada gene analisado, dessa forma
demandando um alto tempo de bancada e utilizacdo de insumos o que torna muito

trabalhoso para o laboratorista.

Grafico 5. Percepcao dos usuarios quanto a economia de tempo na execucao da técnica de NGS

guando comparado ao método de Sanger
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Durante o processo de liberacdo de resultados um dos processos mais
importantes é a andlises dos dados obtidos. Os softwares de andlise dos dados de
NGS e Sanger tendem a ser diferentes. Os usuarios foram questionados sobre a
facilidade de andlise tanto no NGS e Sanger (Gréfico 6), classificando a facilidade
de andlise de 1 a 5 onde 1 representa uma baixa facilidade e 5 uma alta facilidade.
Na andlise Sanger, obtemos que um total de 16 (32%) usuario marcaram a opgao
“1”, 20 (40%) marcaram a opgao “2”, 10 (20%) marcaram a opgao “3”, 3 (6%)
usuarios marcaram a opgao “4” e 1 (2%) marcaram a opgao “5” onde a média de
nota foi de 2,06. J& quando os usuarios foram questionados da analise de NGS,
obtemos que um total de 2 (4%) usuario marcaram a opgao “1”, 0 (0%) marcaram a
opgéao “2”, 5 (10%) marcaram a opgao “3”, 19 (38%) usuarios marcaram a opgao “4”
e 24 (48%) marcaram a opg¢ao “5” obtendo assim uma média nas nota de 4,26.
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Grafico 6. Percepcao dos usuarios quanto a facilidade durante o processo de analise de dados em

NGS e em Sanger
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A resolucéo de ambiguidades € algo necesséario para resultados assertivos e
em conjunto com o aumento da resolucdo da metodologia. Esses dois aspectos
foram investigados a partir do questionério (Gréfico 7). Os usuarios apontaram suas
percepcbes das melhorias da tecnologia de NGS quando comparados com 0s
resultados obtidos em metodologia Sanger para os parametros de Resolucédo de
ambiguidades e resolucado das técnicas. Com a relacdo a melhoria na resolucéo de
ambiguidades por NGS em relacdo ao Sanger, os usuarios classificaram de 1 a 5
onde 1 significa que as resolu¢des das ambiguidades ndo sao diferentes entre as
técnicas e 5 quando for altamente diferente. Como resultado, nenhum usuério
marcou a opgao “1” e “2”, 3 (6%) marcaram a opgao “3”, 17 (34%) usuarios
marcaram a opgao “4” e 30 (60%) marcaram a opgao “5” onde a média da nota foi
de 4,54. Ja com relacdo a resolucao em ambas técnicas, 0s usuarios apontaram em
escala de 1 a 5 a melhoria da resolucdo em NGS quando comparado com Sanger,
onde 1 significa baixa diferenca e 5 quando houver muita diferenga. Como resultado,
obtemos que um total de 0 (0%) usuario marcaram a opgéao “1”, 1 (2%) marcaram a
opgao “2”, 4 (8%) marcaram a opgao “3”, 17 (34%) usuarios marcaram a opgao “4”

e 28 (56%) marcaram a opcao “5” onde a média da nota foi de 4,54.
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Grafico 7. Percepcao dos usuarios a melhoria da resolucao e eliminagéo de ambiguidades na

técnica de NGS em relagéo ao método de Sanger
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Como apontado anteriormente, as resolu¢cdes entre as metodologias séo
muito discrepantes entre si. Em Sanger as capacidades de deteccao de bases sao
poucas e quanto nas plataformas de NGS a detec¢cdo de bases é muito alto, logo
isso tem um impacto muito consideravel na resolucdo que cada técnica possuli,
mostrando uma superioridade nas de NGS [114]. Com uma maior resolucdo as
ambiguidades existentes tendem a ser muito menores também, isso por mostrar
uma cobertura maior genémica, podendo chegar a analise de regides intrénicas,
chegando em resultados mais concisos, isso € de fundamental importancia na
tipagem de genes que possui um alto grau de polimorfismos e paralelismos, como
0 0s genes HLA, onde a presenca de ambiguidades devido a sequéncia muito
semelhantes é comum. [111 - 115].

Além da diminuicdo das ambiguidades, o aumento da resolu¢cdo aumenta
também a facilidade de analise de dados. Em NGS os resultados oferecidos por
softwares em raros casos necessitam de alteragdo manual dos resultados ja

oferecidos. Ja na metodologia de Sanger, os dados tendem a exigir uma analise



mais minuciosa devido a existéncia de muitos backgrounds que podem dificultar o
analista a liberar o resultado.

Por fim, os usuarios foram questionados quanto as melhorias em gerais da
metodologia NGS quando comprado com o0 Sanger, novamente 0S usuarios
apontaram de 1 a 5 onde 1 significa poucas melhorias e 5 muitas melhorias (Gréfico
8). Como resultado, nenhum usuario assinalou as opgdes “1” e “2”, 2 (4%) marcaram
a opcgao “3”, 18 (36%) usuarios marcaram a opgao “4” e 30 (60%) marcaram a opgao

“5” onde a média da nota foi de 4,56.

Grafico 8. Percepcao dos usuarios quanto as melhorias em termos gerais da metodologia NGS

guando comparado ao Sanger
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6. CONCLUSAO

A partir dos dados presentes na literatura e na percep¢do mostrada pelos
participantes do presente estudo é possivel concluir que existe uma superioridade
nas técnicas de NGS quando comparado as de Sanger. As técnicas de NGS
mostraram superioridade em todos 0s quesitos analisados, bancada, andlise e
resolucdo dos dados. Por contar com plataformas multiplex, NGS otimiza muito o
tempo de liberacdo de resultados e diminui a utilizagdo de insumos plasticos,
tornando as técnicas de sequenciamento muito mais barata e também diminuindo
a contaminacao ambiental que poderia ser causado pelo descarte inapropriado dos
plasticos. Atualmente € técnica de Sanger ainda é a mais empregada dentro do
mercado, porém com a constante barateamento das técnicas de NGS é esperado

gue esse gquadro se reverta em pouco tempo.

O constante avanco da tecnologia ainda deve melhorar muito os testes de
sequenciamento dentro das andlises clinicas. A evolucdo dentro dos testes de
sequenciamento gnémico é clara, diminuindo os custos e o tempo para elaboracdes
dos testes e consequente liberacdo de laudos, porém esses testes ainda ndo sao
empregados em testes que necessitam uma necessidade de liberacdo de
resultados de forma rapida, como por exemplo a tipagem HLA de um doador
falecido, necessitando de testes menos sensiveis e consequentemente mais
rapidos. Com a evolucéo da tecnologia é esperado que em breve isso se contorne,
diminuindo ainda mais o tempo para liberacdo de resultados a partir de
metodologias de sequenciamento que demandem ainda menos tempo e menos

investimento financeiro para o seu emprego.
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8. ANEXOS

7.1. Questionario aplicado:
y

NGS x Sanger

Caso tenha alguma duvida sobre o questionario, pode me contactar através do e-mail
luc.raf1997@gmail.com

Agradeco imensamente pelas respostas e pela ajuda nesse processo.

* Required

Qual a sua area de atuagao?

Em qual (quais) das plataformas de NGS vocé possui
experiéncia/conhecimento ? *

[ Ihumina
[] ton

[] 454
[] soLiD
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Com relacdo ao SBT (Sanger), como vocé classificaria a
dificuldade no processo de amplificacdo inicial? Considere 1
como BAIXA dificuldade e 5 como ALTA dificuldade. *

1 2 3 4 ]

O O O O O

Com relacdo a etapa de reacdes de sequenciamento na
metodologia de Sanger, qual seria o nivel de dificuldade?
Considere 1 como BAIXA dificuldade e 5 como ALTA dificuldade.

*

1 2 3 4 5

O O O O O

Com relacdo ao sequenciador utilizado nos ensaios de Sanger,
como voce classificaria a dificuldade de manuseio do
equipamento? Considere 1 como BAIXA dificuldade e 5 como
ALTA dificuldade. *

1 2 3 4 3

O O O O O



Com relagd@o ao NGS, como vocé classificaria a dificuldade no
processo de amplificacdo inicial? Considere 1 como BAIXA
dificuldade e 5 como ALTA dificuldade. *

1 2 3 4 3

O O O O O

Como voce classificaria a dificuldade no processo de preparo
da biblioteca na metodologia de NGS? Considere 1 como BAIXA
dificuldade e 5 como ALTA dificuldade. *

1 2 3 4 3

O O O O O

Com relagdo ao sequenciador utilizado nos ensaios de NGS,
como vocé classificaria a dificuldade de manuseio do
equipamento? Considere 1 como BAIXA dificuldade e 5 como
ALTA dificuldade. *

1 2 3 4 2

O O O O O
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Quanto vocé caracteriza a economia na utilizacao de insumos
utilizados nas técnicas de NGS quando comparado as técnicas
de Sanger? Considere 1 como BAIXA diferenca de econémica e
5 como uma ALTA diferenca econémica *

1 2 3 4 D

O O O O O

Quanto vocé caracteriza a economia de tempo utilizados nas
técnicas de NGS quando comparado as técnicas de Sanger?
Considere 1 como BAIXA economia de tempo e 5 como ALTA
diferenca na economia de tempo *

1 2 3 4 3

O O O O O

Como voceé classificaria a diferenca de resolucdo obtida pelo
NGS quando comparado ao Sanger? Considere 1 se as
diferencas de resolucdo NAO FOR SIGNIFICATIVA e 5 como
ALTAMENTE SIGNIFICATIVA. *

1 2 3 - 3

O O O O O
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Com relacdo a analise de dados obtidos a partir da metodologia
Sanger, qual seria o nivel de facilidade de analise? Considere 1
como BAIXA FACILIDADE de analise e 5 como GRANDE
FACILIDADE de andlise *

1 2 3 4 ]

O O O O O

Com relacd@o a analise de dados obtidos a partir da metodologia
NGS, qual seria o nivel de dificuldade de analise? Considere 1
como BAIXA FACILIDADE de analise e 5 como GRANDE
FACILIDADE de analise *

1 2 3 4 3

O O O O O

Como vocé classificaria a resolucdo de ambiguidades por NGS
quando comparado a metodologia de Sager ?Considere 1
quando NAO HAVER diferencas e 5 quando HOUVER grande
diferenca positiva *

1 2 3 4 D

O O O O O
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Em termos gerais, como vocé classificaria as melhorias do NGS
quando comparado ao Sanger? Considere 1 como POUCAS
melhorias e 5 como MUITAS melhorias *

1 2 3 4 3

O O O O O

SUBMIT
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