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ext Generation Sequencing (NGS), ou Sequenciamento de nova

Geragdo sdo o conjunto de técnicas de Biologia Molecular e

Bioinformdtica utilizadas para obter a sequéncia de écidos

nucleicos de uma amostra biolégica. A utilizagdo dessas
técnicas vém crescendo vertiginosamente desde a sua criagdo, quinze anos
atrds, e se expande por varias dreas da ciéncia como saude humana,
agricultura e conservagdo da biodiversidade. Neste artigo mostramos as
principais plataformas de NGS utilizadas atualmente e discutimos as
principais contribuigées da técnica, bem como as perspectivas do NGS para o
futuro.

Introdugao

O Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS — sigla em inglés para Next
Generation Sequencing ou na tradugdo “Sequenciamento de Préxima
Geragdo”) é o nome dado ao conjunto das mais modernas técnicas para a
identificagdo das sequéncias de dcidos nucleicos (DNA e RNA) das mais
variadas amostras bioldégicas, tais como plantas, animais e microrganismos
[1]. s&o técnicas que se sobrepuseram ao modelo de Sanger [2] apés o
Projeto Genoma Humano e que surgiram da necessidade de se produzir
sequenciamentos mais rapidos, econdmicos e de qualidade [3].

O primeiro sequenciador de nova geragdo, o 454, langado em 2005 (veja
abaixo mais informagées), ja era capaz de sequenciar com uma capacidade
50x maior que o principal sequenciador de Sanger disponivel na época e
causou um certo alvorogo na comunidade cientifica [3,4]. Num primeiro
momento as técnicas foram criticadas principalmente por produzirem
sequéncias pequenas, entre 50 e 300 pares de bases, enquanto o método de
Sanger produzia fragmentos na casa dos 750 pb [3], mas o tempo mostrou
que a técnica tinha muito potencial a entregar. J& nos primeiros trabalhos se
sobressairam caracteristicas como o grande nimero de sequéncias
produzidas, a quantidade de reagdes que podiam ser paralelizadas e a
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possibilidade de detecgdo direta das sequéncias, sem o auxilio de um gel de

eletroforese [5].

Hoje, as técnicas disponiveis permitem o sequenciamento cada vez mais
répido e barato, como mostra uma estimativa do NIH, o Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos (Figura 1). No comego do século XXI, o custo para
sequenciar 1 milhdo de pares de bases era de US $10 mi, enquanto nos dias de
hoje, apenas 20 anos depois, estd na casa de 1 centavo de délar. E uma
queda abrupta que permitiu a popularizagdo da técnica e sua disseminagdo

pelo mundo [6].

Com as constantes melhorias nas plataformas de sequenciamento, a
bioinformdatica evoluiu em conjunto. A capacidade computacional disponivel
em 2005 era similar a dos celulares mais bdsicos hoje em dia e as cadeias
computacionais envolvidas dentro do processo de sequenciamento
precisaram e precisam constantemente se adaptar ds novas ferramentas e
facilidades desenvolvidas [7]. Neste artigo, mostraremos as principais
plataformas de sequenciamento de nova geragdo existentes, o impacto que
elas tiveram para a evolugéo do conhecimento e as perspectivas para o uso
das tecnologias NGS.
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Figura 1. Custo para sequenciamento de um milhdo de bases de DNA ao longo do tempo.
Fonte: https://www.genome.gov/.

Principais Plataformas de
Sequenciamento

Pirosequenciamento 454

Apbs o sucesso na utilizagdo do sequenciamento automatizado usando o
método Sanger pela plataforma ABI (Applied Biosciences), novas formas de
sequenciamento classificados como segunda, terceira geracgéo e quarta
geracgdo, foram desenvolvidos e aperfeicoados ao longo dos anos. O primeiro
método de sequenciamento de segunda geragdo langado foi o
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pirosequenciamento, langado pela plataforma 454 Life Sciences. Esse
método, diferente de Sanger que utilizava a tecnologia com nucleotideos
marcados (dideoxinucleotideos), utiliza a detecgdo de pirofosfato, um
subproduto da incorporagdo de nucleotideos, que ao serem incorporados no
produto da reacéo (DNA de interesse), emitem uma luz que ao ser detectada
permite que o fragmento sequenciado seja identificado [8], como
demonstrado na figura 2.
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Figura 2. (a) O primeiro passo do pirosequenciamento é a fragmentacdo do DNA de
interesse através do método shotgun (fragmentacdo do DNA em pequenos pedagos),
posteriormente adicionando os chamados adaptadores (b), que se ligam as extremidades
5’ e 3’ dos fragmentos, e auxiliam o DNA fragmentado a se ligar nas beads magnéticas
(esferas de metal com pequenas sequéncias de DNA complementares) (c). Essas beads
serdo “capturadas” uma a uma por goticulas de déleo, para realizar o préximo passo do
pirosequenciamento, que é o PCR em emulséo (d). O PCR em emulsdo vai gerar micelas
através da solugdo oleosa que essa técnica utiliza, gerando “microrreatores” para producdo
de novos fragmentos, e assim, ter fragmentos o suficiente para iniciar o processo de
sequenciamento. As microesferas sdo capturadas individualmente nos pogos do suporte de
sequenciamento e, em seguida, sdo adicionados os reagentes para a reacdo de
pirosequenciamento. A medida que o sinal de luz é emitido, é identificada a base que é
incorporada em cada pogo do sequenciamento (e). Fonte: adaptado de [9].

Essa tecnologia foi muito utilizada para sequenciamento de genomas de
novo, que s@o genomas ainda néo caracterizados. Essa técnica entrou em
desuso préximo ao ano de 2013, com o surgimento das posteriores
tecnologias de sequenciamentos.

Ion Torrent

O Jon torrent € uma plataforma de sequenciamento considerado uma
transi¢do entre a segunda e a terceira geragdo de sequenciadores, que foi
langada no mercado no més de fevereiro de 2010. Diferente do método
utilizado no Sanger e lllumina (falaremos no proéximo tépico), que utilizam
nucleotideos marcados com fluorocromos para detecgdo da fita sintetizada
no sequenciamento, a tecnologia /on utiliza a diferenga de pH, sendo um
método conhecido como pHmetro que sequencia DNA [10].

O método consiste basicamente em “capturar” o DNA alvo em micropogos,
fragmentar o DNA de interesse, ligar aos adaptadores e amplificar os
fragmentos por PCR em emulsdo. Os fragmentos resultantes sdo colocados
em um chip com micropogos e os nucleotideos sdo adicionados um a um por
uma DNA polimerase. Quando o nucleotideo & incorporado, uma molécula de
H+ é liberada, alterando o pH da solugdo. Uma espécie de “sensor de fons” &
utilizado para detectar essa mudancga na diferenca de pH (figura 3). A



intensidade da voltagem detectada pelo sensor & de acordo com a
quantidade de nucleotideos incorporados, ou seja, quanto mais nucleotideos
foram adicionados em sequéncia, maior serd a diferenga de pH. No caso de
nenhum nucleotideo ser adicionado, nGo haverd emissdo de sinal no detector
[10]. A vantagem dessa técnica estd no ndo uso de nucleotideos marcados,
diferente das técnicas de Sanger e lllumina. Com isso, diminui o ruido de
fluorescéncia que pode ser detectado no sistema. Contudo, esse método
pode apresentar erros na inser¢do ou deleg¢do de nucleotideos em regides de
sequéncias repetitivas, podendo causar uma saturagdo no detector de pH do
aparelho.

DNA
Plataforma Ion Torrent Alteracio

Beads Magnética de
pH

DpNa DNApolimerase oo ﬁ

Liberacio de H+

Figura 3. Imagem ilustrativa sobre o principio da tecnologia utilizada nos sequenciadores
da plataforma Ion Torrent. A liberagdo de uma molécula de H* durante a adigdo dos
nucleotideos altera o pH da solucdo, o que é detectado pelo sensor de ions do aparelho.

Illumina

A lllumina surgiu apbs aquisigéio da empresa Solexa, empresa criadora do
método de amplificagdo em ponte (bridge amplification), método utilizado
até os dias de hoje nos sequenciadores /llumina. Desde entdo, a /llumina vem
crescendo no mercado e hoje é a maior plataforma de sequenciamento do
mundo. E ndo é por acaso que a /llumina cresceu tanto. Isso estd ligado a
qualidade de sequenciamento e também nos diferentes kits e metodologias
dispostas, facilitando assim o método para diferentes dreas de interesse
como: diagnéstico molecular, oncologia, genética microbiana, genémica
agrdria e forense. Existem opgdes para sequenciar fragmentos menores de
DNA até um genoma completo. Para sequenciamento de RNA, essa
plataforma utiliza uma técnica baseada em cDNA (DNA complementar)
através de um ensaio de transcricéo reversa (converséo de moléculas de
RNA para moléculas de DNA através de uma enzima transcriptase reversa), e
assim, sequenciar o RNA total de uma amostra, o mRNA (RNA mensageiro),
pequenos RNAs ou até mesmo genes especificos [9].

A metodologia utiliza o sequenciamento por sintese: utilizagéo de uma DNA
polimerase com nucleotideos marcados com fluorocromos, os chamados
dideoxinucleotideos. O método consiste na fragmentagdo do DNA para a
elaboragdo da biblioteca de DNA em tamanhos compativeis com os que a
plataforma exige. Apods isso, sdo adicionados os adaptadores nos fragmentos,
que se ligam nas extremidades dos fragmentos e ao suporte utilizado no



sequenciamento //lumina chamado flow cell. Os adaptadores ligam-se a
sequéncias complementares no flow cell em formato de ferradura “N”,
amplificando os fragmentos através de pontes de amplificagéo
(amplificagéo por ponte, figura 4). Apés a formagéo dos chamados “clusters”,
a DNA polimerase utiliza os adaptadores como primer, se liga e estende
adicionando nucleotideos marcados, que emitem uma fluorescéncia e o
equipamento reconhece o nucleotideo, e assim, vai se formando a sequéncia
do fragmento que estd sendo sequenciado [9,11].

Plataforma Illumina
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Figura 4. Amplificagdo em ponte, método utilizado nos equipamentos da tecnologia
Illumina de sequenciamento. Fonte: adaptado de [12].

PacBio

Langado no ano de 2009 pela Pacific Biosciences, PacBio é considerado como
parte da terceira geragdo de sequenciadores de DNA. Conhecido por um
processo de sigla SMRT (Single-Molecule Real Time), PacBio revolucionou o
método de sequenciamento pelo modo de operagdo em tempo real
(observagéo em tempo real dos nucleotideos adicionados no fragmento
presente no sequenciamento), método que até entdo nenhum tipo de
sequenciador era capaz de realizar. O PacBio se baseia em enzimas DNA
polimerase intrinsecas, fixadas em um suporte e que catalisam a reagéo com
a adi¢dio de nucleotideos complementares & fita molde (figura 5).
Juntamente com a DNA polimerase fixada ao suporte, também hd um
detector ZMW (Zero-Mode Waveguide Detector). Nesse processo, ocorre a
utilizagdo de fluorescéncia para detecgéo dos nucleotideos que estéo sendo
adicionados no momento da reacdo. A medida que a enzima DNA polimerase
adiciona nucleotideos complementares a fita Gnica do DNA molde, esses
nucleotideos liberam uma fluorescéncia que é detectado pelo detector ZMW,
que estd também fixado ao suporte de vidro do sequenciador. Nesse
processo, & utilizada uma DNA polimerase modificada que tem alta afinidade
por nucleotideos fosfoligados. Esses nucleotideos também sdo modificados
pois possuem seis grupos fosfatos, na qual um deles é ligado ao fluoréforo
[9,12].
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Figura 5. Figura demonstrando o principio da tecnologia PacBio de sequenciamento.
Podemos observar as polimerases fixadas em um suporte fisico recebendo o DNA molde
adicionando o trecho complementar com os nucleotideos fosfoligados. Fonte: adaptado de
[12].

Nanopore

Seguindo na linha de inovagdo dos processos de sequenciamento tanto para
otimizar o tempo de processamento e uma maior quantidade de dados,
Oxford Nanopore Technologies langou em 2012 a tecnologia Nanopore,
pertencente a terceira gerac¢do de sequenciadores. Diferente de outros
métodos anteriormente langados, este ndo utiliza diferenga de pH para
detecgdo de nucleotideos, téo pouco uso de nucleotideos marcados ou
métodos de amplificagdo em ponte. O método Nanopore, apesar de mais
simples, € um poderoso método de pequena e larga escala. A Oxford
Nanopore langou dois tipos de sequenciadores para revolucionar a arte do
sequenciamento. O Min/ON é um dispositivo portdtil, do tamanho de um pen-
drive, mas extremamente poderoso quando o assunto & sequenciamento de
genomas. Ele & capaz de sequenciar até 1Gb de DNA. J& o segundo
sequenciador que foi langado, o GridION, que possui tamanho mais

avantajado, é voltado para o sequenciamento de genes em larga escala [13].

A tecnologia Nanopore se baseia no cdlculo da diferenga de potencial e a
corrente idnica que cada nucleotideo emite ao passar pelo poro da enzima. O
poro biolégico usado é de uma a-hemolisina modificada, contendo uma
ciclodextrina localizada na regido barril da a-hemolisina, que “prende” os
nucleotideos no poro por pelo menos 10 ms (milissegundos), para que haja
tempo habil para a detecgdo dos nucleotideos (figura 6 g, b). Todo esse
processo ocorre sob supervisdo de uma DNA polimerase, que controla a
velocidade da reacéo, que pode ser modificada & medida que é alterada a
corrente elétrica aplicada no sistema (figura 6a) [14,15].
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Figura 6. Imagem ilustrando a tecnologia Nanopore de sequenciamento. Observamos a
enzima a-hemolisina com a “supervisdo” de uma DNA polimerase que auxilia no controle
da velocidade da reagdo. Notem que o DNA que esta sendo sequenciado passa por dentro
do poro da enzima, e a velocidade com que os nucleotideos passam por esse poro é
medida pelo aparelho, e assim, é identificado qual nucleotideo foi incorporado. Fonte:
adaptado de [15].

Contribuicoes do NGS

O output dos sequenciadores de nova geragdo consiste primariamente em
um arquivo de extenséo .fastq ou .fast5 .Esse arquivo contém as
sequéncias identificadas pela maquina e informagdes sobre elas, como a
qualidade da identificagdo de cada base. Entretanto, esse arquivo sozinho diz
muito pouco sobre as amostras sequenciadas, pois precisa ser processado
adequadamente para que demonstre informagdes de forma grafica e
passivel de interpretagdo. Dessa forma, um dos primeiros grandes feitos do
NGS foi promover o avango dos programas e scripts utilizados para processar
esses dados gerados. Iniciativas como o Scaffold Builder para montagens de
genomas [16], dada2 para a andlise de amplicons microbianos [17] e o Canu
para trabalho com reads longos e curtos ao mesmo tempo (como no caso
da utilizag@o de duas plataformas de sequenciamento diferentes para a
mesma amostra) [18] sdo exemplos de tecnologias que foram desenvolvidas
para resolver problemas que ndo existiom antes do advento do NGS e
melhorar o processamento de dados.

A combinag¢do de melhores plataformas e ferramentas computacionais mais
potentes permitiu grandes avangos no estudo dos mais diversos temas.
Estudos focados tanto em fechamento de genomas, sequenciamento e
anotagdo de transcriptomas, metilagées, amplicons e muitas outras
abordagens puderam ser feitos de maneira mais rdpida e pratica numa
escala até entdo impraticével. O nUmero de artigos que mencionam o termo
“NGS” em algum ponto do seu titulo ou do seu resumo passou dos 3.300



artigos em 2020, o que demonstra um crescimento exponencial desde 2005.

Isso mostra o quanto a técnica tem se popularizado e ganhado forga.

Um dos avangos mais significativos proporcionados pelo NGS tem sido na
luta contra os cdéinceres. Diversas patologias e padrées genéticos tém sido
encontrados como genes associados a diversos tipos de tumores, fatores
hereditdarios e aberragées cromossémicas [19]. Um 6timo exemplo de
repercusséo mundial foi o caso da atriz Angelina Jolie, que descobriu a
presenca de mutagdes no seu gene BRCAI, uma condigdo fortemente ligada
ao cancer de mama [20]. Ainda que a associagéo desse gene com o tumor
seja anterior ao NGS [21,22], somente com as novas técnicas de
sequenciamento & que se tornou acessivel se sequenciar um genoma
humano de maneira comercial a fim de identificar possiveis mutagées
ligadas ndo sé a cadncer, mas também a diversos outros problemas de sadde.

Outra drea que tem se beneficiado muito do NGS & a microbiologia. O estudo
de microbiomas, o conjunto dos microrganismos de um determinado
ambiente, avangou largamente devido & facilidade de se acessar o conteGdo
microbiano. Também ajuda nisso o fato de o NGS ser completamente
independente do cultivo, permitindo a identificagdo de microrganismos néo
cultivaveis, que representam mais de 90% da diversidade microbiana
conhecida [23]. O conhecimento hoje ja relaciona a microbiota com doencas
e comorbidades humanas como Alzheimer [24], parto prematuro [25,26] e
autismo [27], tratando o ser humano ndo mais como um organismo, mas
como um “superorganismo” composto de células humanas e microbianas
[28]. O mesmo também é valido para relagées dos microrganismos com

plantas [29] e com animais [30].

A montagem e anotagdo de genomas também foi extremamente
beneficiada pelo NGS. O processo de sequenciamento era extremamente
lento pelo método de Sanger, tendo o rascunho do genoma humano
demorado mais de dez anos para ser finalizado [31,32]. Hoje, com o NGS e as
novas e modernas técnicas computacionais, algumas empresas oferecem o
servigo de sequenciamento completo em uma semana [33]. O reflexo disso
se d& no aumento massivo na quantidade de genomas completos
depositados em bancos de dados publicos, como o Genbank, do NCBI, que
conta com mais de 25 mil genomas sequenciados, a grande maioria
depositados com o auxilio do NGS. O mesmo acontece com os
transcriptomas, o conjunto de RNAs transcritos por um organismo. Além disso,
o sequenciamento NGS permitiu o avango no conhecimento sobre os genes
expressos em determinadas condigdes por diferentes espécies através do

sequenciamento do cDNA [34].

O conhecimento adquirido pelo sequenciamento em massa de genomas e
transcriptomas traz grandes beneficios no longo prazo, principalmente
quando associado a estudos de filogenia. Estudos nesse sentido nos
permitem entender a evolugdo molecular das espécies e como elas se
relacionam tanto entre si quanto com a histéria da humanidade [35].
Também é possivel prospectar genes de interesse, como proteinas de



resisténcia ao frio para possivel insergdo em culturas agricolas [36,37], bem
como rastrear organismos de acordo com sua origem. Este Gltimo exemplo
inclui estudos recentes sobre rastreabilidade genética de drogas ilicitas
[38,39] e também da identificagéo e rastreio das novas variantes do SARS-
CoV-2, o coronavirus responsdvel pela pandemia global de COVID-19 [40,41].

Conclusoes e Perspectivas

O sequenciamento de nova geragdo € uma ferramenta de grande poder e
que permitiu e tem permitido enormes avangos no conhecimento. O
barateamento e a facilidade de uso das diferentes plataformas tendem a
ampliar cada vez mais seu uso e as suas aplicagdes. Novas plataformas que
permitem o sequenciamento fora do laboratério (como no caso do MinION)
ainda podem levar o NGS a lugares inéspitos e ainda inexplorados, provendo
as ferramentas necessdrias para conhecer toda uma biodiversidade até
entdo desconhecida [42].

Os avangos esperados em salde humana também sdo grandes. Num
contexto em que o termo farmacogenémica ganha cada vez mais destaque,
o NGS se destaca como uma ferramenta essencial para mapear as
individualidades genéticas dos individuos e a melhora nos tratamentos
personalizados [43]. Da mesma forma, uma melhor gestéo de epidemias e
pandemias pode ser obtida por meio do uso de ferramentas de
sequenciamento rdpido, que permitem o mapeamento de novas variantes e
da disseminagdo das doengas quase que em tempo real. Muito disso vem
sendo mostrado na pandemia da COVID-19, mas também se mostrou
eficiente em epidemias anteriores como SARS, MERS e ebola [44,45].

Além de tudo, o NGS pode estar mudando a forma como comemos. As
revolugdes na agricultura e na pecudria passam muito pelo quanto os
avangos da biologia molecular (e inclua-se aqui largamente o NGS) das
Gltimas décadas. Alimentos transgénicos hoje sdo uma realidade palpdvel e
o uso dessas técnicas em animais de produgdo também comega a gerar
frutos [30,46].

Tudo & nossa volta parece estar ligado ao NGS, e de certa forma estd. Se
considerarmos que tudo que é vivo apresenta material genético, tudo pode
ser sequenciado e gerar conhecimento. Ndo sabemos ao certo para onde
esse conhecimento convergird, mas as perspectivas s@o de que cada vez
mais as letras A, T, C e G passem a dizer muito mais sobre o mundo & nossa

volta do que os nossos olhos sdo capazes de enxergar.
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