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Sumário 

Desde a descoberta da molécula de DNA, como código universal de toda a vida biológica 

na Terra, a ciência procurou maneiras de sequenciar ou ler a informação genética para 

desvendar os muitos mistérios relacionados com a nossa origem. Esta procura de 

respostas permitiu desenvolver novas formas tecnológicas que tornaram possível a 

sequenciação da informação genética. Tais métodos revolucionaram os vários campos 

científicos, e ainda mantêm muitas promessas.  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) e Next-generation Sequencing (NGS) são as 

tecnologias mais utilizadas hoje em dia, e mostraram ser os pilares essenciais da prática 

clínica. O seu contínuo desenvolvimento e inovação reduziram significativamente o custo 

da sequenciação do DNA e, como tal, estão a tornar-se cada vez mais proeminentes nos 

cuidados de saúde, ao estabelecer uma nova ordem de como praticamos medicina e de 

como as indústrias farmacêuticas podem utilizar o seu potencial no desenvolvimento de 

medicamentos de forma a maximizar os seus lucros, maximizando simultaneamente o 

potencial terapêutico dos fármacos e minimizando as reações adversas que, de acordo 

com a administração dos alimentos e das drogas (FDA), são a principal causa de morte 

relacionada com fármacos.  

Os esforços têm sido crescentes para incluir a farmacogenómica nos ensaios clínicos do 

desenvolvimento de fármacos, especialmente nas fases 2 e 3, onde as taxas de sucesso 

são muito baixas, tendo um impacto económico nas empresas farmacêuticas. A FDA e a 

agência europeia do medicamento (EMA) incentivam a sua integração nos programas de 

desenvolvimento clínico, incluindo o uso de biomarcadores que podem ter peso nas 

decisões clínicas, abrindo assim portas para a integração da medicina personalizada. 

É crucial compreender como cada técnica funciona e pretende-se esclarecer o leitor sobre 

as vantagens e limitações associadas a essas tecnologias, fornecendo um breve vislumbre 

de algumas barreiras atuais que limitam o pleno potencial da farmacogenómica. 

Palavras-chave:  PCR, NGS, farmacognética, farmacogenómica, SNPs, CYP450  



 

 

 

 

Abstract 

Since the discovery of the DNA molecule as the universal code of all biological life on 

Earth, science has searched for ways to sequence or read that genetic information to unveil 

the many mysteries related to its origin. This search for answers allowed the development 

of new techniques that made sequencing genetic information possible. Such methods 

revolutionized many scientific fields, and still hold many promises.  

The polymerase chain reaction (PCR) and Next-generation sequencing (NGS) are the 

most used technologies today and have proven to be essential pillars in clinical practice. 

Their continuous development and innovation have reduced significantly the cost of  

DNA sequencing and as such, they are becoming more prominent in healthcare by 

establishing a new order of how we perform medicine, and how pharmaceutical industries 

may use their potential in drug development to maximize their profits while at the same 

time maximizing the usefulness of drugs and minimizing adverse reactions which, 

according to the food and drugs administration (FDA), are the major cause of drug related 

deaths.  

To this aim, there have been growing efforts to include pharmacogenomics in clinical 

trials for drug development, especially in Phase 2 and 3 where the success rates are very 

low, impacting drug companies economically. FDA and european medicines agency 

(EMA) encourage its integration in clinical development programs, including the use of 

biomarkers that may weight in clinical decisions thus opening doors for the integration of 

personalized medicine.  

However, it is crucial to understand how each technique works and enlighten the reader 

about the advantages and limitations associated with these technologies and give a brief 

glimpse of some current barriers that limit the full potential of pharmacogenomics.   

  

Keywords: PCR, NGS, pharmacogenetics, pharmacogenomics, SNPs, CYP450 
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1. Introdução 

1.1. Farmacogenómica e farmacogenética: uma medicina personalizada 

O estudo do genoma humano, nomeadamente a sua completa sequenciação e 

caracterização de genes expressos nos humanos, criou novas oportunidades no 

desenvolvimento de novos fármacos pela indústria farmacêutica (Grenet, 2001). A 

intensa procura de novas técnicas de sequenciação e de novas tecnologias capazes de 

fornecer informações de um modo preciso e rápido (Moreno, 2013), tornaram-se numa 

das principais prioridades das indústrias farmacêuticas para o desenvolvimento de novos 

fármacos. O conhecimento de todos os genes humanos e as suas respetivas funções pode 

dar origem a um vasto leque de medidas preventivas eficazes contra várias doenças, 

nomeadamente de carácter genético e mudar o curso das estratégias utilizadas na 

investigação de novos fármacos, assim como os seus processos de desenvolvimento 

(Grahame-Smith, 1999). 

Os avanços recentes na investigação genómica possibilitaram uma melhor compreensão 

da importância das técnicas da genética molecular durante as diferentes fases do 

desenvolvimento do fármaco, dando origem a um novo campo de investigação, a 

farmacogenómica (Gupta and Jhawat, 2016). Este termo foi recentemente introduzido na 

área científica e advém do termo farmacogenética. Alguns cientistas defendem que a 

farmacogenética teve origem nos anos 90, a partir do Projeto do Genoma Humano 

(Human Genome Project), enquanto que outros recordam que já Pitágoras, por volta do 

ano 510 A.C, reconhecia “os perigos de alguns, mas não outros, indivíduos que comem 

feijão fava” (Meletis and Konstantopoulos, 2004), associado a uma reação adversa a qual 

se sabe hoje que se deve à anemia hemolítica nos indivíduos que apresentam deficiências 

na enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (Munir Pirmohamed, 2001).  

Atualmente, estas duas áreas científicas (farmacogenética e farmacogenómica) estão 

inter-relacionadas e possuem objetivos idênticos. Ambas estudam a contribuição dos 

fatores genéticos na variabilidade interindividual da eficácia e segurança terapêutica. 

Enquanto que o termo farmacogenética é amplamente utilizado em relação aos genes, que 
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determinam o metabolismo do fármaco, a farmacogenómica engloba todos os genes do 

genoma que podem determinar a resposta farmacológica numa doença (Scott, 2011). 

Sabe-se hoje em dia que cada ser humano é geneticamente distinto e, por esse motivo, 

responde de maneira diferente aos fatores causadores da doença assim como aos fármacos 

usados para o tratamento de doenças. Tais variações ou polimorfismos genéticos são 

estudados na farmacogenética, visando compreender qual o papel que a composição 

genética de um indivíduo desempenha na sua resposta medicamentosa, bem como os 

efeitos secundários suscetíveis de ocorrer, melhorando a nossa capacidade de identificar 

as causas genéticas das doenças e das respostas a medicamentos e procurar novos alvos 

farmacológicos (Ma and Lu, 2011).   

Embora exista um número vasto de diferentes tipos de marcadores polimórficos, hoje em 

dia o maior interesse científico recai sobre os single nucleotide polymorphisms (SNPs) e 

no seu potencial para a determinação do perfil da resposta individual farmacológica.  

Os SNPs (explicados com maior detalhe no capítulo 2) são pequenas variações genéticas 

com uma frequência de 1 em 1000 pares de base (bp) e ocorrem normalmente ao longo 

do DNA de um indivíduo. Cada SNP representa uma diferença única em apenas um 

nucleótido. Por exemplo, um SNP pode substituir o nucleótido citosina pelo nucleótido 

timina num local do DNA. Estes podem ser utilizados como marcadores biológicos, 

auxiliando assim na localização de genes associados a certas doenças, como o cancro, 

diabetes, entre outras (Wolf et al., 2000). Quando estas variações genéticas ocorrem 

dentro de um gene ou numa região reguladora perto de um gene, os SNPs podem estar 

associados diretamente à doença ao afetar a função do gene. Nem todos os SNPs têm 

efeito na saúde ou na fase de desenvolvimento no humano, contudo estes SNPs poderão 

ser extremamente importantes no estudo da saúde humana, uma vez que podem auxiliar 

a prever uma resposta individual farmacológica, a suscetibilidade a fatores ambientais, 

como toxinas, e o risco de desenvolvimento de certas doenças (Komar, 2009). 

A busca de um tratamento individualizado é considerada como o Santo Graal da prática 

médica. As reações adversas dos fármacos devido, em parte, à variação genética 

individual, são os principais problemas clínicos de maior relevo. Na prática, inúmeros 

pacientes recebem a mesma dosagem de um certo fármaco, sendo este eficaz na grande 
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maioria dos doentes, de pouca ou nenhuma consequência para outro conjunto de doentes, 

e tóxico, até mesmo fatal, num grupo mais restrito (Kalow, 2006).  

A farmacogenómica não só traz benefícios para o modo como se executa a medicina, mas 

também para a indústria farmacológica. Atualmente, os fármacos que estão em 

desenvolvimento têm uma aprovação para o mercado muito baixa. De acordo com um 

estudo conduzido pela BIO e BioMedTracker, verificou-se que a taxa de sucesso dos 

fármacos na transição da fase I foi de 63,2% enquanto que a taxa de sucesso na transição 

da fase II foi de 30,7%, sendo esta a fase com a taxa de sucesso mais baixa quando 

comparada com as quatro fases. É nesta etapa que a indústria farmacêutica decide se 

deseja investir em estudos morosos e dispendiosos de fase III, ou optar por terminar o 

processo de investigação caso não haja viabilidade comercial, ou outros fatores (David 

W. Thomas, 2016). A farmacogenómica intervém na análise dos fármacos, no 

desenvolvimento clínico e no mercado e aplica uma abordagem sistemática da genómica 

para acelerar a descoberta de marcadores de resposta ao fármaco. Para além disso, a 

sinergia da farmacogenética e farmacogenómica nos ensaios clínicos permitirá que a 

doença possa ser tratada de acordo com o perfil genético de cada indivíduo em termos de 

segurança, eficácia, farmacocinética e farmacodinâmica (Burt and Dhillon, 2013). 

2. Single nucleotide polymorphisms – A sua importância clínica 

Os SNPs são a forma mais simples de variação de DNA entre os indivíduos. Estas 

alterações simples podem ser transições ou transversões, ocorrendo ao longo do genoma 

numa frequência de 1 em cada 1000 bp (Shastry, 2009). 

Estes polimorfismos genéticos são transmitidos de geração em geração e  particularmente 

responsáveis pela diversidade genética da população humana, afetando a evolução do 

genoma humano, as respostas farmacológicas de cada indivíduo a um determinado 

fármaco, e podem sobretudo ditar a suscetibilidade de um individuo para uma 

determinada doença, como por exemplo diabetes, obesidade, hipertensão e transtornos 

psiquiátricos (Shastry, 2009). 
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A maior parte destes SNPs ocorrem em zonas do genoma que não codificam proteínas, 

sendo considerados estáveis e sem efeitos deletérios para os organismos. Como já foi dito 

no capítulo 1, o grande interesse científico destes SNPs recai na possibilidade de usá-los 

como marcadores biológicos na identificação de doenças (Shastry, 2009) com a promessa 

de simplificar bastante o diagnóstico dos doentes e desencadear explicações acerca das 

características funcionais das mutações.  

A distribuição genómica dos SNPs não é, contudo, homogénea, e ocorre com maior 

frequência nas regiões não codificantes do que nas regiões codificantes (Guo and 

Jamison, 2005; Varela and Amos, 2010). Quando os SNPs ocorrem em regiões 

codificantes, podem ser sinónimos ou não sinónimos (Hunt et al., 2009).  Os SNPs 

sinónimos não causam alteração no aminoácido, designados em geral como SNPs 

silenciosos sob o argumento de que a sua presença é inócua para o gene e para o seu 

produto correspondente. No entanto, alguns estudos demonstraram que estes 

polimorfismos sinónimos podem afetar o splicing do RNA, a estabilidade e estrutura das 

proteínas. De acordo com um estudo publicado (Kimchi-Sarfaty et al., 2007), os 

indivíduos que expressam SNPs silenciosos no gene MDR1 codificante da glicoproteína 

P revelaram uma farmacocinética alterada da glicoproteína P, mostrando que o termo 

silencioso deve ser geralmente evitado para este tipo de SNPs. 

Por sua vez, os SNPs não sinónimos produzem alterações nos aminoácidos que podem 

provocar o aparecimento de doenças, e consequentemente podem estar sujeitos à seleção 

natural. Estes polimorfismos podem provocar variações nas proteínas que contribuem 

para o polimorfismo genético, podendo influenciar a atividade do promotor (expressão 

genética), a conformação do RNA mensageiro (mRNA), a localização subcelular de 

mRNAs e/ou proteínas que podem produzir doenças (Shastry, 2009). 

2.1. Tipos de SNPs 

Os polimorfismos genéticos podem subdividir-se em 4 grupos: Random SNPs (rSNPs), 

SNPs associados aos genes (gSNPs), coding SNPs (cSNPs) e SNPs relevantes para o 

fenótipo (pSNPs). Os rSNPs constituem apenas 10% do nosso genoma. Estes SNPs são 
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bastante improváveis de terem um efeito no nosso fenótipo ou constituição, e muitos 

destes SNPs são usados como marcadores de genes no genoma (Singh, 2015). 

Os gSNPs estão situados ao lado de genes, ou em regiões de um gene que não codificam 

proteínas nem fazem parte do template da proteína. O facto destes SNPs serem 

hereditários com estes genes, torna-os úteis na associação entre o gene e as suas variações 

nos fenótipos. O mapeamento dos gSNPs pode ser funcionalmente relevante se 

influenciarem elementos importantes de controlo de genes, aumentando ou diminuindo a 

transcrição do gene (Singh, 2015). 

Relativamente aos cSNPs, situam-se nos exões (regiões codificadoras de proteínas) de 

um gene podendo ter uma grande influência na função da proteína, se existir incorporação 

de um aminoácido alternativo (Singh, 2015). 

Por último, os pSNPs, tal como o próprio nome indica, estão associados ao fenótipo. 

Tanto os gSNPs como os cSNPs podem influenciar o fenótipo de um individuo – o gSNP 

na quantidade, e o cSNP na forma da proteína que codifica. Os pSNPs são o tipo de SNP 

mais importante do ponto de vista clínico, sendo considerados como as fundações do 

ramo da farmacogenética, no que diz respeito à sua influência da variação do gene na 

efetividade e tolerância dos fármacos (Singh, 2015).  

2.2. Efeitos clínicos dos SNPs 

Como foi explicado, os SNPs podem ter efeitos genéticos consoante a sua localização no 

genoma. Os efeitos destas variações genéticas também podem ser divididos em duas 

categorias que são relevantes na medicina, a influência da ação dos fármacos e o seu 

envolvimento no desenvolvimento e progressão das doenças (Komar, 2009). 

As variações quanto à ação dos fármacos, podem explicar o porquê destes terem melhores 

efeitos em certos indivíduos e de certos efeitos secundários se manifestarem apenas em 

alguns indivíduos. O conhecimento da posição e dos efeitos dos SNPs, podem ser 

considerados no desenvolvimento de formas mais precisas no tratamento de doentes. Já 

as variações que têm influência no desenvolvimento e progressão de doenças, intervêm 

na suscetibilidade a certas patologias (Komar, 2009). 
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É importante salientar que os SNPs não são mutações e o termo mutação sugere que há 

uma mudança no nucleótido que previne a proteína de exercer a sua função normal. Estes 

tipos de mutações são raras, ocorrendo em menos de 1% da população (Karki et al., 2015), 

e quando ocorrem são quase sempre severas, sendo por isso causadoras da doença. Em 

contraste com os SNPs, que são mais comuns, a sua presença apenas faz com que certos 

indivíduos tenham um maior risco de desenvolver doenças não sendo causadores da 

mesma. Estas podem ocorrer na presença de um certo ambiente, por combinações 

genéticas, fármacos e muitos outros fatores (Karki et al., 2015). 

 Nos tratamentos clínicos atuais, devido ao metabolismo, os fármacos não terão a eficácia 

esperada em muitos doentes, tendo muitas vezes reações adversas que podem ser fatais. 

O facto de não se conseguir prever a eficácia exata e o efeito adverso de um fármaco, 

dificultam o desenvolvimento da indústria farmacêutica (Chen and Wei, 2015). 

Numerosas pesquisas genómicas sobre o CYP450 (McGraw and Waller, 2012) apontam 

para a existência de SNPs no citocromo P450, que contribuem para a razão pela qual as 

pessoas têm diferentes reações medicamentosas e taxas de eficácia de fármacos 

superiores, ou inferiores (Preissner et al., 2013).   

Em suma, este conhecimento pode fornecer um ponto de partida para o desenvolvimento 

de novos e úteis, marcadores SNPs para testes médicos e uma medicação individualizada 

mais segura, assim como a compreensão da metabolização de fármacos para tratar os 

vários distúrbios que são mais comuns (Komar, 2009). 

3. Citocromo P450 

O citocromo P450 constituiu a superfamília de enzimas heme-tiolatos encontradas em 

quase todos os organismos do mundo procariota e eucariota e são responsáveis pelas 

várias reações químicas num grande número de substâncias (Lewis, 2005). Geralmente 

os organismos anaeróbios e alguns microaerófilos, como os parasitas Plasmodium ou 

Giardia, não apresentam genes CYP, mas nos organismos aeróbios o número de genes 

CYP varia desde 2 até 400 genes, encontrados por exemplo na Schizosaccharomyces 

Pombe e na batata (Nelson et al., 2013). 
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A família do citocromo P450 apresenta níveis elevados de complexidade e diversidade. 

A sua complexidade verifica-se quando uma pequena mudança num único aminoácido 

pode ser o suficiente para alterar a sua regiosseletividade na hidroxilação de duas enzimas 

intimamente relacionadas com o mesmo substrato (Schalk and Croteau, 2000).  

As sequências do P450 são tão diversas que não apresentam um resíduo universalmente 

conservado em toda a família, levantando questões sobre a origem da família de genes 

P450. Esta procura de respostas acerca da sua origem ofereceu um leque vasto de campos 

de investigação sobre mecanismos de diversificação da família de genes (Schalk and 

Croteau, 2000).  

3.1. Citocromo P450: uma perspetiva evolucionária  

Pensa-se que o primeiro gene P450 emergiu na evolução das primeiras formas de vida. 

Foram propostas várias hipóteses que incluem a sua função como redutase, sobretudo da 

reação óxido nítrico redutase em ambientes anaeróbicos antes de adquirirem a capacidade 

de se ligar ao dioxigénio (O2) (Deng et al., 2007). 

Durante o curso evolutivo, a família P450 sofreu algumas modificações para se poder 

adaptar às mudanças ambientais e modificações celulares que daí advieram (Jiang et al., 

2012). 

O aparecimento das células eucarióticas, há cerca de 2 mil milhões de anos, intensificou 

a quantidade de oxigénio na atmosfera terrestre e consequentemente o aparecimento do 

metabolismo aeróbico. O nível crescente de oxigénio ajudou a produção de energia numa 

maneira mais eficiente nos metabolismos aeróbicos, produzindo mais adenosina trifosfato 

por hexose de açúcar do que nos metabolismos anaeróbicos. Este passo importante 

permitiu a formação de novos metabolitos, como os esteroides, alcaloides e 

isoflavonoides (Jiang et al., 2012). 

O novo ambiente aeróbico despoletou também o desenvolvimento de sistemas protetivos 

que garantissem a sobrevivência das primeiras formas de vida. Embora o oxigénio seja 

essencial para muitos organismos, alguns dos seus produtos metabólicos são tóxicos 

(Lewis, 2005).  
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O O2 é uma molécula paramagnética, tendo na sua estrutura molecular dois eletrões com 

spins paralelos. Isso torna as reações com O2 difíceis, uma vez que o dador orgânico tem 

que sofrer uma inversão lenta de spins para que este possa doar os seus eletrões. Tal 

processo não acontece com o dioxigénio singuleto, sendo este uma forma de alta energia 

do oxigénio. Para contornar esta necessidade, o O2 é transformado em H2O ao produzir 

um anião radical superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxilo 

(OH-) (Cederbaum, 2015). Estes intermediários (radicais livres) são sérias ameaças para 

as células uma vez que estes compostos podem interagir diretamente com compostos 

orgânicos e interferir nas ligações duplas de carbono, danificando as membranas celulares 

através da reação de radicais livres com ácidos gordos.  Uma vez que estes produtos são 

tóxicos para as células, foi necessário desenvolver enzimas que possuíssem metais de 

transição para ajudarem a evitar a produção destes compostos intermediários (Thannickal, 

2009). 

Os CYPs desempenharam esta função protetora ao tornarem-se ativos nas reações de 

redução do oxigénio. Estes utilizavam assim o poder químico inerente da molécula O2 e 

controlavam a sua ativação por via de duas reduções consecutivas do H2O2 (Lewis, 2005).  

Para além do seu papel ativo nas reações de redução do oxigénio, o CYP cataboliza vários 

tipos de reações, incluindo a hidroxilação, oxidação, sulfonação, entre outras, de um 

elevado número de compostos endógenos e exógenos (Tomaszewski et al., 2008). 

No P450 humano, devido aos polimorfismos genéticos, existem defeitos genéticos nos 

P450s individuais que originaram mudanças significativas na capacidade de 

metabolização de certos substratos, onde se incluem os fármacos de uso clínico. Certos 

SNPs mostraram ter um impacto significativo na atividade dos CYPs. Deste modo, os 

CYPs potenciam a resposta interindividual, e a sua variabilidade genética deve ser tida 

em conta na medicina personalizada. Existe um interesse considerável no rastreio de 

novos compostos farmacológicos para que as reações adversas sejam evitadas, tendo 

como base o conhecimento dos genótipos dos diferentes pacientes e a sua eficácia seja 

maximizada (Zhou et al., 2009). 
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3.2.  Nomenclatura  

Devido à grande multiplicidade genética e à falta de sequências primárias entre os 

membros da superfamília do gene P450, um sistema de nomenclatura foi estabelecido 

para nomear e atribuir genes individuais em famílias e subfamílias com base na 

percentagem de identidade de sequências de aminoácidos. As enzimas que partilham uma 

identidade maior ou igual a 40% são atribuídas a uma família particular designada por 

um número, enquanto que aquelas que partilham mais ou menos 50% de identidade, 

constituem uma subfamília particular designada por uma letra (Nebert et al., 2013). 

O sistema da nomenclatura utiliza o símbolo CYP como abreviatura para o citocromo 

P450 e uma designação alfanumérica que é empregue para nomear as famílias P450, as 

subfamílias e proteínas individuais. Por exemplo, o CYP2D6 pertence à família 2, à 

subfamília 2D e ao polipéptido 6 (Gopisankar, 2017). 

O genoma humano contém 18 famílias CYP, divididas em 41 subfamílias codificadoras 

de proteínas, que por sua vez são codificadas por 57 genes (Sim and Ingelman-Sundberg, 

2010).  

As primeiras 3 famílias (CYP1-3) são responsáveis pelo metabolismo de substâncias 

exógenas, como fármacos, enquanto que as famílias CYP com maior número relacionam-

-se mais com substâncias endógenas (Sim and Ingelman-Sundberg, 2010). 

Dentro destas 3 famílias, salientam-se seis isoenzimas P450 diferentes - CYP1A2, 

CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4 – que estão relacionadas com a 

metabolização de fármacos (Lynch and Price, 2007). 

3.3.  Fatores que afetam a sua atividade e a sua função metabólica 

Os CYPs humanos são principalmente proteínas associadas às membranas, sendo estas 

expressas de uma forma ubíqua na maioria dos tecidos. Contudo, a distribuição da 

expressão tecidular de CYPs particulares varia, indicando que a eficiência do fármaco 

está dependente da expressão dos CYPs no tecido alvo e do próprio fármaco em si 

(Pelkonen and Raunio, 1997). 
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A maioria dos CYPs metaboliza mais de um fármaco e, de forma semelhante, um fármaco 

é frequentemente metabolizado por vários CYPs. Os fármacos também podem inibir ou 

induzir a atividade destes, ou por interação direta com a enzima ou na alteração da sua 

expressão. A caracterização destas interações é importante porque permite determinar 

combinações de fármacos utilizados na terapia que sejam compatíveis entre si e poderá 

permitir um melhor ajuste da concentração ótima do fármaco para cada paciente (Lin and 

Lu, 1998). 

A indução enzimática é um processo pelo qual a exposição a certos substratos (sejam eles 

fármacos, poluentes ambientais, dieta, etc.) resulta numa biotransformação acelerada com 

uma redução correspondente do fármaco não metabolizado. Muitos dos fármacos podem 

exibir um decréscimo na sua eficácia devido ao metabolismo rápido, mas fármacos com 

metabolitos ativos podem exibir um aumento do efeito do fármaco e/ou toxicidade devido 

à indução enzimática (Sweeney and Bromilow, 2006). 

A inibição enzimática também afeta a biotransformação de um fármaco. Este processo 

ocorre quando dois fármacos, que partilham o metabolismo através da mesma isoenzima, 

competem pelo mesmo recetor. O inibidor mais potente predominará, resultando num 

decréscimo no metabolismo do fármaco competidor. Para muitos fármacos, pode levar a 

um incremento de níveis da entidade não metabolizada e consequentemente a um maior 

potencial de toxicidade. Para fármacos em que a sua atividade farmacológica está 

dependente da biotransformação de um pró-fármaco, a inibição pode levar a um 

decréscimo da sua eficácia (Sweeney and Bromilow, 2006). 

A inibição e a indução enzimática têm também ligações genéticas para além dos fatores 

exógenos que alteram a função dos CYPs. Muitos doentes têm uma variação num gene 

que afeta a função das enzimas metabolizadoras de fármacos. A função alterada da 

enzima pode mudar a taxa de metabolismo do fármaco (Pinto and Dolan, 2011). 

Os doentes com variantes genéticas são mais suscetíveis de experimentar toxidade de 

fármacos ou falta de eficácia. A maioria das variantes causam uma perda da função 

enzimática e aqueles que apresentem estas variantes são metabolizadores pobres ou 

intermediários. Por outro lado, alguns indivíduos apresentam variantes que aumentam a 
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função enzimática. Esses denominam-se de metabolizadores ultra-rápidos (Bertilsson et 

al., 2002).  

Uma vez que os genes autossómicos existem nas células aos pares, um originário de um 

parente diferente, um doente pode apresentar dois genes normais (sem variantes), uma 

variante, ou duas variantes. Os que não possuem variantes têm enzimas normais do 

citocromo P450, mas aqueles com uma ou duas variantes podem metabolizar mais ou 

menos do que as enzimas normais. Isso afeta o modo como o corpo metaboliza os 

fármacos e, por sua vez, afeta os níveis de um medicamento no sangue. Níveis muitos 

altos, podem causar efeitos adversos e níveis muito baixos podem tornar o tratamento 

ineficaz (Bertilsson et al., 2002). 

Embora os polimorfismos genéticos possam explicar em grande parte a variabilidade para 

algumas enzimas (em particular CYP2D6 e CYP2C19), muitas destas enzimas são 

controladas multifatorialmente, incluindo polimorfismos adicionais de genes regulatórios 

e fatores não genéticos tais como: género, idade, doença, influências hormonais e muitos 

outros fatores (Coleman, 2010).  

4. A Farmacogenómica no tratamento clínico 

A compreensão do impacto dos fatores genéticos e não genéticos é importante na terapia 

farmacológica para determinar qual a concentração de fármaco a administrar nos 

pacientes de modo a evitar efeitos adversos. Existem fármacos que possuem uma 

variabilidade interindividual ampla e uma janela terapêutica estreita, necessitando de uma 

constante verificação dos níveis plasmáticos para que estes não sejam tóxicos.  

• Varfarina 

A varfarina é utilizada no tratamento de doenças trombóticas (Rettie and Tai, 2006) e 

uma das grandes desvantagens deste agente, também conhecido como Coumadin, é o 

facto de ser difícil de administrar a dose correta devido à sua janela terapêutica estreita e 

variabilidade interindividual, podendo causar hemorragias (Jiayi Li et al., 2009).  
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A varfarina é um anticoagulante que atua reduzindo a atividade de fatores de coagulação 

dependentes da vitamina K. Este fármaco é geralmente usado na prevenção e tratamento 

de doenças trombóticas a longo prazo (Kuruvilla and Gurk-Turner, 2001). 

A vitamina K desempenha um papel crítico na coagulação do sangue. Esta vitamina é 

anabolizada por um produto de genes da membrana dos hepatócitos do complexo 

vitamina K epóxido redutase subunidade 1 (VKORC1). Por outras palavras, o gene 

VKORC1 codifica a enzima epóxido redutase da vitamina K, sendo esta o alvo da 

varfarina. A varfarina exerce o seu efeito ao inibir a enzima codificada pelo gene 

VKORC1 que catalisa a conversão do epóxido da vitamina K para a forma ativa reduzida 

da vitamina K – vitamina K hidroquinona (Flockhart et al., 2008). 

A vitamina K hidroquinona é um cofator essencial na síntese de vários fatores de 

coagulação, promovendo a síntese de ácido γ-carboxiglutâmico. A diminuição da 

disponibilidade da vitamina K hidroquinona leva à diminuição da atividade dos fatores 

de coagulação II, VII, IX e X (Flockhart et al., 2008). 

No tratamento de doentes, a varfarina é administrada como uma mistura racémica dos 

estereoisómeros R e S. A (S)-varfarina é duas a cinco vezes mais potente do que a (R)-

varfarina e é principalmente metabolizada pelo CYP2C9 (Munir Pirmohamed, 2006). Por 

sua vez, a (R)-varfarina é principalmente metabolizada pelo CYP3A4 com o 

envolvimento de outras enzimas do citocromo P450 (Jiayi Li et al., 2009). 

Dos alelos CYP2C9 conhecidos, existem três variantes alélicas para o CYP2C9 com 

maior relevância no tratamento de doentes com varfarina, sendo estas o CYP2C9*1, o 

CYP2C9*2 e o CYP2C9*3. O CYP2C9*1 é o alelo do tipo selvagem e está associado à 

atividade enzimática normal e ao fenótipo do metabolizador normal (Dean, 2012). 

As duas variantes alélicas comuns associadas, com atividade enzimática reduzida são o 

CYP2C9*2 e CYP2C9*3. Em comparação com os metabolizadores normais, os doentes 

que herdam uma ou duas cópias do *2 ou *3 são mais sensíveis, isto é, requerem doses 

mais baixas e correm maior risco de hemorragia durante o início da terapia (Dean, 2012). 

As frequências alélicas do CYP2C9 variam em diferentes grupos étnicos. O alelo *2 é 

mais comum nas populações caucasianas do que nas populações asiáticas ou africanas. Já 
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o alelo *3 é menos comum e extremamente raro nas populações africanas (Scott et al., 

2010).  

Em relação ao gene VKORC1, os doentes portadores do polimorfismo -1639G>A na 

região promotora do gene VKORC1 são mais sensíveis à varfarina e requerem uma dose 

terapêutica mais baixa. A sua variação alélica também varia nos vários grupos étnicos 

mas prevalece mais nas populações asiáticas, e pode ser um fator que contribui para 

menores requisitos de dose da mesma, frequentemente observados em pacientes de 

descendência asiática (Dean, 2012). 

Assim sendo, a variabilidade interindividual é um obstáculo na terapia de muitos agentes 

terapêuticos, sobretudo no uso da varfarina. Neste fármaco, o cenário é particularmente 

dramático porque os doentes são todos encaminhados para o mesmo parâmetro 

farmacológico que consiste num aumento, de duas a três vezes, do tempo de coagulação.  

O tempo para a dosagem estável com varfarina pode demorar vários meses, pondo em 

risco a vida dos pacientes, uma vez que podem ser vítimas de sangramento excessivo se 

as doses de iniciação forem muito altas, ou formação de coágulos se as doses forem 

demasiado baixas (Kuruvilla and Gurk-Turner, 2001). 

Para contornar este problema, a implementação da genotipagem nos doentes de modo a 

descobrir qual a variante alélica que esses doentes transportam, pode fornecer uma 

salvação já que este tipo de abordagem pode oferecer uma terapia individualizada e assim 

evitar os efeitos adversos provocados pela varfarina (Dean, 2012).   

Existem estudos publicados (Flockhart et al., 2008; Poopak et al., 2015) que confirmam 

que o genótipo CYP2C9 e VKORC1 de um doente pode ser utilizado para ajudar a 

determinar a dose inicial ótima de varfarina. O gene CYP2C9 codifica uma das principais 

enzimas envolvidas no metabolismo da varfarina, e as suas várias variantes estão 

associadas a uma redução na atividade enzimática verificando-se taxas de depuração mais 

baixas de varfarina. Os doentes que transportam pelo menos uma cópia de um alelo 

variante (como CYP2C9*2 e CYP2C9*3) têm um metabolismo reduzido, levando a 

maiores concentrações de varfarina. Em média, estes pacientes requerem uma dose diária 

mais baixa de varfarina do que os doentes homozigóticos para o alelo CYP2C9*1 

(Flockhart et al., 2008). A eficácia da anticoagulação é monitorizada pela razão 
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normalizada internacional (INR), funcionando  como um índice do seu efeito terapêutico. 

Assim, utiliza-se o teste INR para determinar a dose correta de varfarina, tendo como 

objetivo a avaliação da coagulação externa e o diagnóstico de fatores de deficiência 

hereditários e não genéticos, que se baseia no método de tentativa e erro (Poopak et al., 

2015).  

Numa tentativa de controlar a sua dosagem, a FDA fornece uma tabela (tabela 1.) de 

dosagem baseada nos genótipos CYP2C9 e VKORC1. Se o genótipo CYP2C9 e/ou 

VKORC1 do doente é conhecido, então deve-se considerar os intervalos das doses iniciais 

indicados na tabela 1 (Dean, 2012). As informações fornecidas pela FDA também 

afirmam que os pacientes com as variantes CYP2C9 *1/*3, *2/*2, *2/*3 e *3/*3 podem 

necessitar de mais tempo (entre 2 a 4 semanas) para obter o efeito INR máximo para um 

determinado regime de dosagem do que os doentes sem estas variantes CYP (Dean, 

2012). 

 

Tabela 1. Doses de manutenção esperadas da varfarina baseadas nos genótipos CYP2C9 

e VKORC1 (Dean, 2012) 

VKORC1 CYP2C9 

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3 

GG 5-7 mg 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2 mg 

 

AG 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2 mg 0,5-2 mg 

 

AA 3-4 mg 3-4 mg 0,5-2 mg 0,5-2 mg 0,5-2 mg 0,5-2 mg 

 

Os intervalos são derivados de vários estudos clínicos e a variante VKORC1 -1639G>A 

(rs9923231) é usada nesta tabela. Outras variantes de VKORC1 co-herdadas podem 

também ser importantes determinantes na dose da varfarina (Dean, 2012). 

Assim sendo, a dosagem inicial e de manutenção da varfarina deve ser individualizada 

para cada paciente. O objetivo da terapia com a mesma é conseguir um rácio normalizado 

num leque de objetivos para que esta condição seja tratada. Tal processo envolve a seleção 

da dose inicial, seguida do teste regular INR para que a dose de varfarina possa ser 
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ajustada até ser determinada a dose de manutenção diária apropriada a cada doente. Ao 

ter conhecimento dos genótipos de cada paciente, pode-se administrar a dose ótima para 

cada indivíduo, reduzindo assim o tempo necessário para atingir um INR estável e 

eliminando o risco de obter um INR elevado (risco de hemorragia) ou de um INR baixo 

(risco de trombose). Em geral, a duração da terapia anticoagulante varia de acordo com a 

indicação clínica e deve ser continuada até que não se apresente perigo de tromboses ou 

embolismos (Dean, 2012). 

Os indivíduos que são mais propensos a beneficiar destes testes genéticos são aqueles que 

ainda não iniciaram a terapia com varfarina. A sua administração baseada no genótipo 

não é ainda o método padrão em vários sistemas de saúde e, apesar do esforço para 

conceber uma estratégia que reduzisse os efeitos adversos relacionados com a varfarina, 

a eficácia deste método ainda não foi verificada. Embora um ensaio randomizado (M. 

Pirmohamed et al., 2013) tenha verificado que a dose de varfarina de acordo com o 

genótipo tenha melhorado o controlo do INR após iniciação desta, um outro estudo de 

maior escala (Furie, 2013), concluiu que não existia nenhum benefício neste método, 

sendo por isso ainda controverso, mas a existência de variantes genéticas raras podem ter 

sido responsáveis pela falha da previsão da dose ótima em certos doentes (Dean, 2012).  

O que parece ser a maior barreira para a não genotipagem dos doentes é o custo associado 

a este método. Nos Estados Unidos, os testes normalmente custam algumas centenas de 

dólares e podem levar dias até que se conheça os seus resultados. Por exemplo, na 

Cleveland Clinic, os testes CYP2C9 e VKORC1 podem ser executados internamente a 

um custo que ronda os 700$. Geralmente, estes custos não têm reembolso quando os testes 

não foram aprovados previamente. Mas, se estiverem prontamente disponíveis (sendo 

pagos por companhias de seguros) e, se os resultados forem obtidos entre as 24 e 48 horas, 

podem ser uma ferramenta valiosa na orientação e administração da dose de varfarina. 

Estes testes também podem ter um maior impacto na decisão dos doentes que são pró-

ativos (doentes bem informados e que procuram informação fidedigna), reduzindo o risco 

dos efeitos adversos (Rouse et al., 2013).  

No caso dos doentes em que o seu genótipo não é conhecido, a norma geral é administrar 

uma dose inicial de varfarina, de 2 a 5 mg uma vez por dia. As necessidades de dosagem 



 

 

16 

 

de cada doente são depois determinadas através da monitorização rigorosa da resposta 

INR, procedendo a uma dose de manutenção diária de 2 a 10 mg (Dean, 2012).   

• Hipertensão 

Um outro exemplo em que a Farmacogenómica não apresenta benefícios, é no caso da 

terapia para a hipertensão. A hipertensão é um fator de risco modificável mais prevalente 

para a carga global de doenças (global disease burden) e muitos estudos 

farmacogenómicos tentaram identificar as variantes genéticas responsáveis pelas 

respostas altamente variadas, a uma ou outra medicação anti-hipertensiva. Apesar dos 

esforços, esses estudos ainda não obtiveram resultados práticos. Tais falhas 

provavelmente refletem a extrema heterogeneidade e complexidade da doença 

hipertensiva (Menni, 2015). 

A elevada pressão arterial tem múltiplas etiologias e envolve mudanças fisiológicas 

variadas ao longo da vida. As variantes do estudo de associação pangenómico (GWAS) 

identificadas e associadas à pressão arterial são muito menos do que aquelas associadas 

à concentração de glicose ou de lípidos no sangue, e variantes de pressão arterial 

identificadas também explicam a menor variação fenotípica (<3%) (Munroe et al., 2013), 

que é, provavelmente, mais uma evidência consistente com um alto grau de complexidade 

para distúrbios hipertensivos.  

Além disso, as múltiplas classes de fármacos anti-hipertensivos (diuréticos, inibidores da 

ECA, bloqueadores dos recetores angiotensina II, bloqueadores dos canais de cálcio, 

betabloqueadores), quer isoladamente quer combinados, complicam ainda mais os 

estudos farmacogenómicos, assim como outras variações devido a flutuações da pressão 

sanguínea intrínseca à própria pessoa, como por exemplo, mudanças na dieta, exercício 

físico, hora do dia, combinações de fármacos prescritos, o uso de álcool, entre outras. 

Vários GWAS farmacogenómicos reportaram variantes em genes plausíveis associados 

a diuréticos tiazídicos (Turner et al., 2008; Turner et al., 2013; Chittani et al., 2015), 

bloqueadores dos recetores de angiotensina II (Turner et al., 2012; Frau et al., 2013) e 

beta bloqueadores (Gong et al., 2015; Gong et al., 2016). Contudo, a maioria destes 
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estudos envolvem amostras pouco representativas, que demonstram pouca eficácia no que 

diz respeito à deteção de associações que têm significado genómico. Grandes consórcios 

internacionais foram estabelecidos, com o objetivo de aumentar as oportunidades de 

descoberta e replicação através da montagem de amostras de maior dimensão (Cooper-

DeHoff and Johnson, 2016). No entanto, mesmo que os grandes estudos em consórcio 

sejam capazes de identificar associações de variantes genéticas no futuro, é difícil 

imaginar que, mesmo em combinação, qualquer uma dessas variantes de pequeno efeito, 

recentemente identificadas, tenha um poder clínico preditivo importante.  

• Antidepressivos 

De forma semelhante, o GWAS da resposta ao tratamento com antidepressivos 

(Biernacka et al., 2015) não produziu resultados promissores. Uma limitação particular, 

nos estudos farmacogenómicos de medicamentos psicotrópicos, é a avaliação de 

condições de doença e medidas quantitativas de respostas ao tratamento, as quais, ao 

contrário da pressão sanguínea ou níveis séricos de colesterol, são todas baseadas em 

critérios de diagnósticos psiquiátricos multidimensionais (Zandi and Judy, 2010). 

Esse método tem sido criticado devido à falta de confiabilidade, como por exemplo, grau 

de consenso sobre um diagnóstico ou resposta ao tratamento visto pelos diferentes 

clínicos, a redação e o modo como os questionários são respondidos pelos pacientes 

(Aboraya et al., 2006). Essa complexidade, comparando o fenótipo equívoco versus o 

fenótipo inequívoco, já foi realçada num estudo (Nebert et al., 2008). 

O mesmo é especialmente verdadeiro para o distúrbio depressivo maior (Robert 

Freedman et al., 2013). Os critérios psiquiátricos com base clínica não refletem 

diretamente as condições biologicamente homogéneas, o que torna a definição fenotípica 

das condições psiquiátricas altamente heterogéneas e a medição das respostas ao 

tratamento muito imprecisas (Zandi and Judy, 2010). 

Devido, em parte, a estas dificuldades, o GWAS do distúrbio depressivo maior, com uma 

amostra razoavelmente grande (> 9.000 casos), não conseguiu identificar qualquer 

associação que fosse replicável (Ripke et al., 2013). Em contraste, um estudo 
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farmacogenómico avaliou um fármaco original (citalopram e escitalopram) e as 

concentrações plasmáticas de metabolitos em 435 doentes com distúrbio depressivo 

maior. Este estudo (Ji et al., 2014) identificou associações altamente significativas com 

as variantes CYP2C19 e CYP2D6. Esta importante distinção entre fenótipos clínicos 

psiquiátricos difusos e medidas quantitativas de fenótipos de sangue ou de fármacos 

urinários/metabólicos, também já foi enfatizada (Nebert et al., 2008). Por conseguinte, 

torna-se problemático discernir como estes estudos de associação farmacológica para o 

metabolismo, poderão auxiliar a predição do risco genético de muitas respostas clínicas 

complexas (Ji et al., 2014). 

• Interferão α 

Os exemplos referidos anteriormente mostram que estes métodos implementados para o 

tratamento de doentes são ainda controversos. Apesar disso, a farmacogenómica já foi 

particularmente útil em alguns agentes terapêuticos. Um exemplo bem-sucedido inicial 

de GWAS da eficácia de fármaco veio de estudos sobre a resposta variável do tratamento 

com o interferão α na infeção provocada pelo vírus da hepatite C (HCV). Em 2009, três 

estudos independentes (Ge et al., 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009) 

reportaram variantes genéticas, próximas do gene IL28B, associadas a respostas de 

tratamento com o interferão α. O efeito é medido por resposta virológica sustentada, isto 

é, ausência de vírus detetável no final do seguimento. A mesma variante também foi 

reportada como estando correlacionada com a espontânea ausência do HCV (David L. 

Thomas et al., 2009), sugerindo que a variante pode influenciar a resposta imune do 

hospedeiro, com ou sem interferência do fármaco.  

Outro aspeto a salientar é a importância do alelo C, que é mais frequente nas populações 

caucasianas e asiáticas do que nas populações africanas. Esta diferença provavelmente 

explica o relatório anterior (Hoofnagle et al., 2009), cujos resultados revelaram a baixa 

eficácia entre a população afro-americana infetada com HCV nos ensaios de tratamento 

com o interferão α. 
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Os novos agentes antivirais diretos, em associação com a combinação do interferão 

peguilado/ribavirina, é o novo padrão de tratamento do HCV, sendo necessário reavaliar 

a utilidade clínica do genótipo IL28B (Alexander J. Thompson and McHutchison, 2012). 

Embora o teste do genótipo IL28B continue a fornecer informações clínicas importantes 

sobre a resposta esperada ao tratamento, a genotipagem do IL28B poderá perder a sua 

utilidade, uma vez que a terapia com HCV afasta-se dos regimes baseados no interferão 

(Jensen and Pol, 2012). 

5. O contributo científico da PCR 

A PCR transformou radicalmente as áreas científicas ao tornar possível a identificação 

específica e produção de grandes quantidades de DNA. Não só revolucionou como 

impulsionou enormes esforços científicos, nomeadamente o Projeto do Genoma Humano. 

Esta técnica é amplamente utilizada no diagnóstico de doenças, assim como nas várias 

técnicas de sequenciação (capítulo 6.), e  realiza ainda estudos quantitativos do foro 

genómico de uma maneira rápida e precisa (Garibyan and Avashia, 2013). Além disso, a 

PCR permitiu revelar mutações responsáveis pelas doenças hereditárias ou variantes 

oncogénicas, auxiliando o profissional médico a tomar decisões informadas acerca do 

tratamento. Já no desenvolvimento de novos fármacos, as informações provenientes desta 

técnica permitiram uma melhor compreensão da definição molecular da doença e dos 

processos associados à eficácia e toxicidade destes novos fármacos (Goodsaid, 2004). 

A metodologia da PCR, combinada com os sistemas da expressão de genes, baseia-se na 

incrementação da disponibilidade de proteínas recombinantes em quantidades suficientes 

para a caracterização bioquímica e farmacológica. A PCR é um processo enzimático que 

permite a amplificação de um fragmento específico de DNA de um conjunto complexo 

(Garibyan and Avashia, 2013). A técnica da PCR necessita da presença de um molde de 

DNA, de primers, nucleótidos e uma DNA polimerase. A DNA polimerase é a enzima 

chave neste processo uma vez que liga os vários nucleótidos (adenosina, timidina, citosina 

e guanosina) a um conjunto para formar produtos de PCR. Os primers aqui referenciados, 

são curtos fragmentos de DNA, que servem como um ponto de iniciação para a DNA 
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polimerase e têm uma sequência complementar às extremidades do DNA alvo. Os 

componentes previamente mencionados, são misturados em tubos de ensaios e colocados 

num termociclador, que provoca a desnaturação da cadeia dupla de DNA e possibilita, 

posteriormente, a adição de nucleótidos pela DNA polimerase após a ligação do primer à 

cadeia de DNA (Garibyan and Avashia, 2013). 

Neste trabalho destacam-se alguns ensaios PCR que são bastante úteis no diagnóstico e 

sequenciação e permitem a amplificação de quantidades infinitesimais de material 

genético.  

• PCR Multiplex 

Os sistemas PCR multiplex são muito usados nos estudos biológicos e médicos porque 

permitem a amplificação simultânea de vários fragmentos de DNA numa única reação. 

Esta capacidade de reduzir o número de reações necessárias numa amostra para alvos 

diferentes ajuda a poupar no tempo e nos custos, o que torna os sistemas multiplex muito 

úteis quando é necessário rastrear grandes quantidades de amostra. Apesar disso, esta 

técnica apresenta algumas limitações que necessitam de ser ultrapassadas. Hoje em dia, 

os fabricantes dos kits PCR multiplex anunciam os seus kits como ready-to-use, não 

sendo necessária nenhuma otimização. Embora isso seja normalmente verdadeiro para os 

kits diagnóstico, nos kits genéricos ou kits para investigação, contendo reagentes como 

tampões, dNTPs ou DNA polimerases, torna-se quase imprescindível de otimizar a 

concentração de primers e das condições da termociclagem para se obter reações 

equilibradas e estáveis (Dieffenbach and Dveksler, 2003). Isto porque a presença de 

vários primers nesta técnica leva à formação de produtos inespecíficos devido à formação 

de dímeros de primers (Elnifro et al., 2000). Tal fenómeno acontece quando a proporção 

primer-template é muito elevada, ou quando há uma diluição excessiva de template face 

ao excesso de primers (Moreno, 2013). Nestas condições, estes dímeros são amplificados 

com maior eficiência do que o alvo de interesse, com a agravante do consumo dos 

componentes da reação. Para contornar este problema, foram feitas várias otimizações 

que se centram no design dos primers, nomeadamente o seu comprimento e o conteúdo 
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de guanina e citosina. Mas, a otimização completa das condições da reação é morosa, 

refletindo-se no custo acrescido por cada teste (Elnifro et al., 2000). Mesmo assim, as 

vantagens da PCR multiplex suplantam as desvantagens, nomeadamente a sua utilidade 

na deteção de resistências a fármacos e no diagnóstico clínico (Messmer et al.). 

• Nested PCR 

Esta técnica destina-se a aumentar ainda mais a sensibilidade da PCR, reduzindo em 

paralelo a amplificação de produtos inespecíficos (Haff, 1994). Dois conjuntos de primers 

são utilizados nas duas execuções sucessivas de PCR. O primeiro conjunto de primers 

produz uma grande quantidade de produto para servir como molde na execução seguinte, 

e o segundo conjunto apenas se destina a reamplificar o primeiro produto, sendo 

designados como nested. Obtém-se, por sua vez, produtos mais pequenos que aumentam 

a sensibilidade da reação aquando da deteção do produto pretendido. Uma vez que os 

produtos não específicos têm pouca afinidade para estes primers, estes não são 

amplificados e, por sua vez, não contaminam o produto do segundo ciclo (Haff, 1994). 

Esta técnica envolve a execução de controlos adequados que asseguram a sua 

especificidade (Mc Pherson and Moller, 2006).  

• PCR em Tempo Real  

A PCR em tempo real (qPCR) é a técnica de eleição dos cientistas interessados em detetar 

a dinâmica da expressão génica nos vários organismos. A sua elevada sensibilidade e 

especificidade tornam esta técnica imprescindível, por exemplo, na deteção de SNPs. Para 

além disso, a qPCR permitiu a genotipagem quantitativa a partir de pequenas amostras e 

contornou limitações da PCR convencional, dado que o seu poder quantitativo era 

limitado e de complexa execução.  

Na qPCR, a quantidade de produto formado é analisada ao longo da reação ao usar fluo-

-rocromos que permitem monitorizar a fluorescência e assim quantificar o produto 

formado (Kubista et al., 2006). Esta técnica utiliza-se agora em combinação com a PCR 

multiplex que usa sondas combinadas e primers para as sequências específicas tornando-
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-se muito útil na deteção de SNPs e genes associados ao cancro, visto que possibilita a 

formação de painéis de genes para a maioria das doenças mais comuns (Deepak et al., 

2007).   

Embora a qPCR seja uma técnica bastante poderosa em comparação com as outras 

técnicas, esta possui limitações que dependem do uso correto da calibração e do controlo. 

A aplicação bem-sucedida e rotineira dos diagnósticos de PCR é muitas vezes limitada 

pela falta de qualidade do template devido a metodologias ineficientes de extração de 

RNA e/ou presença de compostos que podem ser inibitórios na amostra (Deepak et al., 

2007). Uma outra limitação que se aponta, é o facto da qPCR ser só usada para análise de 

genes conhecidos (Moreno, 2013).  

• PCR Digital 

A PCR digital (dPCR) não é a técnica mais popular para medir a presença e concentração 

de uma sequência de DNA, sendo este título atribuído a qPCR. Mas, a PCR digital detém 

uma maior sensibilidade e precisão quando comparada com a qPCR. Esta utiliza os 

mesmos primers e sondas que a qPCR, e é capaz de identificar alelos que ocorrem numa 

frequência de 1 em milhares. Outra característica a salientar é o facto da dPCR não 

necessitar de calibração e controlos como a qPCR (Kuypers and Jerome, 2017). No 

entanto, as suas desvantagens fazem com que esta técnica não seja a predileta para a 

quantificação de DNA. Estas incluem a limitação de volume da amostra por reação, que 

por sua vez, restringe o limite inferior de deteção e a quantificação baixa devido ao 

abandono molecular, já que nem todos os templates são amplificados. Esta limitação é 

particularmente problemática quando se pretende quantificar RNA porque o passo da 

transcrição reversa é incompleto para alguns alvos de RNA. Enquanto que a qPCR utiliza 

4 a 6 componentes fluorescentes nas sondas que se podem ligar a diferentes alvos na 

amostra, a dPCR apenas utiliza 2 fluorocromos, limitando a sua capacidade de deteção 

dos diferentes alvos na amostra. O custo da dPCR é superior ao da qPCR, e a 

instrumentalização assim como os seus reagentes são mais caros o que faz com que esta 

técnica não seja tão empregue como a qPCR (Kuypers and Jerome, 2017). 
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• PCR em emulsão 

A PCR em emulsão (emPCR) é um método comummente usado na amplificação de 

templates nas múltiplas plataformas de sequenciação NGS. Este método baseia-se na 

compartimentação de templates nas gotículas de água numa emulsão água/óleo. 

Idealmente, cada gotícula de água contém apenas uma única molécula template e 

funciona como um micro reator de PCR. Porém a formação de subprodutos é um grande 

obstáculo para a amplificação por PCR convencional eficaz. A utilização da PCR em 

emulsão permite circundar estes obstáculos e ser bastante utilizada nas tecnologias NGS 

(Shao et al., 2011).  

6. Técnicas de sequenciação do DNA  

O termo sequenciação no contexto da biologia é, na maioria das vezes, sinónimo da 

sequenciação de DNA, o que significa identificar os nucleotídeos de uma molécula de 

DNA de modo a obter-se uma sequência de letras, isto é, uma leitura. O conhecimento 

das sequências do DNA tornou-se indispensável na investigação científica uma vez que 

proporcionam grande conhecimento de informação genética que é utilizada nos diversos 

campos da medicina, como no diagnóstico médico, tratamento clínico, biotecnologia, 

virologia, entre outros (Kircher and Kelso, 2010). 

Com a técnica da PCR (Mullis, 1990), desencadeou-se o desenvolvimento de novas 

técnicas revolucionárias, como a sequenciação, que auxiliaram a comunidade científica a 

descobrir os genes que estão associados a doenças, ao fenótipo e potenciais alvos 

terapêuticos no desenvolvimento de fármacos. 

6.1. Sequenciação de 1ª geração  

Ao longo dos tempos, as técnicas de sequenciação do DNA sofreram várias evoluções, 

podendo estas ser caracterizadas segundo o método, ou segundo os resultados 

provenientes dessas tecnologias (Moreno, 2013).   



 

 

24 

 

• Técnica de Sanger 

A técnica de Sanger iria alterar para sempre o progresso da tecnologia de sequenciação 

do DNA. A sequenciação clássica de Sanger publicada em 1977 (Sanger et al., 1977), 

baseia-se em terminações de cadeia específicas de base em quatro reações separadas (“A”, 

“G”, “C” e “T”) correspondentes aos quatro nucleotídeos diferentes na composição do 

DNA (Ari and Arikan, 2016). Na presença de todos os quatro desoxinucleotídeos 

trifosfatos (dNTPs), um dideoxinucleotídeo trifosfatado (ddNTP) específico é adicionado 

a cada reação; por exemplo, ddATP para a reação “A” e assim por diante (Heather and 

Chain, 2016). O uso de ddNTPs nas reações de sequenciação foi uma abordagem que deu 

resultados muito superiores em comparação com a técnica protótipo de 1975, plus and 

minus (Ari and Arikan, 2016), desenvolvida pela mesma equipa. A extensão de uma 

cadeia de DNA recentemente sintetizada termina cada vez que um ddNTP correspondente 

é incorporado. Como o ddNTP está presente em quantidades mínimas, a terminação 

acontece raramente e estocasticamente (Heather and Chain, 2016), resultando num 

aglomerado de produtos de extensão em que cada posição de uma base N resulta num 

produto correspondente terminado pela incorporação do ddNTP na extremidade 3’.  

O segundo aspeto do método foi o uso de moléculas de fósforo radioativas incorporadas 

na cadeia de DNA recentemente sintetizada através de um percursor marcado (dNTP ou 

primer de sequenciação), tornando cada produto detetável na radiografia (Ari and Arikan, 

2016). Como cada reação resultava numa mistura complexa de produtos DNA 

radioativos, esta técnica sofreu melhorias, como a utilização do gel poliacrilamida (PAG), 

que permitiu a separação individual destas moléculas por eletroforese, como se constata 

na figura 1. (A) (França et al., 2002).  
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Figura 1. - Sequenciação de Sanger. (A) Modelo dos resultados da eletroforese em gel 

para sequenciação de Sanger da molécula DNA 50-TATGATCAC-30. A sequência pode 

ser lida do fim do gel para o princípio (dos fragmentos mais pequenos para os maiores). 

(B) Eletroferograma para a sequenciação de Sanger da mesma molécula. Os resultados 

são lidos da esquerda para a direita (Hagemann, 2015). 

Por mais inovador que este método fosse, há cerca de 30 anos, os PAGs eram muito lentos 

e laboriosos não sendo suficiente para realizar os desafios estabelecidos pelo Human 

Genome Project (França et al., 2002). Assim, foi desenvolvida a sequenciação moderna 

de Sanger (sequenciação fluorescente automatizada, sequenciação dye-terminator) que 

usa ddNTPs marcados fluorescentemente que permitem que o passo de amplificação seja 

realizado numa única reação (Ari and Arikan, 2016). O produto da reação é uma mistura 

de fragmentos de DNA de cadeia simples de vários comprimentos, cada um marcado 

numa extremidade com um fluoróforo acoplado ao ddNTP incorporado e que indica a 

identidade do ddNTP incorporado. A reação é separada por eletroforese capilar, sendo os 

produtos separados por tamanho. O registo contínuo da intensidade de fluorescência 

(Karger and Guttman, 2009) de quatro cores na extremidade do capilar, resulta num 
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eletroferograma (Figura 1. (B)) que pode ser interpretado por um software especializado, 

como o Mutation Surveyor (Minton et al., 2011).  

A sequenciação de Sanger hoje em dia usa o método fluorescente dye-terminator e é 

realizada com kits comercialmente disponíveis. O BigDye v3.1 (BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit, 2002) é recomendado pelo fornecedor para a maioria das 

aplicações que incluem longos comprimentos de leitura.  

6.1.1. Aplicação clínica 

Apesar das vantagens das técnicas de sequenciação da next-generation (abordadas na 

secção 6.2.) em que a taxa de transferência é de maior magnitude (Ari and Arikan, 2016), 

a sequenciação de Sanger mantém um lugar essencial na genética clínica por, pelo menos, 

duas razões específicas. Em primeiro lugar, a sequenciação de Sanger serve como um 

método ortogonal de confirmação para as variantes de sequências identificadas pela NGS 

(Mu et al., 2016). Ao validar os testes clínicos da NGS, os materiais de referência 

sequenciados pelas abordagens de Sanger fornecem a verdade fundamental contra a qual 

o ensaio NGS pode ser comparado (Mu et al., 2016). Estes materiais podem incluir 

reagentes bem caracterizados publicamente disponíveis, tais como linhas celulares 

estudadas no projeto HapMap (Spencer et al., 2014) ou amostras clínicas previamente 

testadas pela técnica de  Sanger. Sendo um método ortogonal, a sequenciação de Sanger 

providencia uma forma de confirmar variantes identificadas pela NGS (Mu et al., 2016). 

Seria impraticável confirmar cada variante pelo método de Sanger dado ao grande número 

de primers, reações e interpretações que seriam necessárias para este método. No entanto, 

pode haver casos em que a veracidade de uma variante específica é duvidosa, ou seja, 

variantes biologicamente implausíveis ou suspeitas de serem espúrias e deste modo, a 

sequenciação de Sanger é o método mais fácil de resolver essas incertezas sendo, apesar 

de tudo, um protocolo inestimável em qualquer laboratório de genética clínica (Bartlett 

et al., 2014).  

Em segundo lugar, a sequenciação de Sanger fornece um meio para corrigir a cobertura 

de regiões que estão mal cobertas pela NGS. Podem existir regiões que são resistentes à 
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sequenciação pela NGS devido à má captação, amplificação ou outras idiossincrasias 

(Rehm et al., 2013). Uma maneira de restaurar a cobertura destas áreas é aumentar a 

quantidade de DNA no seu input, mas a quantidade disponível pode ser limitada. Quando 

a área a ser preenchida é pequena, uma abordagem muita prática consiste na utilização da 

sequenciação de Sanger para abranger as regiões mal cobertas pela NGS (Rehm et al., 

2013). 

Quando a sequenciação de Sanger é usada para preencher dados provenientes da NGS, os 

dados da NGS e de Sanger devem ser integrados em conjunto para fins de análise e 

relatórios, o que representa um desafio já que esses dados são obtidos por métodos 

diferentes e não têm correspondência mútua (Pandey et al., 2016). Por exemplo, as 

medidas de qualidade de sequência que são significativas para a NGS, não são aplicáveis 

a Sanger. O conceito de profundidade de cobertura só pode ser aplicado indiretamente 

aos dados de Sanger. As frequências de alelos são imprecisamente verificadas no método 

de Sanger, porque são observadas a partir das alturas de pico em vez das contagens de 

leitura (Roman K Thomas et al., 2006). Embora a NGS possa ser potencialmente validada 

para permitir a interpretação de uma variante significativa a partir de uma única leitura 

sem referência, a sensibilidade analítica da sequenciação de Sanger é baixa. Cada vez 

mais os requisitos para a deteção de variantes são de uma sensibilidade analítica para 

alelos <20%, em particular quando se avalia o estado mutacional de amostras de tumores 

heterogéneos (Davidson et al., 2012) ou de quasi espécies infetantes em indivíduos com 

HIV (Fisher et al., 2015). As variantes com uma frequência alélica mais baixa podem ser 

indistinguíveis do ruído ou de erros provenientes da sequenciação. Deste modo, o 

desempenho e um ensaio da NGS pode ser alterado nas áreas emendadas por Sanger, e 

estes desvios no desempenho devem ser documentados e/ou excluídos (Arsenic et al., 

2015).  

6.1.2. Limitações técnicas 

Apesar do método de Sanger ser considerado pela comunidade científica um método 

padrão para a sequenciação, esta técnica tem várias limitações. Uma das limitações é a 
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sua parcialidade biológica. O método é baseado na clonagem de DNA estranho em 

vetores que têm de ser compatíveis com a maquinaria de replicação utilizada nas células 

E. coli (França et al., 2002). No entanto, esta limitação pode ser superada ao sequenciar 

diretamente produtos de PCR, mas esta é uma abordagem complexa para sequenciação 

de novo, apesar de ser rotineiro e de diagnóstico.  

Uma outra limitação da técnica de Sanger é a sua habilidade restrita para sequenciar e 

analisar frequências alélicas (Arsenic et al., 2015). Ao contrário das tecnologias NGS, 

nas quais cada sequência lida é originada a partir de uma única molécula de DNA, os 

resultados da sequenciação de Sanger representam as características agrupadas de todas 

as moléculas molde. Isto não apresenta dificuldade se a amostra for de uma população 

homogénea. O DNA genómico representa um conjunto de dois haplótipos do doente, pelo 

que as posições nas quais o doente é heterozigótico vão dar origem a resultados ambíguos 

se a análise heterozigótica não estiver especificamente ativada (Davidson et al., 2012). 

Por exemplo, a heteroplasmia mitocondrial é um cenário clínico em que se verifica 

variantes de baixa frequência alélica. Esta patologia é clinicamente significativa, uma vez 

que a gravidade de muitas doenças mitocondriais são dependentes da razão entre as 

sequências do tipo selvagem e sequências mutantes, com sintomas progressivamente mais 

graves que podem emergir se a razão dos genomas mutados for superior à dos genomas 

normais (Sondheimer et al., 2011). 

As bases variantes de baixa frequência alélica aparecem em eletroferogramas como picos 

baixos que podem ser indistinguíveis do ruído da linha de base (Men et al., 2008). A 

sensibilidade da sequenciação de Sanger deve ser validada em cada laboratório, mas 

geralmente esta ronda os 20% (Dong and Yu, 2011).  

Os alelos variantes abaixo desta frequência podem estar presentes na amostra e são 

fielmente identificados pela NGS, mas não podem ser confirmados de forma confiável 

pela sequenciação de Sanger (Sandmann et al., 2017). Porém, peças de software como o 

Mutation Surveyor têm a sensibilidade necessária para detetar essas baixas frequências 

alélicas (Figura 2.).  
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 Figura 2. - Mutação G> GA de baixa frequência detetada pelo software Mutation 

Surveyor. A seta na figura indica a presença de uma possível variante de baixa frequência 

detetada no exão 5 do gene tp53 (Softgenetics, 2016). 

6.2. Sequenciação de 2ª geração – Next-generation sequencing  

O projeto do genoma humano ajudou a promover o desenvolvimento de técnicas de 

sequenciação de DNA mais rápidas e baratas. Como já foi descrito, a sequenciação de 

Sanger (Sanger et al., 1977) dominava a indústria levando a uma série de realizações 

monumentais, incluindo a conclusão da sequenciação do genoma humano.  Apesar das 

conquistas tecnológicas durante esta era, as limitações da técnica de Sanger, 

nomeadamente a quantidade de dados de produção, velocidade, qualidade de 

sequenciação (Janitz, 2011) e os seus custos elevados, impulsionaram o desenvolvimento 

de novos métodos. Sobretudo, a necessidade de conduzir projetos de sequenciação em 

grande escala de forma mais económica promoveu o desenvolvimento da tecnologia NGS 

(Woollard et al., 2011). 



 

 

30 

 

Em comparação com o método de Sanger, as plataformas NGS são conhecidas como 

métodos de sequenciação paralela devido à sua capacidade de sequenciar centenas de 

milhões de fragmentos de DNA simultaneamente em paralelo, capturando uma 

quantidade vasta de informação genómica a um baixo custo (Gagan and Van Allen, 

2015).  

O seu comprimento de leitura, isto é, o número real de bases contínuas sequenciadas, para 

a NGS é muito mais curto do que o alcançado pelo método Sanger. Atualmente, a 

tecnologia NGS permite a sequenciação rotineira de 50-500  bp (mas com picos bem 

superiores) em contraste com o método de Sanger que, após uma série de inovações 

tecnológicas, atingiu a capacidade de rotineiramente ler 1000-1200 bp (Zhang et al., 

2011). 

Contudo, esta menor capacidade de leitura sequencial de cada fragmento é ultrapassada 

pela massiva quantidade de fragmentos lidos em paralelo, permitindo com isso a 

sequenciação total de todo um genoma ou, inclusivamente, a obtenção de informações 

completas em misturas de sequências como são os casos da do microbioma (Jovel et al., 

2016), ou em misturas heterogéneas de células como acontece com infeções pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (Capobianchi et al.), ou em casos de cancro (Gagan and 

Van Allen, 2015). Por este motivo, nos últimos anos a NGS tem tido um maior impacto 

no estudo do cancro porque esta tecnologia permite o rastreio do genoma do cancro, 

melhorando significativamente a nossa compreensão dos mecanismos que impulsionam 

a iniciação, progressão, manutenção, resistência e gestão clínica do cancro (Serratì et al., 

2016). A NGS fornece assim um catálogo abrangente de sequências genómicas dentro 

das células cancerosas, permitindo a deteção da heterogeneidade interpaciente e 

intratumoral que facilita as decisões de tratamento para a terapia personalizada do cancro, 

e consequentemente, com um impacto positivo nos resultados clínicos (Serratì et al., 

2016). 

Para além do progresso na área da oncologia com a tecnologia NGS, a informação 

genómica proveniente desta técnica também pode ser utilizada para a determinação da 

resistência a fármacos (antibióticos e quimioterapêuticos), prever a resposta a 

intervenções médicas e dirigir e direcionar o desenvolvimento de novos agentes 
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farmacêuticos que afetam alvos biológicos associados à progressão da doença (Yadav et 

al., 2014). 

Com todo este progresso tecnológico, a NGS tem sido especialmente vantajosa para a 

indústria farmacêutica, permitindo uma maior gestão de recursos e providenciando 

resultados de sequenciação confiáveis (Nielsen et al., 2011).  

As indústrias farmacêuticas já adotam as tecnologias NGS e já se pode ver o resultado do 

impacto desta tecnologia no desenvolvimento de novos fármacos e vacinas (Woollard et 

al., 2011). A sua alta sensibilidade na deteção de sequências presentes em níveis baixos, 

significa que a NGS pode ser usada como ferramenta de controlo de qualidade nas vacinas 

detetando vírus adventícios ao utilizar uma abordagem metagenómica (Victoria et al., 

2010). As vacinas contra a poliomielite, a rubéola, o sarampo, a papeira e o rotavírus já 

foram analisadas desta forma, e as empresas já oferecem este tipo de abordagem como 

um serviço de despistagem para as indústrias farmacêuticas e biotecnológicas. Neste caso, 

a NGS é utilizada no início do desenvolvimento das vacinas garantindo que quaisquer 

contaminantes nos processos, se presentes, são detetados precocemente, e para além 

disso, permite identificar as diferentes vias pelas quais os patógenos ativam respostas 

imunológicas protetoras que podem aumentar potencialmente essas respostas ao vacinar 

pessoas com base nas suas assinaturas genéticas, identificadas até à data, que preveem a 

sua imunogenicidade e segurança (Furman and Davis, 2015). 

A deteção da baixa abundância das variantes HIV resistentes a fármacos é um outro 

exemplo da utilização da NGS no desenvolvimento de fármacos. A NGS permite detetar 

variantes em vários pacientes que são responsáveis pela resistência aos fármacos 

antirretrovirais usados, e consequentemente, permitiu aos clínicos elaborar planos de 

regimes antirretrovirais, submetendo esses mesmos pacientes a uma terapia diferente 

(Woollard et al., 2011). 

Um outro campo em que a NGS começa a ter aplicação é no desenvolvimento de produtos 

biofarmacêuticos, mais concretamente, no desenvolvimento de bibliotecas de anticorpos. 

Vários grupos investigaram como é que esta tecnologia podia complementar a biblioteca 

de anticorpos. De acordo com um estudo publicado em 2009 (Dias-Neto et al., 2009), a 

NGS foi usada juntamente com a PCR em tempo real numa tentativa de remodelar o 
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modelo tradicional da ação dos fagos. Em comparação com os métodos tradicionais, 

envolvendo a técnica da ELISA e a sequenciação de Sanger, este novo método mostrou 

ser mais rápido e produzir mais informação. Embora tenha sido inicialmente aplicado ao 

estudo das interações proteína-proteína, o método também pode ser aplicável ao estudo 

da interação anticorpo-antigénio (Di Niro et al., 2010). 

Para além da NGS possibilitar todos estes novos progressos na indústria farmacêutica, 

esta também permitiu que a sequenciação do genoma humano baixasse para um preço 

que ronda os 1.000$ (Christensen et al., 2015).  

• Illumina sequencing 

Os sequenciadores e reagentes desenvolvidos pela Solexa, e mais tarde comercializados 

pela Illumina, Inc., tornaram-se uma das plataformas mais utilizadas na genómica clínica 

devido à sua versatilidade e às suas vantagens de custo/velocidade/rendimento (Buermans 

and den Dunnen, 2014). A característica mais distintiva da sequenciação Illumina está no 

modo de como as bibliotecas são preparadas. Estas bibliotecas são híbridas com uma 

superfície bidimensional de uma célula de fluxo (flow cell) que é posteriormente 

submetida a uma amplificação em ponte que resulta na criação de um agrupamento 

localizado (uma colónia de PCR) com cerca de 2000 fragmentos de biblioteca idênticos 

com um diâmetro de ~1µm (Buermans and den Dunnen, 2014). Estes fragmentos são 

sequenciados no local por incorporação sucessiva de nucleótidos com terminação 

reversível marcados com fluorescência (Hodkinson and Grice, 2015). Depois de cada 

etapa de incorporação, a superfície da célula de fluxo é interpretada por um dispositivo 

de carga acoplada (CCD) que consulta cada posição para a identidade do nucleótido 

incorporado mais recentemente (Hodkinson and Grice, 2015). Após a formação de 

imagens, o grupo fluorescente é clivado, o terminador reversível é desativado e as cadeias 

do template estão prontas para o próximo ciclo de incorporação. Estes ciclos sucessivos 

de incorporação e de imagem resultam numa série de ficheiros de imagem grandes, que 

são subsequentemente analisados para determinar a sequência em cada polónia 

(Hodkinson and Grice, 2015).  
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Os sequenciadores Illumina de 2ª geração mais utilizados que utilizam a sequenciação 

por síntese (SBS) são os sistemas HiSeq e MiSeq. O HiSeq é um instrumento de maior 

escala enquanto que o MiSeq é conceitualizado como um sequenciador pessoal. 

Dependendo da plataforma e dos reagentes, atualmente pode-se obter até 300 e 500 ciclos 

de dados de sequências nas plataformas HiSeq e MiSeq respetivamente (Kozich et al., 

2013). 

O sistema HiSeq (modelo 2500) aceita uma ou duas células de fluxo, cada uma com oito 

vias. Neste sistema, uma única célula de fluxo pode gerar até 300Gb de dados de 2x100 

bp. Demora aproximadamente 11 dias para prosseguir automaticamente da geração do 

cluster para a sequência final. No modo de execução rápida, uma célula de fluxo pode 

gerar 60 Gb de leituras de 2x100 bp ou 90 Gb de leituras de 2x100 bp, necessitando de 

27 horas e 40 horas respetivamente (Wang, 2016). 

O sistema MiSeq aceita uma célula de fluxo de uma única via. Com os kits de reagentes 

atuais e referências padrão, o MiSeq consegue gerar 5,1 Gb de leituras de 2x150 bp em 

cerca de 24 horas. Utiliza-se o MiSeq quando a quantidade total de sequência desejada é 

insuficiente para justificar o uso de uma célula de fluxo inteira do sistema HiSeq, que 

pode ser devido ao baixo número de amostras a serem agrupadas em conjunto, ao tamanho 

pequeno da região alvo a ser sequenciada, ou devido à baixa cobertura (Wang, 2016).  

• SOLiD Sequencing 

A plataforma Sequencing by Oligo Ligation Detection (SOLiD), em vez de realizar a 

sequenciação por síntese de um nucleótido de cada vez, envolve a hibridação e ligação 

de sondas e sequências âncora a uma cadeia de DNA (Tomkinson et al., 2006). As sondas 

codificam uma ou duas bases conhecidas que fazem ligação complementar entre a sonda 

e o template. As sequências âncora codificam uma sequência conhecida que é 

complementar a uma sequência adaptadora, proporcionando um local para iniciar a 

ligação (Landegren et al., 1988). Após a ligação, a base ou bases conhecidas na sonda são 

identificadas e um novo ciclo começa, após a remoção completa do complexo âncora-
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sonda ou por clivagem para remover o fluoróforo e promover regeneração do local de 

ligação (Moorthie et al., 2011). 

A plataforma SOLiD utiliza sondas codificadas com duas bases, em que cada sinal 

fluorométrico representa um dinucleótido (Valouev et al., 2008). Consequentemente, o 

seu output não está diretamente associado à incorporação de um nucleótido conhecido. 

Uma vez que as 16 possíveis combinações de dinucleótidos (Figura 3.) não podem ser 

individualmente associadas com fluoróforos espectralmente resolúveis, utilizam-se 

quatro sinais fluorescentes. Cada subconjunto de quatro combinações de dinucleótidos é 

representado por um tipo de fluoróforo (color space). Assim, cada sinal de ligação 

representa um dos vários possíveis dinucleótidos que devem ser processados por imagem 

durante a análise de dados (Massingham and Goldman, 2012; Lee et al., 2015).  

 

Figura 3. Visão geral do esquema de codificação e descodificação de cores SOLiD. (a) A 

posição de base dentro da sequência de templates é delimitada por círculos brancos e 

dever ser usada para nomear os arquivos de imagem, e os números de ciclos de sequência 

reais são observados em ambos os lados. Cada extensão de ligação é mostrada a cores 

diferentes. (b) Esquema de codificação de color space SOLiD. (c) Esquema de 

descodificação SOLiD. Desde que qualquer uma das identidades de base seja conhecida 

(a vermelho), a sequência color space pode ser convertida numa sequência de nucleótidos 

(Lee et al., 2015).  
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A sequenciação SOLiD tem várias vantagens. Uma delas é utilização dos fluoróforos aos 

subconjuntos que trás uma maior especificidade e maior redução de erros quando 

comparada com o emparelhamento de bases de um único nucleótido (Massingham and 

Goldman, 2012). A metodologia de elongação do primer utilizada neste processo, é 

também altamente tolerante a sequências repetitivas. Isto porque, na elongação do primer 

realizam-se cinco rondas de elongação e indicadores, cada uma das quais é seguida por 

uma reposição do primer. Em cada ciclo, um primer universal é hibridizado com as 

cadeias template, posicionando uma extremidade no início da região a ser sequenciada. 

Esta posição é deslocada posteriormente por um nucleótido em cada ciclo subsequente da 

elongação do primer. São depois realizados vários ciclos de ligação, deteção e clivagem 

(Massingham and Goldman, 2012). Em cada passo de ligação é introduzido um conjunto 

de oligonucleótidos já marcados, e a cor do fluoróforo ligado a cada molécula 

corresponde à sequência dos dois primeiros nucleótidos. Os restantes seis nucleótidos são 

desnaturados. Realiza-se uma reação de ligação de modo que o fluoróforo ligado a cada 

bead indica a sequência dinucleotídica em downstream da do primer de sequenciação. O 

substrato é lavado, e uma imagem digital é adquirida para documentar a cor ligada a cada 

bead (Massingham and Goldman, 2012).  

Então, a codificação color space dos nucleotídeos permite um certo grau de proteção 

contra erros. Uma vez que cada nucleótido é sondado duas vezes, as mutações pontuais 

manifestam-se sempre com duas mudanças de cor em relação ao padrão nas duas rodadas 

sucessivas da elongação do primer. Uma única mudança de cor normalmente reflete um 

erro de sequenciação (Massingham and Goldman, 2012). 

A sequenciação SOLiD pode ser realizada na plataforma Applied Biosystems series 5500 

Genetic Analyzer que utiliza um ou dois FlowChips. Cada FlowChip tem seis colunas que 

permite gerar cerca de 120 Gb de dados no modo de sequenciação de fragmentos 1x75 

bp. No modo 2x50 bp, cada chip gera rotineiramente 160 Gb. Existem outras plataformas 

mais antigas disponíveis, mas têm uma menor capacidade de sequenciação (Sara El-

Metwally et al., 2014). 
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• Sequenciação Ion Proton 

Todas as plataformas acima descritas envolvem a tradução da sequência de DNA para um 

evento físico detetável. Enquanto que a sequenciação de Sanger, a sequenciação Illumina 

e SOLiD são baseadas na deteção com base na fluorescência, a plataforma Ion Torrent 

da Life Technologies baseia-se na conversão da sequência em pequenas alterações de pH 

que ocorrem como resultado da libertação do H+ quando os nucleótidos são incorporados 

numa sequência de elongação (Merriman and Rothberg, 2012; Yuan et al., 2016).  

A preparação da biblioteca para esta plataforma envolve a fragmentação, a ligação do 

adaptador e a seleção do tamanho. As moléculas da biblioteca são ligadas à superfície dos 

beads e amplificadas por emPCR de modo que cada bead é revestido com uma população 

homogénea de moléculas. Cada bead é então disperso num poço à superfície de um chip 

de matriz de sensores semicondutores (Figura 4.) construídos pela tecnologia 

complementar de semicondutores de óxido metálico (CMOS) (Merriman and Rothberg, 

2012). 

O substrato tem a propriedade de que cada poço, que contém um transístor sensível a iões, 

funciona como um medidor de pH que é extremamente sensível às flutuações de pH. A 

sequenciação da Ion Torrent é realizada inundando a placa com uma espécie de 

desoxinucleótido (dA, dC, dG, dT) de cada vez. Em cada poço, a incorporação de um 

nucleótido provoca a libertação de um pirofosfato e um H+, que produz uma alteração no 

pH. A mudança na concentração de H+ fornece uma mudança na voltagem na porta do 

transístor, permitindo que a corrente passe através do transístor, produzindo um sinal. Os 

homopolímeros, isto é, nucleótidos múltiplos, causam a incorporação de uma maior 

numero de nucleótidos, com uma mudança de pH correspondente maior e, 

consequentemente, um sinal maior (Merriman and Rothberg, 2012). 
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Figura 4. Design do sensor, poço e chip utilizados pela Ion Torrent. (a) Desenho 

simplificado de um poço e um bead que contém um template de DNA, com o sensor e 

eletrónica subjacente. Os protões (H+) são libertados quando os desoxinucleótidos 

(dNTP) são incorporados nas cadeias de DNA em crescimento, alterando o pH do poço 

(ΔpH). Isto induz a uma alteração no potencial de superfície da camada de deteção do 

óxido de metal, e uma alteração no potencial (ΔV) do terminal da fonte do transístor. (b) 

Micrografia dos eletrões mostrando o alinhamento dos poços sobre a placa de sensor de 

metal ISFET e as camadas eletrónicas subjacentes. (c) Os sensores são dispostos numa 

matriz bidimensional. Um registo da seleção de linha permite que cada sensor acione a 

sua tensão da fonte para uma coluna e um registo da seleção da coluna seleciona uma das 

colunas para o output que é registado eletronicamente (Rothberg et al., 2011).  

 

A reação da sequenciação é altamente análoga à pirosequenciação, com uma diferença de 

que o pH é detetado em vez da luz, e a taxa de transferência do método depende do 

número de poços por chip, que por sua vez, está relacionado com a restrição de fabricação 

dos semicondutores. Uma série de chips Proton transporta cerca de 154 milhões de poços, 

cada um com 1,25 μm de diâmetro com um espaçamento de 1,68 μm (Merriman and 

Rothberg, 2012), no entanto já foram lançados novos chips, Ion 316 e Ion 318 que contêm 

165 e 660 milhões de poços respetivamente (Moreno, 2013) aumentando o seu 

rendimento. 

http://www.nature.com/nature/journal/v475/n7356/fig_tab/nature10242_F1.html
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Na gama alta de desempenho da Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM™), as 

referências atuais são de 45,5 milhões com leituras de 400 bp (1,2 Gb de sequência) e 

com um tempo de execução de 7,3h (Ion PGM System Specifications 2013). 

A utilização de desoxinucleótidos naturais, acima referidos, em vez dos seus derivados, 

torna este método único ao reduzir a parcialidade na sequenciação relacionada com a 

incorporação de nucleótidos não naturais. Em comparação com as outras plataformas, as 

leituras são relativamente longas, e os tempos de reação são muito curtos (cerca de 3h 

para 300 bases) (Merriman and Rothberg, 2012). O software associado à sequenciação 

do Ion Torrent é distribuído como um produto de código aberto que contribuiu para a sua 

adesão relativamente ampla.    

• Sequenciadores genómicos Roche 454  

As plataformas Roche 454 são baseadas na pirosequenciação. Na configuração 

convencional, isto é, non-array-based, a pirosequenciação é um método altamente 

sensível para a sequenciação por síntese. Uma cadeia template de DNA é imobilizada e 

exposta a desoxinucleótidos individuais, na presença da DNA polimerase, na luciferase, 

e na ATP sulurilase, que está ilustrado na figura 5 (Mardis, 2008). 

A luciferina está presente como um substrato da luciferase, e o fosfosulfato de adenosina 

50 apresenta-se aqui como o substrato para a ATP sulfurilase. Cada nucleótido 

incorporado provoca a libertação de uma porção de pirofosfato inorgânico (PPi), e este 

PPi é combinado com o fosfosulfato de adenosina 50 para formar adenosina trifosfato 

(ATP) numa reação catalisada pela ATP sulfurilase. Na presença de ATP, a luciferase 

converte a luciferina em oxiluciferina, emitindo luz, que resulta num sinal que pode ser 

captado. Para evitar o consumo de dATP pela luciferase, resultado na emissão de sinais 

aberrantes, o dATPαS é utilizado como fonte de nucleótidos de desoxiadenosina. A 

apirase é adicionada mais tarde para degradar os trifosfatos para nucleótidos 

monofosfatados com um fosfato inorgânico Pi, iniciando-se um novo ciclo (Mardis, 

2008). 
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Figura 5. Metodologia da Roche 454: Preparação da biblioteca, PCR em emulsão, e 

carregamento de chips seguindo-se a sequenciação (Mardis, 2008). 

 

A pirosequenciação foi mais tarde adaptada pela corporação 454, para ter um rendimento 

mais alto, desenvolvendo uma plataforma paralela altamente multiplexada. Os 

fragmentos de DNA da biblioteca são capturados na superfície de pequenos beads, com 

uma diluição limitante que assegura que cada bead receba apenas uma única molécula 

(Figura 5.). Estas moléculas de DNA são amplificadas numa emulsão de óleo em água 

(emPCR) na superfície dos beads, e em seguida são imobilizadas na superfície da placa 

PicoTiter dentro de um poço. A fibra ótica utilizada neste processo, permite que a emissão 

da luz em cada poço seja detetada (Mardis, 2008). 

O 454 GS20 Genome Sequencer, lançado em 2005, foi a primeira plataforma NGS a 

tornar-se comercialmente disponível. As plataformas atuais incluem o sistema GS FLX1 

e o GS Junior, que é uma versão mais baixa (Sara El-Metwally et al., 2014). Estes 

instrumentos incorporam a ótica e reagentes necessários para executar a reação de 

sequenciação e capturar os dados resultantes deste método. O GS FLX1, em combinação 

química do GS FLX Titanium (Gilles et al., 2011), é frequentemente citado como tendo 
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comprimentos de leitura até 1000 bp, e uma produção de 700 Mb por execução de 23 

horas. Tem uma precisão reportada de 99,9% com uma cobertura de 15x. O GS Junior, 

com a química do GS Junior Titanium, tem comprimentos de leitura de 400 bp, e uma 

taxa de transferência de 35 Mb em 10 horas de execução. A sua precisão situa-se nos 99% 

(Sara El-Metwally et al., 2014). A grande vantagem que esta plataforma 454 oferece 

incluiu a produção de um comprimento de leitura longo e um tempo de resposta curto 

(Sara El-Metwally et al., 2014). 

 

6.2.1. Aplicação clínica   

A tecnologia NGS é comumente usada para o teste de mutações humanas herdadas nas 

doenças genéticas e também, para mutações adquiridas nas aplicações de oncologia, 

incluindo o diagnóstico de cancro , prognóstico e previsão de resposta à quimioterapia 

(Shen et al., 2015). A sequenciação de genes isolados ou porções de genes que 

transportam mutações específicas, é eficiente em termos de custo e tempo e tornou a 

sequenciação acessível nos laboratórios clínicos dos grandes centros médicos (Shen et 

al., 2015). Os painéis de genes pré-concebidos estão atualmente comercialmente 

disponíveis em kits dedicados para a sequenciação amplicon (pedaço de DNA ou RNA 

que é o produto de um processo de amplificação ou replicação), incluindo os painéis de 

cancro Ion AmpliSeq Ready-to-Use (Life Technologies) (Ion AmpliSeq™ Library 

Preparation for Human Identification Applications 2015), o painel TruSeqsAmplicon 

Cancer (Illumina) (TruSeq® Amplicon - Cancer Panel 2012), e o painel 

NimbleGenSeqCap EZ Comprehensive Cancer (Roche) (van der Werf et al., 2015). Para 

além disso, estes painéis de genes personalizados podem ser usados noutras plataformas 

de sequenciação. Os painéis AmpliSeq e TruSeq dependem do PCR multiplex tanto para 

a seleção do alvo como para a amplificação, enquanto que o sistema NimbleGenSeqCap 

combina métodos de captura de hibridização da solução com a amplificação de PCR 

secundária para a formação das bibliotecas de amplicon. A implementação da tecnologia 

NGS num laboratório clínico é, no entanto, complexa e requer conhecimentos 

significativos em aspetos cínicos, técnicos e bioinformáticos (Gullapalli et al., 2012; 
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Loman et al., 2012). Os laboratórios que têm esta tecnologia implementada, aplicam 

rigorosamente todas as medidas de qualidade para o desenvolvimento, validação e 

garantia da qualidade da NGS sob a orientação rigorosa de vários regulamentos (Endrullat 

et al., 2016).    

6.2.2. Limitações técnicas 

Apesar das conquistas científicas que as plataformas de 2ª geração proporcionaram, 

existem limitações que, de alguma forma, não permitem que se explore todo o potencial 

que estas oferecem, abrindo caminho para o desenvolvimento de técnicas para a 

sequenciação de DNA da 3ª e 4ª geração, descritas com mais detalhe a seguir (Park and 

Kim, 2016). 

Começando pela plataforma SOLiD, a sua desvantagem incluiu a sua complexidade 

conceitual (Shendure and Ji, 2008). Os comprimentos de leitura curtos tornam a 

montagem da sequência difícil, particularmente para a de novo assembly (Liu et al., 

2012). Esta tem sido muito útil nos estudos de transcriptomas e genomas (Cao et al., 

2015) e esta limitação faz com que esta plataforma não seja ideal para esses estudos.   

Procedendo para a plataforma Ion Torrent, uma desvantagem frequentemente citada é a 

sua taxa de erro relativamente elevada em comparação com as plataformas baseadas na 

Illumina, particularmente nas regiões homopoliméricas. Algumas frações e leituras são 

rejeitadas devido a ensaios de qualidade insuficientes, incluindo problemas na razão 

sinal/ruído, a aglomeração de beads, os beads não clonais, ou falha na incorporação de 

um bead num dado sensor. Uma vez excluídas estas leituras, uma precisão de 99,5% foi 

relatada para as leituras de 250 bp (Merriman and Rothberg, 2012).  

A fonte de erro mais problemática está relacionada com os homopolímeros, cujo 

comprimento deve ser deduzido a partir da altura do pico. Mesmo uma precisão de 99,3% 

(Merriman and Rothberg, 2012) dentro dos homopolímeros significa que haverá leituras 

corretas em 96,5% do tempo, o que é significativo dado que leituras com este 

comprimento não são incomuns no genoma. As dificuldades de sequenciação através dos 

homopolímeros causam incertezas na sequência da própria leitura e também causam um 
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desfasamento dos nucleotídeos subsequentes devido à extensão incompleta, embora a 

ordem em que os nucleotídeos são fluidos através do chip possa ser alterada para atenuar 

estes problemas (Massingham and Goldman, 2012).  

Na plataforma Roche 454, o custo por base sequenciada para esta plataforma é 

extremamente alto, o que faz com que este facto seja a maior desvantagem desta 

plataforma. O custo ronda sensivelmente os 10 dólares por milhão de bases (Liu et al., 

2012). Para além disso, o passo da sequenciação, que envolve os homopolímeros, é uma 

outra limitação significativa. Tal como a sequenciação pelo Ion Torrent, os 

homopolímeros são detetados como eventos de incorporação de grande magnitude à 

medida que os nucleótidos são incorporados (Shendure and Ji, 2008). A relação entre o 

comprimento do percurso e a intensidade do sinal, isto é, a área sob a curva, não é 

estritamente estequiométrica, no que resulta em dificuldades acrescidas para a 

sequenciação nos homopolímeros com mais de 5 bases de comprimento (Sara El-

Metwally et al., 2014).  

Para a plataforma Illumina, o que se verifica é que os comprimentos de leitura são 

limitados devido a uma multiplicidade de fatores que causam a degradação do sinal. A 

clivagem incompleta de marcadores fluorescentes contribuiu para o desfasamento do 

sinal. Uma outra desvantagem que se aponta é o facto dos instrumentos Illumina serem 

caros comparativamente com os das outras plataformas (Shendure and Ji, 2008).  

Na tabela que se segue, apresenta-se de uma forma resumida as vantagens e desvantagens 

de plataformas comercialmente disponíveis. 

 

Tabela 2. – Vantagens e desvantagens das plataformas NGS (Adaptado de Sara El-

Metwally et al., 2014)  

 

Instrumento Principais Vantagens Principais Desvantagens 

 

454 FLX Titanium Longo comprimento de 

leitura. 

 

Custos elevados por MB. 
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Continuação da tabela 2. 

 
 

 

454 FLX + Dobro máximo do 

comprimento de leitura do 

Titanium. 

 

Alto custo de capital e por 

MB; Problemas na 

atualização. 

Illumina HiSeq 2000 Possui duas células de 

fluxo e menor custo por 

MB em todas as 

plataformas. 

 

Elevado custo de capital e 

necessidade elevada de 

computação. 

Illumina MiSeq  Custo do instrumento 

moderado; custos por MB 

moderados; maior 

comprimento de leitura da 

Illumina. 

Baixas leituras e maior 

custo por MB quando 

comparado com o HiSeq. 

   

Ion Torrent – PGM™ 

 

 

 

 

Continuação da tabela 2. 

Instrumento fácil de usar; 

instrumento de baixo 

custo com chips 

descartáveis. 

 

Maior taxa de erro que a 

Illumina; maior custo por 

MB em comparação com o 

MiSeq. 

 

Ion Torrent – Proton Instrumento de custos 

moderados; custo similar 

ao MiSeq mas com mais 

comprimentos de leitura. 

 

Maior taxa de erro que a 

Illumina; leituras mais 

curtas que o MiSeq e 

HiSeq 2500 Rapid Run. 

SOLiD 5500xl Cada flow-chip pode ser 

executado 

independentemente; 

grande taxa de precisão. 

Longevidade da 

plataforma: curtas leituras; 

maior dificuldade de 

processamento de dados 

que a Illumina; grande 

custo de capital. 
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6.3. Sequenciação de 3ª e 4ª geração 

Como foi descrito anteriormente, os métodos de segunda geração requerem a preparação 

de uma biblioteca seguindo-se a sua amplificação em PCR. Estes passos são laboriosos, 

consomem tempo e recursos, e certas regiões que são amplificadas resultam em erros de 

PCR que se refletem nos dados analisados (Rhoads and Au, 2015). 

Os métodos de 3ª geração contornam estes problemas, uma vez que adotam uma 

abordagem de sequenciação de uma única molécula e detêm a capacidade de detetar sinais 

muito pequenos sem comprometer a sua precisão. Ou seja, não têm a necessidade de 

amplificar o template, embora o próprio passo de sequenciação ainda envolva a 

sequenciação por síntese (Roberts et al., 2013). As plataformas atuais da terceira geração 

incluem as seguintes plataformas – PacBioRS (Ferrarini et al., 2013) fabricada pela 

Pacific Biosciences, e Heliscope Sequencer (John F. Thompson and Steinmann, 2010) 

produzida pela Helicos BioSciences. 

Nesta parte, as abordagens de 4ª geração serão definidas como aquelas que envolvem a 

análise da sequência de moléculas de DNA únicas, não envolvendo etapas de 

amplificação. A sequenciação é realizada sem a síntese de DNA, e por essa razão, não há 

marcação dos nucleótidos nos passos de deteção. As tecnologias baseadas em nanoporos 

são os melhores exemplos das plataformas de 4ª geração, sendo a Oxford Nanopore 

Technology (ONT) (Feng et al., 2015) a única comercialmente disponível.  

Existem outras tecnologias em desenvolvimento, como a Transmission Electron 

Microscopy (Bell et al., 2012) e a Electronic Sequencing (Fuller et al., 2016), mas estas 

ainda não são usadas no uso clínico e não estão disponíveis comercialmente. No entanto, 

as suas características e designs inovadores faz com que valha a pena serem mencionadas. 

• Helicos HeliScope 

HeliScope baseia-se na tecnologia de sequenciação de uma única molécula e foi a 

primeira plataforma capaz de sequenciar moléculas individuais. Esta foi desenvolvida 

pela, agora defunta, Helicos Biosciences e tal como nas outras plataformas a HeliScope 

necessita de uma biblioteca de DNA. Esta é construída pela fragmentação, antes da adição 
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da cadeia poli-A (Figura 6.) em cada molécula, aleatória da amostra do genoma e estes 

fragmentos são posteriormente desnaturados e hibridizados na célula de fluxo com 

oligómeros poli-T ligados à superfície. As polimerases passam na célula de fluxo com 

um tipo de nucleótido de cada vez (A, T, C e G) e as sequências reversas pelas polimerases 

que começam pelos oligonucleótidos poli-T (Kircher and Kelso, 2010). Os ciclos de 

sequenciação por síntese prosseguem com recurso a nucleóticos marcados 

fluorescentemente que são depois visualizados com uma câmara CCD. É lida primeiro a 

fluorescência das adenosinas que se ligam às sequências, depois as bases citosina, 

marcadas também fluorescentemente que complementam a sequência. A leitura é 

novamente feita e o processo repete-se para todas as outras bases até se atingir o 

comprimento de leitura desejável (Kircher and Kelso, 2010). Um terminador de cadeia 

previne a adição de nucleótidos extra em cada ciclo o que eliminava os erros que 

pudessem advir desse passo. 

 

Figura 6. – Sequenciação de uma única molécula pela HeliScope (Kircher and Kelso, 

2010). 
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Uma vez que esta plataforma não requer um passo de amplificação antes da sequenciação, 

devido à abordagem true single-molecule sequencing (tSMS) (Pareek et al., 2011) que 

esta emprega, evita-se assim mutações artificiais de DNA introduzidas pelos ciclos de 

PCR. Para além disso, a abordagem tSMS pode ser usada para as aplicações RNA-seq 

diretas, o que representa uma grande vantagem sobre os outros métodos de sequenciação 

paralelos. 

• Single-Molecule Real-Time (SMRT) da Pacific Biosciences 

A tecnologia SMRT baseia-se em três processos-chave que incluem, a célula SMRT que 

permite observar a incorporação dos ácidos nucleicos individuais em tempo real; a 

utilização de ácidos nucleicos fosforilados, que permite a obtenção de longos 

comprimentos de leitura; e uma nova plataforma que permite a deteção de uma única 

molécula (Yanhu et al., 2015). De um modo resumido, para sequenciar o DNA, utiliza-

se as células SMRT que contêm um chip de sequenciação, que por sua vez, integra 

milhares de guias de ondas óticas (ZMWs – Zero-mode waveguides). Estes guias, 

também conhecidos por nanowaveguide, são produzidos por técnicas de fabricação de 

semicondutores que utilizam estruturas físicas com um revestimento de alumínio num 

substrato de sílica transparente com capacidade de criar ondas eletromagnéticas presentes 

no espectro visível (Foquet et al., 2008). Portanto, a sequenciação de uma única molécula 

de DNA é realizada apenas por uma DNA polimerase que se encontra ligada ao fundo de 

cada um dos ZMW (Figura 7.) (Pile, 2009). 

À medida que a luz se desloca através da pequena abertura, e também devido às suas 

características físicas, torna-se possível medir a atividade de uma única molécula de DNA 

polimerase. Esta molécula está ligada ao fundo do guia de ondas, e como o volume do 

tampão iluminado num guia ZMW individual contém apenas 20 zeptolitros (20x10-21 

litros), permite a observação da emissão a partir das bases individuais que são 

incorporadas na cadeia de DNA numa matriz do dispositivo CCD. Mesmo assim, a 

abordagem SMRT ainda envolve a sequenciação por síntese que utiliza dNTPs marcados 

com fluorescência (Korlach et al., 2008). 
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Figura 7. – Sequenciação de um única molécula de DNA em tempo real num 

nanowaveguide (Pile, 2009).  

 

Esta técnica tem bastantes vantagens, e uma delas distingue-se pelo facto de produzir 

leituras com comprimentos rotineiramente de 3000 bp, podendo também atingir 

comprimentos que rondem os 20.000 bp (Roberts et al., 2013). Esses longos 

comprimentos de leitura tornam a de novo assembly de contigs (conjunto de segmentos 

de DNA sobrepostos que, em conjunto, representam uma região consensual de DNA) e 

genomas muito mais simples. Estas leituras com longos comprimentos permitem resolver 

variantes estruturais como inserções e zonas repetitivas de guanina e timina que facilita a 

localização de uma leitura no genoma de referência (Tattini et al., 2015). Embora essas 

leituras individuais contenham uma percentagem significativamente maior de erros, 

quando comparado com as leituras provenientes da Illumina e outras plataformas 

(Goodwin et al., 2016). Esses comprimentos de leitura fornecem sequências concisas que 

são estatisticamente relevantes com um alto grau de precisão.  
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Uma outra vantagem que se realça é o facto desta técnica possibilitar a identificação direta 

de modificações epigenéticas. Como a reação de sequenciação rastreia a taxa de 

polimerização do DNA, pequenas mudanças que aconteçam na cinética da sua 

polimerização causadas por modificações epigenéticas, como metilações, resultam na 

mudança do timing de quando os sinais fluorescentes são observados (Figura 8.).  

 

Figura 8. – Deteção das bases de DNA modificadas durante a sequenciação SMRT. A 

presença da base modificada (a vermelho) na cadeia de DNA (no topo) resulta numa 

incorporação tardia do nucleótido T quando comparada com o template de DNA controlo 

(em baixo) (Flusberg et al., 2010). 

 

Foi recentemente lançada uma versão melhorada da plataforma se sequenciação SMRT 

denominada PacBioRS2. Esta versão tem um maior número de células ZMW, duplicando 

assim o seu rendimento na sequenciação (Rhoads and Au, 2015). 

• Sequenciação Nanopore 

Em contraste com todos os outros métodos já referenciados, a sequenciação de DNA 

baseada na tecnologia de nanoporos não envolve SBS, sendo por isso designada como 

sequenciação de 4ª geração (Feng et al., 2015). A sequenciação baseada em nanoporos, 
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utilizada pela plataforma ONT, depende de variações nas correntes elétricas que resultam 

da translocação das moléculas de DNA através de nanoporos que perfuram a membrana. 

Embora existam várias variações técnicas na sua abordagem, todas elas dependem de uma 

pequena voltagem (100mV) (Branton et al., 2008) que é aplicada através da membrana 

que separa duas câmaras cheias de eletrólitos aquosos. Estes poros podem ser fabricados 

a partir de materiais à base de carbono, como a grafite, ou por proteínas biológicas como 

a α-hemosilina (Feng et al., 2015). A utilização dos poros biológicos possibilita a fácil 

modificação e a produção em massa destes, com tamanhos bem definidos, enquanto que 

os nanoporos à base de carbono possibilitam a estabilização da membrana e o 

posicionamento das proteínas (Moreno, 2013). 

Cada nanoporo possui localmente a cadeia de DNA enrolada que permite que os 

nucleótidos sejam transferidos sequencialmente através do poro (Figura 9. a)). Uma vez 

que a molécula de translocação bloqueia parcialmente a corrente de iões através do 

nanoporo, as alterações da corrente são utilizadas para deduzir a sequência dos 

nucleótidos da cadeia de ácido nucleico (Branton et al., 2008). 

 

 

Figura 9. – Sequenciação por nanoporos. a) Translocação do polinucleótido (a preto) 

através do nanoporo controlado por uma enzima (a vermelho). b) Corrente iónica 

registada através do nanoporo (Deamer et al., 2016). 

 

Foi necessário a incorporação de enzimas e, posteriormente, algumas manipulações a 

nível enzimático para que a sequenciação fosse possível. No início, a identificação das 
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bases era difícil porque estas atravessavam a região de deteção do poro em menos de 10 

µs. A identificação dos nucleótidos usando as pequenas modificações de corrente 

necessitava de uma maior razão sinal/ruído, exigindo que cada base residisse na zona de 

deteção do nanoporo por, pelo menos, 100 µs. A utilização da phi29 DNA polimerase por 

exemplo, permitiu o controlo da velocidade da deposição das bases no poro, tornando 

possível a leitura individualizada dos nucleótidos presentes na sequência (Figura 9. b)) 

(Deamer et al., 2016).  

A ONT desenvolveu recentemente as plataformas GridION e MinION (Figura 10.) que 

competem com outros métodos de sequenciação tanto a nível de precisão como de custo. 

A MinION é um dispositivo portátil e do tamanho de uma pen-drive, sendo esta a única 

plataforma descartável em miniatura disponível no mercado (Moreno, 2013).  

O interesse pela sequenciação por nanoporos reside sobretudo pelo facto deste método 

fornecer uma sequência de moléculas de DNA individuais com comprimentos de leitura 

muito longos (podem atingir os 50.000 bp) (Branton et al., 2008) e a portabilidade que a 

plataforma MinION oferece. 

 

 

 

Figura 10. – Dispositivo MinION (Oxford Nanopore Technologies, 2013). 

• Transmission Electron Microscopy 

Uma vez que os nucleótidos numa cadeia de DNA não podem ser diretamente detetados 

por microscopia eletrónica, a sequenciação baseada na microscopia eletrónica requer a 

modificação individual das bases por referências que têm um maior número atómico. 

Numa abordagem que é análoga à utilização de fluoróforos para marcar o DNA no 

https://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwif29Sk08LWAhUC2hoKHccCAWMQjRwIBw&url=https://nanoporetech.com/products/minion&psig=AFQjCNFjZo3IVw4FGDZOYuqcfyyRXRPstw&ust=1506508351290069
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método de Sanger, utilizam-se passos de amplificação para marcar as diferentes bases da 

cadeia de DNA que têm um contraste diferente na microscopia eletrónica. Tem uma 

capacidade potencial de produzir comprimentos de leitura que ultrapassem os 100.000 bp 

(Bell et al., 2012), mas o passo de sequenciação não é inteiramente direto porque é 

necessário um espaçamento de base a base uniforme para obter leituras confiáveis. Este 

tipo de sequenciação é ainda muito teórico e não existem ainda plataformas 

comercialmente disponíveis. 

• Electronic Sequencing 

Este método inclui o uso de campos magnéticos e eletrónicos para imobilizar beads que 

transportam os ácidos nucleicos para serem sequenciados. Algumas etapas de 

sequenciação eletrónica foram demonstradas em sistemas modelos, mas esta tecnologia 

ainda está em desenvolvimento (Fuller et al., 2016).  

 

6.3.1. Aplicação clínica 

As sequenciações de 3ª e 4ª geração têm tido um grande impacto nos estudos epigenéticos 

que, consequentemente, têm vindo a auxiliar o desenvolvimento de novos fármacos. 

Como os perfis epigenéticos são dependentes do tipo de célula e são criados por fatores 

genéticos e ambientais, a exploração destes mecanismos epigenéticos levou à descoberta 

de novos biomarcadores que são uteis no desenvolvimento de fármacos (Heerboth et al., 

2014). Já existem biomarcadores disponíveis baseados na epigenética, como por 

exemplo, a associação da metilação do septo 9 ao cancro colorretal (Y. Li et al., 2014), e 

fármacos, como o Vorinostat (Bubna, 2015) que é um inibidor da histona desacetilase 

para o tratamento do linfoma cutâneo das células T, que foram, entretanto, desenvolvidos 

recorrendo ao auxílio das técnicas de 3ª geração (Ozsolak, 2012). 

O recurso à sequenciação da 3ª geração também não só permitiu a observação do estado 

de metilação e deteção direta das modificações dos nucleótidos, como também 

possibilitou que outros componentes epigenéticos fossem estudados, nomeadamente a 
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organização da cromatina e modificações de histonas (Heerboth et al., 2014). A 

integração dos estudos epigenéticos e os mecanismos transcriptómicos possibilitaram a 

descoberta de novos biomarcadores que fossem aplicados nas vacinas. As diferenças nas 

respostas induzidas pelas vacinas só podiam ser detetadas nos estudos de células únicas 

e não com as abordagens tradicionais que envolviam a medição de um sinal médio num 

grande número de células. As técnicas da 2ª geração eram aplicadas nas medições de 

células únicas, mas os passos necessários para a manipulação de células diminuíram 

significativamente a qualidade dos dados. Daí que as técnicas de 3ª geração 

providenciaram uma solução mais direta para os estudos que envolviam populações de 

células raras, tais como as células tumorais circulantes (Yu et al., 2011) e a determinação 

dos mecanismos de expressão de genes nas células T CD8 no desenvolvimento de vacinas 

(Flatz et al., 2011).  

Para que o potencial máximo da sequenciação da 3ª e 4ª geração seja atingido para o 

desenvolvimento de fármacos, as empresas detentoras das plataformas necessárias para 

tal, necessitam de alcançar viabilidade económica (Ozsolak, 2012). Os sequenciadores de 

alto rendimento da 2ª geração de baixo custo são as preferíveis para ambientes de pesquisa 

e diagnóstico o que dificulta a introdução das plataformas de 3ª geração no mercado. Isto 

quer dizer que a conquista e viabilidade comercial destas empresas dependerá, em grande 

parte, da sua capacidade de diferenciação e oferta, assim como as suas vantagens 

económicas (Branton et al., 2008).  

6.3.2. Limitações técnicas 

Embora as técnicas de 3ª geração apresentem um grande número de vantagens face às 

técnicas de 2ª geração, estas ainda continuam a ser otimizadas de modo que as suas 

limitações sejam superadas e o seu custo justifique a sua adesão nas várias áreas 

científicas (Heather and Chain, 2016). 

A nanopore sequencing, apesar da sua elevada sensibilidade e baixo custo, a maior 

limitação deste método consiste na destruição da amostra no processo da sequenciação 

que pode ser considerado como um obstáculo para as aplicações com amostras preciosas, 
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não permitindo um segundo ciclo de leitura para redução de erros (Kircher and Kelso, 

2010). 

Em relação à plataforma Heliscope que utilizava a abordagem tSMS, a sua desvantagem 

mais significativa residia no comprimento de leitura, que se situava entre os 25 e 150 bp 

(King, 2015). O tempo da reação da sequenciação, que demorava sensivelmente cerca de 

8 dias (Donaldson et al., 2015) a ser completada, também era uma grande desvantagem 

principalmente para os grandes centros clínicos que pretendessem utilizar esta tecnologia.  

O sistema PacBio SMRT parece incrível, mas não o é devido a algumas limitações. Um 

dos principais problemas que apresenta é a sua célula de fluxo não ter um rendimento tão 

alto quando comparado com a plataforma Illumina (Goodwin et al., 2016). Nem todas os 

ZMWs realizarão reações de sequenciação bem-sucedidas. Alguns dos poços 

simplesmente não apresentam o template DNA o que influencia o rendimento da 

plataforma (Ghorbanpour et al., 2017). A PacBio tem leituras longas, mas com menos 

rendimento, do que a Illumina, que tem leituras mais curtas mas com um melhor 

rendimento já que utiliza mais do que uma célula de fluxo (Roberts et al., 2013). Um 

outro problema que apresenta é a sua taxa de erro ser mais alta do que a da Illumina. São 

precisos muitos passos na metodologia para adquirir uma precisão de 99%, o que depois 

se reflete no custo da plataforma (Ghorbanpour et al., 2017).    
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7. Conclusão 

O desenvolvimento de novas técnicas de sequenciação aliadas à inovação das PCRs, 

contribuiu significativamente para o conhecimento do genoma humano. Todo este 

esforço científico abriu portas para a terapia personalizada ser empregue na prática 

clínica. A premissa de um medicamento para todos está cada vez mais recuada sempre 

que se desvenda mais um mistério genético através da tecnologia acessível e simples que 

nos é apresentada hoje em dia. A sequenciação de 3ª e 4ª geração mostram-se cada vez 

mais prometedoras na área da investigação clínica ao revelar projetos ambiciosos que 

visam a compreensão da informação codificada nos genomas inteiros, assim como a 

completa caracterização dos transcriptomas e uma melhor compreensão da relação entre 

as proteínas e DNA. Tal esclarecimento nestas áreas auxiliam a indústria farmacêutica no 

desenvolvimento de novos fármacos que podem ser aplicados na terapia individual dos 

doentes, de forma a solucionar os presentes desafios relacionados com a metabolização 

de fármacos e os efeitos adversos intrínsecos a estes. Porém, este sonho da terapia 

individualizada está ainda muito longe de ser concretizado visto que emergem questões 

de carácter económico e, sobretudo, de carácter ético.  

O impacto financeiro dos fármacos sempre foi um aspeto relevante na indústria 

farmacêutica. Atualmente, cerca de 30 grandes empresas farmacêuticas estão a investir 

na farmacogenómica, como por exemplo a Roche e a Pfizer, e o principal interesse das 

empresas na farmacogenómica é melhorar a sua eficácia na descoberta e desenvolvimento 

de novos medicamentos. Para alguns, o conceito da farmacogenómica no mercado 

adaptado a uma subpopulação com um genótipo específico tem sido visto muito 

desfavoravelmente porque pode excluir doentes com genótipos particulares e levar ao 

aumento de reações adversas a medicamentos, já que o fármaco é apenas comercializado 

para um grupo restrito de indivíduos. Mas é provável que as empresas estejam mais 

interessadas em identificar possíveis reações adversas, ao ter em conta as enormes 

implicações financeiras da retirada do produto do mercado. As empresas farmacêuticas 

parecem estar menos interessadas nos fármacos com licença, exceto quando podem lucrar 

com uma eventual extensão da licença, como já aconteceu com o fármaco abacavir usado 
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no tratamento do HIV. Foi reportado que alguns doentes apresentam sérias reações de 

hipersensibilidade ao abacavir, pelo que é necessária uma interrupção no tratamento com 

esse fármaco. No entanto, a recente disponibilidade dos testes genéticos para a 

hipersensibilidade pode reduzir substancialmente esse risco, o que equivale à continuação 

da comercialização desse medicamento. Dado que os custos para o desenvolvimento de 

um novo fármaco são exorbitantes (em média rondam os mil milhões), os custos dos 

testes genéticos são bastante acessíveis e, por isso, mais atraentes para as empresas. 

Embora exista o risco de segmentação no mercado, a maioria das empresas estão 

interessadas em desenvolver medicamentos eficazes e seguros para todos os subgrupos.  

A farmacogenómica pode ajudar a recuperar medicamentos que são ineficazes na 

população em geral, mas que são eficazes num subgrupo. Porém, é improvável que os 

medicamentos retirados do mercado por questões de segurança sejam resgatados. A 

maioria desses fármacos estará fora da patente e, por consequência, deixam de ser 

financeiramente atrativos. Os dados genéticos necessários para o desenvolvimento de 

testes adequados possivelmente deixarão de estar disponíveis. Contudo, mesmo que a 

indústria não tenha interesse em desenvolver fármacos para um determinado subgrupo, o 

seu investimento é salvaguardado uma vez que podem vender os seus direitos a empresas 

mais pequenas e inovadoras que estão dispostas a apostar na continuação do 

desenvolvimento do medicamento para esse subgrupo. 

Em termos de diagnóstico, como já foi previamente discutido, embora existam 

biomarcadores genéticos que os clínicos podem usar para prever a eficácia e/ou 

toxicidade, o verdadeiro desafio estará na resolução das mais variadas questões que 

surgirão, a saber: se os biomarcadores devem ser utilizados na avaliação do doente e saber 

quando utilizar os testes de diagnóstico. Muitos cientistas defendem que a utilidade 

clínica dos biomarcadores é apropriado nos doentes e que estes testes são um 

investimento na saúde pública, prometendo melhorar o resultado clínico e a partilha do 

conhecimento científico nos vários centros. Outros, defendem que é difícil prever até que 

ponto a informação nas várias variantes genéticas é relevante no tratamento clínico. As 

barreiras comerciais, económicas e sociais, que são alimentadas pelos acionistas com 

diferentes agendas, poderão impedir a sua integração na indústria farmacêutica.  



 

 

56 

 

Além disso, algumas preocupações foram levantadas pela comunidade científica sobre o 

direito individual à privacidade, bem como a potencial discriminação e ilegibilidade para 

o emprego e seguros. O ato de não-discriminação por informação genética (GINA), 

lançado em 2008, proíbe especificamente o uso indevido de informações genéticas nas 

decisões de emprego, coberturas de seguro, bem como na decisão dos países sobre quem 

pode residir no seu país. Uma outra intenção do GINA é encorajar os indivíduos a 

participarem na pesquisa genética, mas as questões de partilha de informações e 

confidencialidade não satisfizeram as partes interessadas, nomeadamente os doentes. 

Discute-se quais as instâncias não governamentais que devem ter propriedade sobre os 

materiais genéticos e o direito de aceder e de saber qual delas deve ter direito a essas 

informações. Estas questões são primordiais para assegurar a confidencialidade e 

identidade da pessoa humana. Esta abordagem ainda não foi satisfatoriamente concluída. 

Ora, estas questões poderão ser suficientes para barrar o potencial do desenvolvimento 

da farmacogenómica.  

É importante, no entanto, ter em conta que a análise clínica de um certo indivíduo se 

reflete no momento enquanto que a análise genómica providencia dados definitivos. A 

análise genómica é baseada no conceito de probabilidades e, embora haja genes que 

possam ter um impacto patológico no indivíduo, muitas das vezes essas patologias nem 

sequer se chegam a manifestar e, neste aspeto, a farmacogenómica estaria a influenciar o 

livre arbítrio individual, assim como os direitos básicos de cada pessoa. 

A área da medicina preventiva também pode beneficiar da farmacogenómica uma vez 

que ao executar testes genéticos nas várias populações pode reduzir o custo na saúde. No 

entanto, o que distingue a farmacogenómica de outros instrumentos que são utilizados na 

medicina preventiva é o facto dos clínicos não saberem o que fazer quanto aos achados 

genéticos acidentais. O que fazer com esta informação? Trata-se de informação que é 

propriedade do indivíduo e a comunidade e a legislação ainda não estão preparadas para 

lidar com tal panorama.   

Uma outra temática que deve ser abordada refere-se ao modo de procedimento acerca do 

agrupamento dos indivíduos para tratamento, tendo como base a sua informação genética. 

Um grupo poderá conter indivíduos que respondam bem ao medicamento e, outro grupo 
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poderá conter indivíduos que possuem genes que não lhes permitam adquirir uma reação 

positiva ao fármaco. Este cenário levanta várias questões que são pertinentes na utilização 

da farmacogenómica na indústria farmacêutica. Em primeiro lugar, trata-se de determinar 

quais os grupos que devem ser alvo desta indústria e saber o que acontece aos indivíduos 

que não pertencem ao grupo dos seus interesses. Assim, torna-se necessário questionar 

quais os grupos a ser tratados. Exemplificando: imagine-se que existe um grupo pequeno 

de pessoas que melhor reage ao medicamento e que esse grupo pequeno corresponde a 

indivíduos mais ricos e com interesse nesta indústria.  

Temos legitimidade para pensar, segundo este exemplo, que a farmacogenómica pode 

revolucionar o sistema de saúde, mas ao mesmo tempo também pode excluir indivíduos 

de potenciais tratamentos se for gerida com outros interesses em conta.   

Para finalizar, a farmacogenómica ainda não é universalmente empregue na prática 

clínica porque não existem muitas seguradoras ou outras instâncias, que estejam 

interessadas em pagar estes custos, uma vez que o argumento apresentado se baseia na 

probabilidade das variantes detetadas terem relevância clínica. Na prática, continua-se a 

utilizar as técnicas da PCR, que são mais económicas e auxiliam bastante no diagnóstico 

clínico. A medicina individualizada encontra-se ainda muito distante de ser concretizada, 

mas quando a farmacogenómica se tornar uma ciência indispensável na prática clínica, 

esta será definitivamente um fator decisivo na prática médica com o potencial de salvar 

muitas vidas.  
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