
 

 
 

 

M 

 

Algoritmo para Seleção das Plataformas de NGS para 

a Oncologia Clínica 
Angélica Cristina Neto Ribeiro 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

09/20 25  

MESTRADO  

TÉCNICAS LABORATORIAIS EM BIOPATOLOGIA   



 

   I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algoritmo para Seleção das Plataformas de NGS para a Oncologia Clínica 

 

 

Autor 

Angélica Cristina Neto Ribeiro 

Orientadores 

Prof. Luís Cirnes, Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto 

(IPATIMUP); Escola Superior de Saúde, Instituto Politécnico do Porto (E2S|P.PORTO) 

Prof. Doutora Regina Augusta Alves Pereira da Silva, E2S|P.PORTO 

 

 

 

Relatório de Estágio apresentado para cumprimento dos requisitos 

necessários à obtenção do grau de Mestre em Técnicas Laboratoriais em 

Biopatologia – Ramo de Especialização em Patologia Molecular pela 

Escola Superior de Saúde do Instituto Politécnico do Porto. 

 



 

   II 

Agradecimentos 

Gostaria, primeiramente, de agradecer, de um modo geral, a todos os que, de alguma maneira, 

estiveram envolvidos no meu estágio e/ou na concretização desta tese.  

Em especial, gostaria de agradecer às instituições i3S (Instituto de Investigação e Inovação em Saúde, 

Universidade do Porto) e ao Ipatimup Diagnostics, por me terem proporcionado esta oportunidade de 

obter diversas experiências de aprendizagem, tanto atra vés da plataforma científica Genomics 

(GenCore), como no grupo de investigação Cancer Metastasis.  

Em particular, gostaria de agradecer, ao meu orientador deste projeto, Professor Luís Cirnes, por me 

ter integrado no Ipatimup Diagnostics, e pela sua orientação, que foi fundamental para a realização deste 

projeto. Agradeço também à Patrícia Domingues, po r me ter auxiliado nos primeiros passos deste 

projeto.  

Para além disso, gostaria de agradecer profundamente aos elementos da plataforma científica 

Genomics (GenCore), Ana Mafalda Rocha e ao Rob Mensink, pela partilha colossal de experiência e de 

conhecimentos de ambos, mas sobretudo, pelo carinho, paciência, apoio e dedicação demonstrados ao 

longo do meu percurso na instituição.  

Gostaria também de agradecer à Joana Paredes e a todos os restantes elementos do grupo de 

investigação Cancer Metastasis, que, apesar da minha chegada inesperada, me acolheram com grande 

generosidade. Agradeço ainda todo o conhecimento transmitido num curt o espaço de tempo e a 

oportunidade de conhecer de perto a dinâmica diária de um grupo de investigação. 

Agradeço ainda à Professora Regina, pela orientação e paciência que teve comigo durante o 

desenvolvimento deste projeto.  

Não poderia deixar de referir, que este projeto definitivamente não teria sido concretizado sem o apoio 

inabalável da minha família, que desde sempre foram os meus maiores pilares de força, motivação e 

amor. Agradeço-vos por me terem sempre acreditado em mim, e por me incentivarem sempre a seguir 

os meus sonhos, mesmo quando pareciam inalcançáveis.  

Por fim, agradeço aos meus amigos que surgiram ao longo deste mestrado, especialmente na 

especialidade de Patologia Molecular. Em particular à Débora, Mariana e Filipa, por todos os momentos 

bons e desafios compartilhados ao longo deste mestrado. 

 

 

  



 

   III 

Resumo 

Com os avanços das tecnologias de sequenciação de nova geração, surgiram plataformas c ujas 

características influenciam a aplicação clínica em oncologia. Até ao momento, não existia nenhum 

algoritmo capaz de identificar as aplicações clínicas mais adequadas para cada plataforma, tanto em 

targeted sequencing como em sequenciação do exoma completo. O principal objetivo d este estudo 

exploratório foi desenvolver um algoritmo que apoie essa seleção. 

Realizou-se uma pesquisa bibliográfica nas bases PubMed, Web of Science e Scopus, abrangendo 

artigos originais publicados entre 2019 e 2025 . Foram analisados 239 artigos, permitindo determinar 

parâmetros de desempenho , como profundidade de cobertura, tipo e quantidade  de amostra, 

comprimento de leitura, Phred quality score, limite de deteção, custo por amostra, tempo de resposta, e 

a capacidade de detetar diferentes variantes genéticas. 

Observou-se que as plataformas short- read representam mais de 90% dos estudos clínicos, com 

elevada profundidade de cobertura. A sequenciação do exoma completo foi aplicada em situações  

especificas, enquanto o targeted sequencing predominou no diagnóstico clínico. As plataformas long-

read destacaram-se na deteção de regiões complexas, com utilização clínica limitada. 

Os resultados permitiram desenvolver um algoritmo que orienta a seleção da plataforma mais 

adequada para cada contexto clínico, promovendo uma aplicação mais eficiente das plataformas de 

sequenciação. 

 

 

Palavras - chave: Sequenciação de Nucleotídeos em Larga Escala; Sequenciamento do Exoma; Testes 

Genéticos; Neoplasias; Algoritmos 
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Abstract 

With advanced in next -generation sequencing technolog ies, platforms have emerged whose  

characteristics influence clinical application in oncology. Until now, there has been no algorithm capable 

of identifying the most appropriate clinical applications for each platform, both in targeted sequencing 

and whole exome sequencing. The main objective of this exploratory study was to develop an algorithm 

to support this selection.  

A literature search was conducted in the PubMed, Web of Science, and Scopus databases, covering 

original articles published between 2019 and 2025. A total of 239 articles were analysed, allowing the 

determination of performance parameters such as coverage depth, sample type and quantity, read 

length, Phred quality score, detection limit, cost per sample, turnaround time, and the ability to detect 

different genetic variants. 

It was observed that short - read platforms represent more than 90% of clinical studies, with high 

coverage depth. Whole exome sequencing was applied in specific situations, while targeted sequencing 

predominated in clinical diagnosis. Long-read platforms stood out in the detection of complex regions, 

with limited clinical use. 

The results enabled the development of an algorithm that guides the selection of the most appropriate 

platform for each clinical context, promoting a more efficient application of sequencing platforms.  

 

 

Keywords: High-Throughput Nucleotide Sequencing; Exome Sequencing; Genetic Techniques; 

Neoplasms; Algorithms 
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1. Introdução 

1.1. Breve História da Sequenciação 

A identificação do DNA (ácido desoxirribonucleico) teve início em 1928, através das experiências de 

Frederick Griffith, que demonstraram o fenómeno da transformação bacteriana ao observar que uma 

estirpe não virulenta de Streptococcus pneumoniae adquiria virulência quando exposta a extratos de 

estirpes virulentas inativadas pelo calor. No entanto, só em 1944, Oswald Avery e os seus colaboradores 

demonstraram que a substância transformadora era o DNA, comprovando-o como a macromolécula 

responsável pelo armazenamento da informação genética. (1–4) Contudo, a estrutura tridimensional do 

DNA só foi esclarecida em 1953 por Watson e Crick, a partir dos dados cristalográficos produzidos por 

Rosalind Franklin e Maurice Wilkins. (5–7)  

A determinação da estrutura do DNA permitiu compreender o funcionamento do material genético e 

impulsionou o desenvolvimento de diversas técnicas de biologia molecular, entre as quais se destaca o 

PCR (Polymerase chain reaction), desenvolvido em 1983 por Kary Mullis. Esta técnica, baseada em ciclos 

repetidos de temperatura controlada, permite a replicação de um segmento de DNA através de ciclos 

sucessivos que promovem a amplificação exponencial da sequência-alvo, num curto espaço de tempo. 

A introdução do PCR possibilitou avanços significativos, nomeadamente na sequenciação de DNA. (8) 

Esta técnica permite determinar a ordem exata das bases azotadas ao longo de um segmento de DNA, 

através de metodologias laboratoriais que possibilitam identificar a sequência nucleotídica amplificada. 

(1,9,10) 

No entanto, somente na década de 70 é que foi possível determinar uma sequência de nucleótidos de 

DNA, através do método conhecido como sequenciação de Maxam -Gilbert. Neste método, o DNA é 

marcado nas extremidades com substâncias radioativas e, em seguida, submetido à clivagem parcial do 

DNA através da utilização de diferentes agentes químicos, consoante a especificidade da base azotada. 

Através de uma eletroforese em gel de poliacrilamida, os fragmentos de DNA são discriminados pelo seu 

tamanho, sendo visualizada a sua separação (Figura 1). (11–13)  

 

 

 
Figura 1: Breve história da sequenciação. 
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A sequenciação de Sanger , desenvolvida por Frederick Sanger, é uma técnica fundamental para a 

determinação da sequência de nucleótidos num fragmento de DNA. (7,14) O método baseia-se na síntese 

de fragmentos de DNA , cuja extensão é interrompida aleatoriamente pelos trifosfatos 

didesoxinucleotídeos (ddNTP), designados por nucleotídeos terminadores. (7,13,14) Essa interrupção 

aleatória gera fragmentos de diferentes compr imentos, cuja análise permite  determinar 

sequencialmente a sequência completa de nucleótidos com elevada precisão por base. (7,9,15,16) 

A sequenciação de Sanger continua atualmente a ser considerada o gold standard para a 

sequenciação de DNA. No entanto, tal como acontece com outras metodologias laboratoriais,  esta 

também apresenta limitações, sendo a principal o baixo rendimento, o que a torna pouco prática para a 

sequenciação de genes inteiros. Esta limitação decorre do facto de a técnica apenas permitir sequenciar 

um único alvo por reação, o que implica que a obtenção da sequência completa tenha de ser feita 

fragmento a fragmen to. Para c obrir toda a sequência codificante, é necessária a amplificação de 

múltiplos fragmentos por PCR, o que aumenta significativamente a complexidade do processo à medida 

que o número de fragmentos aumenta. Adicionalmente, cada alvo tem de ser submetido individualmente 

à eletroforese capilar. (2,16–18) Apesar disso, a técnica continua a ser amplamente utilizada, 

nomeadamente para a validação de mutações detetadas por outras metodologias, para a análise de 

mutações-alvo em estudos de segregação familiar e por permanecer como um método rápido e 

económico. (17) 

A pirosequenciação consiste num método de sequenciação por síntese que se baseia na deteção de 

sinais luminosos causados pela incorporação de nucleótidos durante a síntese do DNA. (7,19–21) A 

polimerase, direcionada por um primer , adiciona nucleótidos complementares à sequência molde, 

libertando moléculas de pirofosfato a cada incorporação. A quantidade de pirofosfato libertada é 

proporcional ao número de nucleótidos incorporados, de modo que sequências contínuas de nucleótidos 

geram sinais proporcionais ao número de bases incorporadas. A análise destes sinais possibilita 

determinar sequencialmente a sequência de nucleótidos. (7,21) Os principais avanços conseguidos por 

esta metodologia foram a redução da quantidade de reagentes necessários para a sequenciação, e um 

maior rendimento, bem como a capacidade de realizar sequenciação em larga escala, comparativamente 

com a sequenciação de Sanger. Esta inovação permitiu ampliar significativamente as possibilidades de 

aplicação genómica, com redução dos custos, sendo uma das primeiras tecnologias, além da 

sequenciação de Sanger, com capacidade para realizar a sequenciação completa do genoma humano. 

(22,23) Contudo, esta técnica apresenta algumas desvantagens, como a redução do comprimento de 

leitura, normalmente entre 40 e 60 pares de bases (pb) , comparativamente com a sequenciação de 
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Sanger. (7) Além disso, nucleótidos idênticos consecutivos geram um sinal proporcional ao número de 

nucleótidos repetidos, o que pode comprometer a precisão da sequenciação em regiões 

homopoliméricas, isto é, regiões constituídas por repetições consecutivas do mesmo nucleótido. 

Todavia, um desenho adequado de primers e/ou outros ensaios complementares permite contornar 

essa dificuldade. (7,24) 

Apesar das limitações da pirosequenciação, o sequenciador da Roche 454,  lançado em 2005  por 

Jonathan Rothberg , representou um avanço significativo ao introduzir esta abordagem de alto 

rendimento. (7,9,22) Esta tecnologia marcou o início da sequenciação de nova geração (NGS), 

distinguindo-se das metodologias anteriores pela inovação técnica. Embora tenha sido descontinuado 

em meados de 2010 , (25) o sequenciador Roche 454 consolidou -se como um ponto de viragem na 

história da sequenciação, perspetivando um caminho para o desenvolvimento e implementação massiva 

das plataformas de sequenciação. (7,9) 

 

1.2. Sequenciação de Nova Geração (NGS) 

A NGS, também conhecida como sequenciação de segunda geração, sequenciação de alto rendimento 

ou sequenciação massiva paralela, foi amplamente aceite e incorporada em numerosos laboratórios 

clínicos de diagnóstico molecular bem como na área da investigação . (1,7) A NGS determina 

simultaneamente a sequência de bases azotadas de milhões de fragmentos de DNA ou cDNA (DNA 

complementar) por execução, proporcionando um elevado rendimento e rapidez, a um custo reduzido por 

base, (2,9,18,26) em contraste com a sequenciação de Sanger, que só sequencia um fragmento de cada 

vez. (17) Assim, é possível a realização da sequenciação através de targeted sequencing  para 

determinadas patologias, sequenciação de exoma e sequenciação de genoma. (27,28) Por conseguinte, 

possui uma elevada aplicabilidade em diversos ramos, como no rastreio pré-natal não invasivo; rastreio 

e diagnóstico genético pré - implantatório; doenças genéticas raras; deteção de microrganismos 

patogénicos e metagenómica, e mutações em genes associados ao desenvolvimento de neoplasias. 

(15,26) Diversas plataformas de NGS estão acessíveis comercialmente e empregam distintas químicas 

de sequenciação para gerarem dados de sequenciação, cada uma com características particulares do 

produtor que fornece o equipamento. As plataformas atuais utilizam o mesmo princípio de sequenciação, 

porém variam na metodologia para produzirem e detetarem os sinais da sequenciação (Figura 2). (7) 
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 Figura 2: Visão geral das diferentes etapas do NGS realizado por várias tecnologias em diferentes plataformas. Legenda: cPAS -    
Combinatorial probe- anchor synthesis , ISC -  Ion semiconductor chips , PCR -  Polymerase chain reaction, RCA -  Rolling circle   
amplification, SBB -  Sequenciação por ligação; SBS -  Sequenciação por síntese; SMRT -  single- molecule, real- time sequencing  
technology (Adaptado) (29) 

 

1.2.1. Etapas da Sequenciação Massiva Paralela 

Todas as plataformas de NGS seguem as mesmas etapas que abrange a preparação das bibliotecas 

de NGS; enriquecimento do alvo; sequenciação e análise bioinformática. (13) Na primeira etapa, a partir 

dos ácidos nucleicos procede -se à preparação das bibliotecas de  sequenciação, na qual o conceito 

“biblioteca” refere- se a um conjunto de DNA ou cDNA que foi adaptado para ser compatível com a 

plataforma de sequenciação selecionada. (7,13) Consiste na fragmentação do DNA ou cDNA para o 

tamanho desejado, normalmente entre 100 e 800 pb, consoante os ácidos nucleicos alvo, da plataforma 

de NGS, dos adaptadores utilizados, e se será utilizado a sequenciação single-end (SE) ou paired-end 

(PE). Importa referir que esta etapa nem sempre é obrigatória. (7,13,30) Na sequenciação SE, cada 

fragmento de PCR é sequenciado na íntegra partir de uma extremidade, de modo a resultar num quadro 

de leitura por fragmento. Em contraste, com a sequenciação PE, cada fragmento de PCR é sequenciado 

em ambas as extremidades, resultando em dois quadros de leitura por fragmento. A sequenciação SE é 

de menor custo e apropriada para análise de expressão diferencial, enquanto a sequenciação PE é mais 

adequada para estudos de isoformas genéticas e splicing alternativo, pois exigem um melhor 

alinhamento. (13)  

Esta fragmentação  do DNA ou cDNA  pode ser efetuada através de métodos físicos (ultrassons), 

enzimáticos (DNA I ou outra enzimas de restrição; transposase) e físico-químicos (calor e catiões 

metálicos divalentes), sendo o método enzimático o mais comum. (7,13) O tamanho dos fragmentos de 
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DNA obtidos depende do tempo de incubação e da temperatura, o que permite personalizar a etapa de 

fragmentação, de modo que os fragmentos mais curtos e longos apresentam vantagens distintas. Nos 

fragmentos de menor tamanho, é mais provável que ambas as extremidades se encaixem dentro de um 

exão, que geralmente é o foco de interesse, ao passo que fragmentos de maior tamanho (longos) tendem 

a ter uma extremidade a terminar num intrão e outra no exão , o que favorece uma cobertura mais 

uniforme. (7) Concomitantemente ao processo de fragmentação, ocorre também o processo de 

reparação do DNA e a adição de uma cauda de poly(A). Isto deve -se ao fato de que, durante a 

fragmentação, são formadas extremidades nos fragmentos com nucleótidos aleatórios expostos, sendo 

a etapa de reparação final responsável por produzir fragmentos de DNA com extremidades definidas, 

incluindo a adição de uma cauda de poly(A) que é inserida na extremidade 3’ em ambos os lados do DNA 

de cadeia dupla (dsDNA), de forma a complementar o adaptador que possui uma timina na extremidade 

3’. (7,13) 

A ligação de adaptadores aos fragmentos de DNA é realizada através de ação enzimática, como pela 

DNA ligase. Os adaptadores são oligonucleotídeos sintetizados que atuam como uma interface entre o 

DNA da amostra e a plataforma de sequenciação. (7) Um adaptador consiste numa sequência de ligação 

complementar do DNA da amostra à plataforma de sequenciação, que inclui: i) uma sequência de ligação, 

que é complementar aos fragmentos de oligonucleótidos ligados à plataforma de sequenciação; ii) uma 

sequência de leitura, onde ocorre a iniciação da reação de sequenciação; iii) uma sequência de índice da 

amostra (um código de barras de identificação da amostra), que é uma sequência curta exclusiva para 

cada amostra do lote (7); e iv) os unique molecular identifiers, que são sequências de 10 a 15 nucleótidos 

que funcionam como um “código de barras molecular”, que permite identificar cada fragmento de DNA 

com um identificador único antes da amplificação. Após a amplificação, as leituras sequenciadas que são 

alinhadas à mesma região com unique molecular identifiers idênticos são consideradas clones de um 

único fragmento de DNA original, enquanto fragmentos com unique molecular identifiers distintos 

alinhados a essa região são consi derados provenientes de moléculas originais de DNA diferentes, 

permitindo assim a sequenciação de uma mistura de bibliotecas na mesma  reação. Uma vez que a 

amplificação do DNA pode diferir entre regiões, a contagem de leituras de sequenciação com qualidade 

inferior pode não se refletir na verdadeira distribuição do DNA na amostra. Entretanto, utilizando os 

unique molecular identifiers, pode ser determinado a quantidade total de fragmentos únicos de DNA na 

amostra. (7,31) Além do facto de que a sequenciação de múltiplas amostras em simultâneo poderia ser 

realizada de maneira simples e segura, resultando numa diminuição considerável dos custos de 

sequenciação e num aumento do rendimento da amostra. (31) Após esta etapa, procede -se à 
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amplificação por PCR utilizando primers complementares aos adaptadores, contudo este procedimento 

pode variar dependendo da plataforma de NGS. (13) Em seguida, segue-se o enriquecimento de região 

dirigida, uma vez que a atual capacidade de sequenciar um genoma inteiro num curto período de tempo, 

o custo envolvido e o poder analítico necessário, como o tempo computacional e o de interpretação 

clínica, ainda são excessivamente elevados para uso clínico de rotina. Sendo assim, a maioria dos ensaios 

de NGS recorre à análise de exoma e/ou targeted sequencing de genes específicos, na qual abrange 

apenas um conjunto de genes clinicamente relevantes para o es tudo. (7,13) Este processo de 

enriquecimento, refere-se ao método de pré -sequenciação utilizado para enriquecer regiões de 

interesse do DNA genómico, permitindo a sequenciação posterior. (7)  

Distinguem-se duas abordagens principais para a obtenção do DNA da área de interesse: uma 

baseada na amplificação por amplicons e outra na captura híbrida (hibridização com sequências 

complementares). O enriquecimento por amplicons, utilizada principalmente pela plataforma Ion Torrent, 

é frequentemente combinado com a etapa de preparação da biblioteca. (7,13,30,32) Por outro lado, a 

captura híbrida é a abordagem mais adotada pela maioria das restantes plataformas de NGS. No entanto, 

a escolha da abordagem depende do tamanho da região-alvo e da quantidade de DNA disponível na 

amostra clínica. (7) A técnica de enriquecimento por amplicons conhecida como a extensão de SE é uma 

técnica comum de enriquecimento por amplicons que utiliza DNA ligado ao adaptador de SE como base 

para iniciar o processo. O processo de amplificação utiliza um conjunto de primers que contém um primer 

universal direcionado para o local de ligação do primer no adaptador e diversos primers específicos para 

o gene/região, além do unique molecular identifier exclusivo do modelo original. Após uma amplificação 

inicial com primers e specíficos de genes ou regiões, em conjunto com um primer universal para o 

adaptador, realiza-se uma segunda amplificação com um novo conjunto de primers universais para 

completar a molécula de DNA da biblioteca, conferindo- lhe adaptadores em ambas as extremidades com 

o fragmento de interesse no centro. (7) Esta amplificação baseada em primers produz uma elevada 

especificidade do alvo, uma vez que os fragmentos correspondem apenas às regiões captadas por estes 

primers específicos de genes/regiões, sendo por isso preferencialmente utilizada no enriquecimento de 

regiões mais pequenas. (7,13) Entretanto, um ensaio que envolva amplificação por amplicons está sujeito 

ao viés da amplificação, uma limitação reconhecida deste tipo de abordagem, que pode reduzir a 

complexidade da biblioteca e comprometer a deteção de variantes de baixa frequência. (7) Embora o 

unique molecular identifier contribui para mitigar este problema, ao permitir a identificação do modelo 

original do DNA amplificado, a quantidade de modelos originais únicos depende, em grande parte, do 

material inicial e do número de ciclos de amplificação. Ainda assim, com um design de painel apropriado, 
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este método revela-se robusto e eficiente na preparação de bibliotecas de NGS de elevada qualidade. (7) 

Este método é vantajoso para amostras c om quantidade limitada de DNA, representando assim uma 

vantagem significativa, uma vez que as amostras clínicas de rotina usualmente apresentam uma elevada 

variação na quantidade e na qualidade do DNA. Além disso, o enriquecimento do alvo baseado em 

amplificação por PCR também apresenta um tempo de resposta mais curto em comparação com a 

captura híbrida. (7) Uma outra abordagem para o enriquecimento da região alvo é através da captura 

híbrida onde são usadas sondas  reporter (por exemplo: sequências de oligonucleotídeos biotinilados) 

para serem complementares às sequências de interesse que são fixadas a uma superfície sólida ou a 

microbeads. As amostras de DNA que apresentem as sequências detetadas pelas sondas reporter irão 

hibridar à superfície sólida/ microbeads, e essas superfícies ou microbeads carregadas podem ser 

isoladas por métodos físicos, como a filtração ou por separação magnética. O DNA alvo é então eluído na 

superfície fixa após a remoção do DNA não-alvo (purificação). (7) O enriquecimento por captura híbrida é 

geralmente aplicado para grandes regiões genómicas, como o genoma ou exoma completo, uma vez que 

a quantidade elevada de primers de amplificação necessários para estas aplicações é excessiva para 

uma multiplexação ef iciente. (7,33) Além disso, representa também uma vantagem na análise da 

variação do número de cópias (CNVs), uma vez que o procedimento não insere um viés de amplificação 

por meio da PCR durante o enriquecimento do alvo, reduzindo a taxa de erro de sequenciação devido à 

incompatibilidade da amplificação. (7) A principal desvantagem dos métodos de captura híbrida é a 

quantidade mínima elevada que pode chegar até 500 ng da biblioteca para a realização da captura 

hibrida, (7,34) o que pode representar um desafio na sequenciação de amostras clínicas com material 

limitado. Além disso, estes métodos apresentam menos especificidade ao alvo em comparação com os 

métodos baseados em PCR e um tempo de resposta mais longo, variando entre 16 a 72 horas (Tabela 1). 

(7,35) 

 

Tabela 1: Vantagens e limitações do enriquecimento da região alvo através de amplificação por amplicons e captura híbrida.  

 Vantagens Limitações 

Amplificação por amplicons 

Elevada especificidade do alvo 

Baixa quantidade de entrada de DNA 

Menor tempo de resposta  

Propenso ao viés de amplificação 

Número limitado de alvos 

Captura híbrida 

Número ilimitado de alvos 

Não insere viés de amplificação 

Menor taxa de erro de sequenciação 

Elevada quantidade de entrada de DNA 

Menor especificidade do alvo 

Tempo de resposta mais longo 
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A fase  seguinte é a  sequenciação propriamente dita que varia de acordo com a plataforma de 

sequenciação. (7) Atualmente, existem diversas empresas que disponibilizam plataformas de 

sequenciação, cada uma baseada numa metodologia específica. Compreender as vantagens e limitações 

de cada plataforma é fundamental para que os profissionais interpretem corretamente os resultados 

obtidos. (1,7) Após a sequenciação, temos os dados e a necessidade da análise bioinformática, que 

envolve o uso da ciência da computação, matemática, estatística, física, e fundamentos de engenharia 

para adquirir, armazenar, organizar, arquivar, analisar e interpretar os dados biológicos obtidos. Esta 

análise é realizada  através de ferramentas de  software, que variam consoante a plataforma de 

sequenciação, com o objetivo de resolver problemas biológicos complexos,  e melhorar a nossa 

compreensão prática dos mecanismos de diversas patologias, a  partir do grande volume de dados 

gerados. (36–39) A NGS tem como principal vantagem a capacidade de sequenciar vários alvos numa 

reação, ao contrário da sequenciação de Sanger, que ocorre num alvo por reação, proporcionando assim 

uma maior sensibilidade para a deteção de variantes raras. (18,40) No entanto, assim como todas as 

metodologias de sequenciação, a NGS apresenta como limitação comum a todas as plataformas, a 

geração de grandes volumes de dados que requerem processos rigorosos de filtragem e controlo de 

qualidade, para eliminar variantes  de baixa confiança, como artefactos e ruído, e para distinguir 

alterações com significado clínico. Para tal, é essencial o uso de ferramentas bioinformáticas e a 

interpretação de resultados por profissionais com conhecimentos especializados em análise 

bioinformática e de dados, fundamentados no contexto clínico e de acordo com guidelines internacionais. 

(18) 

 

1.3. Plataformas de NGS 

As plataformas de NGS, podem ser classificadas com base em diferentes critérios, incluindo a 

tecnologia utilizada, o método de amplificação ou o comprimento de leitura. Entre estas, a distinção 

baseada no comprimento de leitura é particularmente relevante,  dividindo-se em plataformas de 

sequenciação short- read, que correspondem à sequenciação de segunda geração, e em plataformas de 

sequenciação long- read, designadas como sequenciação de terceira geração. As plataformas de 

sequenciação short- read, atualmente as mais comuns, centram -se na sequenciação de um elevado 

número de pares de nucleótidos num curto período de tempo, recorrendo a leituras curtas entre 100 e 

600 pb. Esta abordagem é particularmente eficaz na compreensão de fenótipos complexos, bem como 

em estudos sobre alterações germinativas e somáticas, deteção de variantes, e sequenciação de exoma. 

Em contrapartida, a sequenciação long- read tem como objetivo sequenciar fragmentos de DNA 
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significativamente mais longos até 900 quilobases. Esta capacidade é essencial para a resolução de 

regiões mais complexas, nomeadamente na identificação de variantes estruturais, análise de metilação, 

haplotipagem, entre outros. (18,41–43)   

Entre as plataformas de sequenciação (Figura 2), incluem-se as plataformas short- read, Ion Torrent 

(Thermo Fisher Scientific), Illumina® , AVITI ™  (Element Bioscience), DNBSEQ Technology (MGI Tech), 

PacBio -  Onso system (Pacific Biosciences), e as plataformas capazes de sequenciação long- read, como 

PacBio -  Vega e a Revio long - read system e Nanopore (Oxford Nanopore Technologies), que não se 

limitam apenas à sequenciação long- read, podendo também realizar sequenciação short- read. 

 

1.3.1. Thermo Fisher Scientific –  Ion Torrent 

A plataforma Ion Torrent é uma tecnologia de alto rendimento baseada em chips semicondutores de 

iões. (2,44) O sequenciador Ion Personal Genome Machine foi introduzido em 2010, seguido pelo Proton 

System em 2012. Posteriormente, em 2018 foi lançado o S5/S5XL, com a principal diferença que o S5 é 

mais simples de operar, apresentando um tempo de execução de apenas de 24 horas, quando combinado 

com o kit de preparação da biblioteca Ion Chef. (44 –46)  O princípio do Ion Torrent, consiste na utilização 

de um chip semicondutor para detetar sinais elétricos, (7,47) permitindo a conversão de sequências de 

nucleótidos diretamente num sinal digital , (18) sem a necessidade de produtos químicos ou 

equipamentos óticos, pois baseia -se numa simples reação química, através da medição do pH. 

(18,47,48) Os fragmentos de DNA são inicialmente ligados a adaptadores, e em seguida capturados por 

microbeads revestidas com sequências complementares e que, posteriormente, são amplificados por 

PCR em emulsão. (2,7,18) Ao elaborar uma emulsão de água e óleo, as microbeads atuam como 

microcâmaras de reação. Em condições adequadas, cada microbead conterá um fragmento de DNA, e a 

amplificação clonal ocorrerá no interior da microbead, resultando na cobertura da microbead com DNA 

clonal, (7) permitindo que milhões de microbeads tenham múltiplas cópias de uma sequência de DNA. (18) 

A solução com as microbeads amplificadas é então colocada no chip de sequenciação, que possui 

numerosos micropoços na superfície de sequenciação, sendo que apenas uma microbead entra num 

micropoço, na qual as microbeads amplificadas com DNA são incubadas em micropoços onde ocorre a 

sequenciação. (7,18) Na tecnologia do Ion Torrent, dentro de cada micropoço do chip de sequenciação 

contém uma microbead, na qual ocorre as alterações de pH da solução durante os ciclos de sequenciação. 

(7,13) Os nucleótidos são incorporados sequencialmente por uma polimerase. Sempre que um trifosfato 

de desoxinucleotídeo (dNTP) é incorporado no DNA, a polimerase adiciona uma base, e um ião H+ é 

libertado, provocando uma alteração no pH da solução envolvente, tornando a reação equimolar ao 
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nucleótido incorporado. (2,7,44,49) Da mesma forma que, para sequências de nucleótidos idênticos, o 

sinal é criado proporcionalmente ao número de nucleótidos. (7,18,44) A alteração do pH gera um pico de 

tensão positiva, detetado por um sensor que monitoriza a variação do pH. Este sinal químico é convertido 

em informação digital por meio de sinais elétricos proporcionais ao número de nucleótidos incorporados, 

registados pelo chip semicondutor. (2,12) A principal vantagem desta plataforma é a simplicidade da 

química de sequenciação e a capacidade de processar amostras em quantidades muito reduzidas. Além 

disso, apresenta compatibilidade de chips semicondutores entre os equipamentos Ion Personal Genome 

Machine, Proton System e o Ion GeneStudio S5, permitindo a otimização do fluxo de trabalho de acordo 

com as necessidades de rendimento. (21) Contudo, a desvantagem significativa desta metodologia é a 

maior taxa de erro em determinadas regiões específicas, nomeadamente em regiões de homopolímeros 

presentes em algumas sequências. À medida que o comprimento do homopolímero aumenta, a 

intensidade do sinal também se eleva, o que pode exceder a sensibilidade do detetor, dificultando a 

determinação precisa do número de bases. (7,12,21) 

 

1.3.2. Illumina®  

A plataforma Illumina® baseia-se na geração de  clusters ou amplificação por PCR em ponte, e na 

sequenciação em síntese com a utilização de nucleótidos reversíveis com deteção fluorescente. 

(2,7,13,18,48) Inicialmente, as moléculas de DNA são fragmentadas até aproximadamente 500 pb, sendo 

depois ligados adaptadores apropriados a cada extremidade. Estes adaptadores funcionam como 

substratos para reações de amplificação sucessivas numa flow cell . (18,50,51) Após a ligação aos 

adaptadores em ambas as extremidades, os fragmentos de DNA são desnaturados, e os fragmentos de 

ssDNA  (DNA de cadeia simples ) são fixados numa lâmina de reação com uma superfície sólida 

transparente denominada de flow cell. (50) Uma flow cell consiste numa lâmina de vidro com 2 a 8 canais, 

os quais contêm sequências de oligonucleótidos espaçadas e complementares às sequências de ligação 

dos adaptadores (P5/P7) , podendo produzir entre 80 e 100 milhões de clusters numa única flow cell. 

(7,18,47,52) Com uma adequada concentração e distribuição da biblioteca de DNA, quando uma 

biblioteca de DNA é introduzida numa flow cell, a microfluídica distribui-o uniformemente por toda a 

superfície de reação, e cada molécula de DNA com o adaptador ligado fixa-se à superfície da flow cell, 

através da hibridação dos adaptadores do fragmento de DNA (P5/P7) com as sequências de 

oligonucleótidos que estão na superfície da flow cell. Quando ocorre a hibridização, uma polimerase 

sintetiza um complemento do fragmento hibridizado, e após a formação do dsDNA, este é desnaturado 

para eliminar o fragmento original de DNA. Em seguida, ocorre a amplificação em ponte, através da 
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interação dos fragmentos com sequências de oligonucleótidos não hibridizadas na superfície da flow cell, 

seguida pela amplificação clonal realizada pelas polimerases, que sintetizam a cadeia complementar, 

originando fragmentos de dsDNA. Por fim, a ponte é desnaturada, formando dois ssDNA , e o processo é 

repetido. (7,48,53) Este processo é frequentemente referido como geração de clusters, sendo um cluster 

um agrupamento clonal do DNA molde fixado à superfície de uma flow cell. Cada cluster origina-se a 

partir de um único fragmento de DNA que é amplificado clonalmente através da amplificação em ponte, 

até formar aproximadamente 1000 cópias do DNA molde após 30 ciclos, as quais serão posteriormente 

utilizadas como modelos para a reação de sequenciação, com cada cluster a produzir apenas uma leitura 

de sequenciação. (7,54) Durante a etapa de sequenciação por síntese, são utilizados dNTPs modificados, 

marcados com um fluorocromo e ligados a um terminador reversível que bloqueia a extensão do grupo 

hidroxilo 3’ do DNA. Cada dNTP é marcado com um fluorocromo, e todos estão presentes durante cada 

ciclo de sequenciação, garantindo que apenas um nucleótido seja incorporado pela polimerase em cada 

cadeia sintetizada. O nucleótido complementar marcado irá ligar- se ao DNA molde, mas o terminador 

reversível impede a incorporação de mais de que um nucleótido por ciclo, e os restantes nucleótidos não 

incorporados são removidos. (1,2,7,48) Os clusters de DNA marcados são então excitados por um laser, 

resultando na emissão de um sinal fluorescente com comprimento de onda específico para cada 

nucleótido adicionado. Os sinais óticos são detetados por um dispositivo de carga acoplada (CCD), e o 

software apropriado regista e converte os sinais numa sequência de nucleotídeos. (1,2,18) Por fim, o 

terminal reversível marcado com um fluorocromo é clivado, permitindo a incorporação do nucleótido 

seguinte no ciclo subsequente. (2,7,18) Esses ciclos de incorporação de nucleótidos e remoção dos 

grupos de bloqueio prosseguem até que seja alcançado o comprimento desejado ou o limite de 

comprimento de leitura. (2,7,18) O comprimento de onda de emissão, juntamente com a intensidade do 

sinal, determina o processo bioinformático de variant calling, que consiste na identificação de variantes 

através da comparação entre as sequências de DNA alinhadas e uma sequência de referência. Para um 

determinado cluster, todos os fragmentos idênticos são lidos simultaneamente, e centenas de clusters 

são sequenciados num processo massivamente paralelo, produzindo milhões de leituras que 

representam todos os fragmentos. (2,7,50) Além disso, são realizados ciclos para inverter o fragmento, 

utilizando o adaptador PE (P5 a P7), para que a sequenciação possa ser executada novamente na direção 

oposta, conhecido como sequenciação PE. (7,18) Esta sequenciação final emparelhada bidirecional 

constitui uma funcionalidade relevante da plataforma Illumina®  permitindo aumentar a precisão na 

leitura, e melhorar a deteção de rearranjos (inserções, deleções e inversões), sequências repetitivas, 

fusões de genes e novas transcrições. (7,49)  
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A metodologia de sequenciação da Illumina®  permite a obtenção de dados de sequências de DNA com 

um rendimento substancialmente elevado e a um custo reduzido.  (43,48)  No entanto, assim como 

qualquer plataforma, a tecnologia Illumina®  também apresenta limitações, nomeadamente a ocorrência 

de sobrecarga de clusters sobrepostos durante o carregamento das amostras, o que compromete a 

qualidade da sequenciação. (2) Uma das limitações mais críticas prende -se com a possibilidade de 

ocorrer uma falta de sincronia na reação de síntese de um cluster individual. Esta situação pode ser 

causada pela remoção incompleta do terminal removível de um dNTP após a deteção do sinal 

fluorescente, impedindo a ligação do nucleótido no ciclo seguinte. Como consequência, o nucleótido 

anterior pode ser detetado novamente, emitindo um sinal de fluorescência que difere do sinal síncrono 

dos restantes nucleótidos, o que compromete a geração de uma sequência de consenso precisa. Esta 

falha limita o número de ciclos que podem ser realizados, afetando negativamente o comprimento de 

leitura e a qualidade dos dados obtidos. (2,18)  

 

1.3.3. Element Bioscience –  AVITI ™  

O princípio do AVITI™  baseia-se na sequenciação por avidez, que corresponde à força total resultante 

de múltiplas interações de ligação não covalentes individuais. Em sistemas biológicos, como anticorpos 

ou recetores, esta força resulta da ligação simultânea de vários locais a um antigénio ou ligante. A avidez 

é influenciada pela afinidade de cada interação individual, pelo número de locais de ligação disponíveis 

(valência) e pela organização estrutural dos componentes. Esta  ligação simultânea aumenta tanto a 

estabilidade como o tempo de permanência do ligante no alvo. (55–57) 

Esta metodologia consiste na hibridização de uma biblioteca de DNA, a qual pode ser preparada 

recorrendo aos diferentes conjuntos de reagentes para preparação de bibliotecas fornecidos pela 

Element Biosciences. A hibridização ocorre nos primers de superfície que revestem a flow cell, a qual 

possui uma química de superfície de baixa afinidade de ligação. Através de um adaptador, as 

extremidades da biblioteca são unidas, permitindo a circularização da biblioteca de DNA. Em seguida, a 

polimerase liga-se à bibl ioteca e aos primers, formando longas cópias de DNA da biblioteca original, 

possibilitando a Rolling circle amplification (RCA), que copia o DNA molde e o enrola numa polony 

fortemente ligada. (55,58–60)  Assim, as cópias clonais de fragmentos de DNA que foram criadas por 

meio de RCA, produzem aproximadamente 1 mil milhão de polonies na superfície da flow cell. Em seguida, 

as polonies são hibridizadas com primers de sequenciação específicos de leitura. (55,59,61) Na química 

da sequenciação por avidez, ocorre primeiramente a ligação das polonies e das aviditas. A avidita é um 

polímero marcado com fluorocromos, possuindo quatro braços de nucleótidos idênticos anexados. A 
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solução envolvente contém uma combinação de quatro tipos de aviditas diferentes, onde cada tipo de 

avidita corresponde a um nucleótido específico. Uma polimerase projetada para esse propósito, é 

hibridizada à extremidade 3’ livre do primer de sequenciação e de um braço da avidita de nucleotídeos, 

sem incorporação ou extensão, formando -se um complexo polimerase -polímero-nucleótido. Isto 

acontece da mesma maneira nos restantes braços da avidita, ligando -se em diversas regiões de 

sequenciação hibridizadas por primers numa polony, criando-se assim um complexo ultraestável para a 

captação de imagens. E a avidita correta para cada polony é escolhida através da polimerase por meio da 

discriminação de bases. (55,60) Durante a fase de lavagem das aviditas, são removidas as avidites que 

não se ligaram às polonies, garantindo que apenas as avidites ligadas permaneçam estáveis. (55,61) A 

deteção das bases é realizada através dos quatro tipos de avidites, adenina, timina, citocina e guanina, 

gerando sinais fluorescentes captados nos quatro canais óticos do equipamento AVITI ™ . (58,61) Os 

buffers removem as avidites  ligadas, e em seguida , a polimerase projetada incorpora um nucleótido 

bloqueado e não marcado, sintetizando os primers hibridizados base  a base . Por fim, o s grupos de 

bloqueio são removidos e convertidos em grupos hidroxila 3’, permitindo que o próximo ciclo comece no 

primer. Este processo é repetido durante aproximadamente 600 ciclos. (55,61) 

A sequenciação por avidez, apresenta diversas vantagens, como a capacidade de separação e de 

otimização, independentemente das etapas de incorporação controlada e da identificação dos 

nucleotídeos para alcançar uma maior precisão de variant calling, enquanto diminui a concentração de 

reagentes-chave para a escala nanomolar. (55) Além disso, a metodologia RCA apresenta algumas 

vantagens, como a simplificação do fluxo de trabalho e a eliminação da possibilidade de interação entre 

os fragmentos de DNA na solução durante o processo de amplificação. No entanto, a vantagem 

fundamental desta metodologia de amplificação é que, se um erro acontecer durante a amplificação, esse 

erro será aleatório, prevenindo a disseminação de erros em todas as cópias, o que melhora 

consideravelmente a qualidade dos dados. (55,58,61) Em oposição aos métodos de amplificação 

baseados em PCR, a amplificação por RCA replica exclusivamente o DNA molde original, enrolando cada 

cópia numa polony fortemente ligada, composta por múltiplas cópias da biblioteca em proximidade. Para 

além de proporcionar uma amplificação de elevada fidelidade, o RCA elimina duplicações óticas e 

artefatos de salto de índice induzidos pela amplificação. (58) Apesar da implementação atual da 

sequenciação baseado em avidez alcançar uma elevada precisão e uma ampla aplicabilidade, existem 

ainda várias possibilidades de otimização a serem exploradas, como tempos de ciclo mais curtos e 

densidades mais elevadas, que ainda estão em fase de desenvolvimento. (55) 
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1.3.4. MGI Tech Co., Ltd -  DNBSEQ™  

A MGI Tech Co., Ltd., subsidiada pela Complete Genomics, foi fundada em 2013, contudo só em 2017 

é que iniciou a comercialização da série DNBSEQ ™ , (62) que apresenta uma metodologia inovadora 

baseada em deoxyribonucleic acid nanoball (DNB) com uma química de sequenciação chamada 

Combinatorial probe-anchor synthesis (cPAS). (63–66) Primeiramente, procede-se à preparação das 

bibliotecas, recorrendo aos diferentes conjuntos de reagentes fornecidos pela MGI Tech Co., Ltd., durante 

a qual o dsDNA é fragmentado e as sequências adaptadoras são ligadas às suas extremidades. 

Posteriormente, os fragmentos são desnaturados para formarem ssDNA. Em seguida, adiciona-se um 

oligonucleótido splint, um oligonucleótido que atua como uma ponte ( splint), hibridando em duas 

moléculas de ácidos nucleicos diferentes , permitindo a sua ligação por uma ligas e. (67) Esse 

oligonucleótido, complementar às extremidades 5’ e 3’ do ssDNA alvo hibrida- se simultaneamente a 

ambas as extremidades, formando uma estrutura circular interrompida por uma descontinuidade, 

designada por nick, que é reparado pela ação de uma DNA ligase, originando um círculo de cadeia simples. 

(65,66) Subsequentemente, realiza-se uma RCA, também utilizando o círculo de ssDNA como modelo, 

onde diversos fragmentos são amplificados simultaneamente entre 100 e 1000 cópias. (66) Por fim, sob 

condições apropriadas, a longa cadeia de DNA amplificado dobra - se em estruturas compactas e 

esféricas chamadas de DNBs, prontas para a fase da sequenciação. (65) As DNBs são carregadas com 

uma carga negativa em condições ácidas por causa da sua estrutura de fosfato, enquanto a superfície de 

um chip de silício carrega uma carga positiva. Essa interação entre cargas positivas e negativas é a 

principal força motriz que impulsiona o carregamento das DNBs na superfície da flow cell. (66) Na flow 

cell, existem diversas matrizes de ligação padronizadas, denominadas patterned array , de 

aproximadamente 200 nm uniformemente distribuídas em distâncias submicrométricas, de modo que 

cada local de ligação é o suficiente para ligar uma única DNB. Os buffers de carregamento apropriados 

asseguram que as DNBs permaneçam nos mesmos pontos para a etapa da sequenciação ao longo de 

diversos ciclos, sem que qualquer sinal seja comprometido, mas garantindo que não haja interferências 

entre os sinais de fluorescência de DNBs adjacentes. (65,66) Na química de sequenciação cPAS, ocorre 

primeiramente a hibridização dos primers de sequenciação (anchor) na região adaptadora dos DNBs. 

Depois isso, um dNTP marcado com um fluorocromo é incorporado por uma DNA polymerase em ciclos 

de sequenciação consecutivos. Os dNTPs não ligados são removidos por lavagem, enquanto os dNTPs 

que foram incorporados são excitados por um laser, na qual a fluorescência emitida pelas DNBs com 

dNTPs incorporados é capturada por câmaras avançadas e convertidas em sinal digital. As variantes são 

então identificadas durante o processo de variant calling através da utilização do software apropriado. 
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Após a deteção, o reagente de regeneração é inserido para remover os fluorocromos e preparar os DNBs 

para o próximo ciclo. (63–66) As vantagens desta tecnologia são o custo-benefício em comparação com 

outras plataformas, como a Illumina® , considerando fatores como a taxa de transferência e os 

comprimentos de leitura semelhantes, e as suas limitações são semelhantes a outras plataformas short-

read, que é a incapacidade de resolver regiões complexas como regiões repetitivas e variantes 

estruturais, tais como inserções, deleções, entre outros. (63,64) 

 

1.3.5. Pacific Biosciences -  PacBio  

Diferentemente das plataformas anteriormente descritas, a PacBio da empresa Pacific Biosciences, 

possui duas metodologias de sequenciação distintas, a sequenciação por ligação (SBB), utilizada na 

plataforma short- read ONSO System cuja a comercialização teve início em 2022, (68) e a sequenciação 

HiFi que surgiu em 2019 , (69) sendo uma tecnologia de sequenciação single-molecule, real- time 

sequencing technology (SMRT), que promete fornecer uma elevada precisão na leitura de uma única 

molécula em leituras longas de dezenas de quilobases de comprimento ou até mais. (70)  

Na sequenciação SBB, o processo inicia -se com a etapa da iniciação, durante a qual a polimerase 

incorpora um dNTP com um terminal reversivelmente bloqueado na extremidade 3' da cadeia de DNA, 

impedindo a incorporação de bases adicionais na cadeia molde. (71,72) Seguidamente, na fase da 

interrogação, as bases marcadas com fluorescência, desprovidas de bloqueador, preenchem a flow cell, 

o que permite a deteção da incorporação do nucleótido complementar. Quando a base complementar é 

incorporada na cadeia de DNA, é emitido um sinal fluorescente, que é medido pelo sistema ótico do 

equipamento Onso. (71,72) Neste processo, característico da sequenciação SBB, o dNTP marcado não é 

incorporado na cadeia de DNA, sendo apenas momentaneamente ligado e depois removido, permitindo 

a deteção da base com um sinal de fundo reduzido. Depois disso, na fase da ativação, a extremidade 3' 

do nucleótido é ativada através da remoção do bloqueador reversível. (71–73) Por fim, na etapa da 

incorporação, o nucleótido ativado é incorporado definitivamente na cadeia de DNA molde, começando o 

próximo ciclo com a incorporação do próximo dNTP com o bloqueador reversível. Assim, garante que a 

base complementar seja incorporada a partir de nucleotídeos bloqueados e não marcados que inundam 

a flow cell, bloqueando assim a incorporação adicional até ao momento mais apropriado no próximo ciclo. 

(71,72) A PacBio Onso possui a vantagem da precisão 90% Q40+, ou seja, possui uma taxa de erro de 1 

em mais de 10000 pb, sendo uma elevada precisão comparativamente a outras plataformas short- read. 

(72) Esta melhoria de precisão, de cerca de 15x superior, traduz-se numa relação sinal- ruído de quase o 

dobro comparativamente a outras plataformas. Tal desempenho permite a deteção de variantes raras 
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com menos erros, uma maior sensibilidade com um menor número de leituras, e uma redução do limite 

de deteção, o que resulta num maior rendimento global com um menor custo por amostra. (71,74) Esta 

elevada sensibilidade auxilia na deteção de DNA tumoral circulante em biópsias líquidas, permitindo a 

deteção de variantes em DNA tumoral circulante com frequências muito baixas, e que facilmente são 

perdidas em outras plataformas short- read. (71) Apesar de ser uma plataforma recente, uma das 

limitações é semelhante a outras plataformas short- read como a dificuldade em gerar montagens longas 

de genomas complexos, principalmente quando contém regiões complexas como sequências repetitivas 

e variantes estruturais. (31,64) 

Na sequenciação HiFi, o primeiro passo consiste na preparação da biblioteca, que evita a necessidade 

de amplificação clonal ao permitir a sequenciação direta de DNA, (12,33,48) através da utilização do 

formato de biblioteca SMRTbell, na qual os fragmentos de dsDNA são ligados em ambos os lados com 

adaptadores em formato hairpin, onde os primers de sequenciação ligam-se e ocorre a ligação da DNA 

polymerase. (75) Desta forma, cria- se um molde de DNA circular, que é sequenciado repetidamente. 

Posteriormente, vão sendo segmentadas e introduzidas adaptadores que originam subleituras, de modo 

a produzir- se as leituras HiFi, com uma precisão de 99,9%. (70) Podem ser criados para bibliotecas de 

diversos comprimentos de inserção, desde 250 bp até superiores a 25 mil bp. As amostras também 

podem ser codificadas com códigos de barras e multiplexadas para aumentar o rendimento. (75) Uma 

vez preparada a biblioteca, o centro da sequenciação ocorre dentro de milhões de pequenos poços no 

microchip SMRT Cell, na qual fragmentos únicos de DNA são imobilizadas nos poços e que à medida que 

a polimerase incorpora cada nucleótido, é emitida uma luz fluorescente. Este processo repete-se nos 

nucleótidos subsequentes, sendo a medição realizada em tempo real. As reações são registadas num 

formato que pode ser analisado usando ferramentas do equipamento, bem como no software adicional 

da PacBio. (12,70,75) O longo comprimento de leitura tenta ultrapassar as limitações do NGS, permitindo 

com uma elevada precisão a identificação de variantes genéticas em estudos de genoma humano, 

mesmo em regiões mais complexas como em áreas ricas em guanina-citocina (GC) ou repetidas, assim 

como em estudos de haplotipagem. (31,43,76) Para além de não envolver etapas de amplificação por 

PCR, evitando assim o viés da amplificação. (43) As principais desvantagens da sequenciação HiFi é 

principalmente o custo-benefício, e os custos iniciais do sistema ainda serem elevados. (12,21,76) 

 

1.3.6. Oxford Nanopore Technologies -  Nanopore 

A história da sequenciação por nanoporos é relativamente antiga quando comparada com as outras 

metodologias, tendo o conceito sido introduzido pela primeira vez em 1980, fundamentado na 
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eletricidade física e na variação da corrente local quando a molécula de DNA atravessava o nanoporo 

para completar a determinação da sequência de bases. (44) 

Antes da sequenciação, as bibliotecas de DNA são preparadas através da ligação dos adaptadores de 

sequenciação em ambas as extremidades dos fragmentos, utilizando métodos baseados por ligação ou 

química rápida. Na química baseada por ligação, o adaptador de sequenciação é ligado às extremidades 

de DNA durante a preparação da biblioteca, enquanto na química de base rápida, esse adaptador é 

incorporado através da ação de uma enzima que, simultaneamente, corta o DNA e insere os adaptadores, 

dispensando o uso de enzimas de ligação. Consoante o protocolo utilizado, a ligação dos adaptadores 

pode ser feita por PCR. Os adaptadores de sequenciação em ambas as extremidades possuem a ligação 

de uma proteína motora que se associa ao nanoporo na flow cell, com a função de regular a passagem da 

cadeia de DNA nos nanoporos. (77) Esta passagem pode ser configurada conforme desejado, de modo a 

aumentar ou diminuir a interação entre o DNA e o poro, de maneira a alterar a velocidade com que o DNA 

passa pela proteína motora. (48,77) A sequenciação de nanoporos depende de porinas, que são proteínas 

transmembranares que formam um canal poroso numa membrana. O sistema de sequenciação 

Nanopore consiste em nanoporos biológicos (α-hemolisina ou porina A de Mycobacterium smegmatis) 

sendo este o mais comum, ou nanoporos de estado sólido (nanoporos Si3N4 e SiO2) que são inseridos 

numa membrana polimérica de elevada resistência elétrica, com canais de 1,5 nanómetros de diâmetro. 

(21,47,48,78) O dsDNA aproxima-se do nanoporo, e é puxado pela abertura da proteína motor, que 

prende a cadeia de DNA ao nanoporo, desenrolando a cadeia de DNA, de forma a regular a passagem do 

ssDNA pelo nanoporo para ser sequenciado. (21,77) Além da proteína motora, um segmento hidrofóbico 

da membrana é utilizado para ajudar a localizar o DNA molde na membrana, permitindo um contacto mais 

próximo com os nanoporos, melhorando a sensibilidade da metodologia. (77) Iões eletrolíticos 

atravessam os nanoporos através da membrana quando sujeitos a uma diferença de potencial, 

resultando num sinal sob a forma de corrente iónica. Quando um analito é translocado através do poro, o 

sinal da corrente iónica é interrompida, e essa interrupção é utilizada para identificar o dNTP específico. 

(15,21,31,37,48) O processamento de nucleótidos através do nanoporo provoca interrupções específicas 

no fluxo da corrente elétrica, de modo a gerar um sinal que é utilizado para determinar a sequência de 

bases. (21,37) A principal vantagem da sequenciação por nanoporos é o baixo custo do processo de  

preparação das amostras, aliado à eliminação da necessidade de nucleótidos modificados ou enzimas 

como ligases. (15,21,43) Para além disso, esta tecnologia destaca -se pela sua capacidade de realizar 

leituras longas, que permitem a sequenciação de fragmentos de DNA com centenas de  pares de  

quilobases, sendo fundamental para a resolução de regiões genómicas complexas, tais como a  
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identificação de variantes, a análise de metilação e a haplotipagem, entre outras. No entanto, uma das 

principais limitações atuais da sequenciação por nanoporos é a elevada taxa de erro, que se mantém 

entre os 15 e os 40%. (12,37,44,48)  

 

1.4. NGS na Oncologia Clínica 

Sucintamente, o cancro é um a doença genética complexa, caracterizada pela  acumulação de 

mutações em genes responsáveis pela regulação do crescimento, reparação e divisão celular. Estas 

alterações conduzem ao desenvolvimento de uma morfologia anaplásica, a um crescimento celular 

descontrolado, e à capacidade de invasão dos tecidos circulantes, bem como para outros órgãos 

(metastização). (79–81) Em 2022, o cancro causou cerca de 20 milhões de novos casos e 9,7 milhões de 

óbitos em todo o mundo. Atualmente, a utilização da metodologia do NGS em diversas áreas  da 

investigação, como do cancro, tem permitido identificar os principais mecanismos biológicos das 

neoplasias e na descoberta de alvos terapêuticos, auxiliando a área da oncologia clínica. (31,79,82) A 

necessidade de estudos aprofundados sobre o cancro, levou à identificação de múltiplos genes 

associados à patologia, bem como ao recurso a metodologias de sequenciação, incluindo a sequenciação 

completa do genoma, sequenciação do transcriptoma, sequenciação do exoma completo (WES) e 

targeted sequencing. (26,31) Embora a sequenciação completa do genoma seja considerado o gold 

standard devido ao elevado grau de resolução para detetar alterações no genoma inteiro, contudo, a 

interpretação de variantes em determinadas regiões, muitas das quais apresentam significado clínico 

incerto, assim como os custos associados e os recursos analíticos necessários, continuam a dificultar a 

sua implementação para uso clínico de rotina. Assim, a utilização da sequenciação tem-se restringindo à 

análise de regiões genéticas específicas ou de genes conhecidos por contribuir para a progressão do 

cancro, bem como em  WES , (7,13,31,50) utilizando as diversas plataformas de NGS descritas 

anteriormente (Figura 3). 
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Figura 3: Comparações entre sequenciação de genoma, exoma e targeted sequencing. Legenda: GS – Genome  
sequencing, INDELs – Inserção e deleção, SNVs – Single nucleotide variants. (83) 

 

1.4.1. Targeted Sequencing 

A targeted sequencing é um método de sequenciação que, consoante o tipo de neoplasia, se foca na 

análise de genes ou regiões genéticas específicas . Esta abordagem é  geralmente mais acessível e  

proporciona maior cobertura nas regiões de interesse. Diversos painéis permitem detetar múltiplos 

genes ou regiões críticas associadas a patologias específicas ou combina das, sobretudo para fins de 

diagnóstico clínico de alterações somáticas, isto é, alterações que se acumulam apenas no genoma 

tumoral, não estando presentes de forma constitucional no indivíduo. (21,50,84) Por exemplo, painéis 

destinados à deteção de mutações hotspot, que são regiões do genoma particularmente suscetíveis a 

mutações, em neoplasias, têm como alvo identificar as mutações  hotspot responsáveis por uma 

determinada neoplasia. (21,85) Para além destes painéis, existe também o comprehensive genetic profile 

que deteta as principais classes de alterações genómicas num conjunto amplo de genes relevantes para 

o cancro, incluindo biomarcadores complexos como a instabilidade de microssatélites e o Tumor 

mutational burden (TMB). Os microssatélites são sequências repetitivas e conservadas do DNA, 

distribuídas ao longo do genoma. Durante a replicação do DNA, estas regiões, que geralmente estão 

localizadas em regiões homopoliméricas, são suscetíveis à acumulação de mutações, designados como 

instabilidade de microssatélites. (18,86) O TMB indica a quantidade de mutações somáticas codificantes 

e não-sinónimas, que ocorrem numa região específica do genoma tumoral. A acumulação destas 

mutações pode provocar a formação de diversos neoantigénios imunogénicos, que têm a capacidade de 

desencadear uma resposta imunitária significativa contra o tumor. (18,87) Assim, a instabilidade de 

microssatélites e o TMB, juntamente com a expressão de PD -1/PD- L1, são preditores de resposta à 

imunoterapia, uma estratégia terapêutica que recorre ao sistema imunitário para combater o cancro. As 

proteínas PD-1/PD-L1 atuam como checkpoints imunológicos que regulam as respostas imunes no 

organismo. A interação entre o PD-1 expresso nas células T, e o PD -L1 nas células tumorais, inibe a 
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eliminação das células tumorais pelo sistema imunitário. Portanto, o TMB é considerado um biomarcador 

com potencial para prever a sensibilidade aos inibidores dos checkpoints imunológicos em diversos tipos 

de cancro. (87–89)  Conforme revelado num estudo, a capacidade de resposta de pacientes com cancro 

do pulmão de não pequenas células em estadio avançado e com TMB elevado ao tratamento com 

Pembrolizumab, um fármaco que inibe a ação da PD -1 nas células T, permitindo a sua atu ação na 

eliminação das células neoplásicas, resultou numa maior sobrevida na coorte de pacientes com mais de 

200 mutações. Em contraste, os pacientes com baixo TMB, com menos de 200 mutações apresentaram 

menores taxas de sobrevida. (18,90,91) 

 

1.4.2. Sequenciação de Exoma Completo (WES) 

A WES é uma metodologia que envolve a sequenciação das regiões genéticas que codificam todas as 

proteínas no genoma humano, permitindo identificar a maioria das variantes associadas a patologias . 

Como os exões representam apenas 1% do genoma, a WES é mais acessível, e apresenta maior 

profundidade de cobertura do que a sequenciação de genoma completo. (37,50) Com uma diversidade 

de aplicações, como o estudo do cancro, possibilita a identificação de subtipos genómicos em diversas 

neoplasias como por exemplo da mama, pele, entre outros. Tem sido, por isso, frequentemente utilizada 

na identificação de alvos terapêuticos e no diagnóstico clínico, (21,50,79) nomeadamente em estudos de 

alterações germinativas que procuram detetar variantes em genes associados à predisposição para 

determinadas neoplasias, estando presentes em todas as células nucleadas do indivíduo, incluindo no 

genoma tumoral, podendo ser transmitidas à descendência. (84)  Por exemplo, em um estudo integraram 

a WES com a finalidade de avaliarem o perfil  genético do melanoma metastático num contexto 

semelhante à rotina clínica e, com a WES, conseguiram detetar  mutações associadas à resistência 

primária a agentes de terapias dirigidas, contribuindo progressivamente para a integração desta 

abordagem na prática clínica. (92) 
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2. Objetivos 

Pelo exposto n a introdução, todas as plataformas de NGS apresentam particularidades que 

influenciam diretamente a sua aplicação na clínica na área da oncologia. Até ao momento, não foi descrito 

nenhum algoritmo que permita identificar as aplicações mais adequadas na oncologia clínica para cada 

plataforma de NGS, tanto em targeted sequencing como na WES. 

Assim o principal objetivo do presente trabalho foi desenvolver um algoritmo que permita identificar 

as aplicações clínicas mais adequadas na área da oncologia para cada plataforma de NGS.  

Para tal, foi efetuada uma pesquisa bibliográfica para identificar os parâmetros das princi pais 

plataformas de sequenciação utilizadas em targeted sequencing e na WES e efetuar a sua caracterização 

para averiguar as plataformas mais adequadas para o estudo de mutações em genes específicos e em 

exomas. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Seleção dos parâmetros das plataformas de NGS 

De modo a possibilitar uma possível comparação das diversas plataformas de NGS, foi essencial 

definir vários fatores, através da combinação de diretrizes (27,28,93–96) e dos dados obtidos nos 

artigos científicos analisados. Este processo minucioso possibilitou a construção de uma base robusta 

para uma análise comparativa, assegurando todos os critérios essenciais para este estudo. A seleção 

definitiva dos parâmetros abrangeu questões de desempenho como profundidade de cobertura média e 

mínima; tipo e entrada da amostra; comprimento de leitura; Phred quality score (Q score); limite de 

deteção; custo por amostra e tempo de resposta. Assim como, indicadores relativos à capacidade de 

sequenciar diversos tipos de variantes entre as quais: SNVs (variantes de nucleótido único) ; CNVs 

(variantes do número de cópias); indels (inserções-deleções); genes de fusão; e rearranjos estruturais. A 

combinação destas diretrizes e dos artigos obtidos proporcionou uma perspetiva abrangente sobre as 

capacidades e as limitações das diversas plataformas, possibilitando uma comparação detalhada e 

fundamentada.  

De modo a elucidar alguns parâmetros, começando pelos critérios de desempenho, um dos mais 

relevantes é a profundidade de cobertura. Neste contexto, é importante distinguir dois conceitos 

fundamentais. A cobertura representa a proporção da região-alvo que foi sequenciada com qualidade, ou 

seja, “95% de cobertura” indica que 95% da região - alvo foi sequenciada pelo menos uma vez. A 

cobertura está diretamente relacionada à profundidade, que corresponde ao número de vezes que um 

nucleótido é lido durante a sequ enciação. Quanto maior a profundidade de sequenciação, maior a 

confiança na variant calling numa determinada posição. Por exemplo, se um nucleótido particular for 

sequenciado 30 vezes, a profundidade de sequenciação nessa base é de 30x. (97,98) Em síntese, 

aumentar a profundidade tende a aumentar a cobertura, pois mais leituras aumentam a probabilidade de 

sequenciar todas as regiões alvo.  No entanto, esta abordagem exige também mais recursos, 

nomeadamente custo, tempo e capacidade computacional  para gerir o volume elevado de dados 

gerados. Para deteção de SNVs e indels é crucial uma elevada profundidade, para que a deteção de 

variantes não ocorra devido a erros de sequenciação, que teriam um elevado impacto clínico, 

principalmente na oncologia cl ínica. (97,99,100) No entanto, nas diversas diretrizes e publicações 

científicas que fundamentam o presente estudo, utilizam usualmente os conceitos de profundidade de 

cobertura média e mínima, sendo geralmente ambas expressas em número de vezes (X). A precisão de 

uma plataforma de NGS, é avaliada através da precisão da calling de base, através do Q score sendo 

definido como uma propriedade logarítmica (Q = 10 log10 P), na qual P é a probabilidade da base estar 
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errada durante o variant calling. Para aumentar a precisão é recomendável remover as bases com Q 

scores baixos, ou seja, com uma elevada probabilidade de estarem incorretas. Valores acima de 30 (1 em 

1000; precisão = 99,9%) são geralmente considerados aceitáveis, e um Q score <20 (1 em 100) é 

geralmente considerada de baixa qualidade, ou seja, com elevadas probabilidades de imprecisão. (13,101) 

Neste estudo, pretende-se analisar a percentagem total de bases Q score entre diferentes plataformas 

de NGS. Outro conceito a reter é o limite de deteção, definido como a menor fração alélica que em 95% 

das amostras é detetada de forma confiável. (93) Embora seja importante, principalmente na deteção de 

alterações somáticas com frequências alélicas baixas em amostras de tecido, é um aspeto que não é 

verificado com frequência em cada laboratório. Todavia é essencial determinar um limite de deteção 

mínimo para eliminar resultados falsos -positivos, sendo estimado com base n o desempenho e nas 

limitações da metodologia utilizada. (102) Por último, entre as questões relacionadas ao desempenho, 

temos o tempo de resposta, que embora possa ter definições ligeiramente distintas dependendo do tipo 

de análise e da instituição é comumente descrito como o período de tempo entre a solicitação da análise 

até que o resultado seja relatado, sendo este um elemento fundamental para evidenciar a qualidade do 

laboratório, e as plataformas de NGS podem contribuir na redução do tempo de resposta. (103) De um 

modo geral, consoante os objetivos do estudo, as plataformas de NGS também apresentam capacidades 

distintas para sequenciar diversos tipos de variantes, como os SNVs, que são variantes que envolvem a 

substituição de nucleótidos únicos em regiões codificantes como não codificantes. (78,104) Além dos 

SNVs, os indels envolvem o ganho ou perda de nucleótidos de uma sequência, na qual se for múltiplo de 

três, denomina-se in- frame, e embora não cause mudanças na grelha de leitura, pode influenciar a 

proteína obtida. Entretanto, se o ganho ou perda de nucleótidos não for em múltiplos de três, ocorre uma 

frameshift que provoca alterações na grelha de leitura, resultando numa tradução diferente da sequência 

original. (78,104) As CNVs correspondem à variação de segmentos específicos de DNA entre genomas, 

podendo resultar de duplicações, deleções ou outras alterações, e abranger desde regiões curtas até 

fragmentos longos que podem envolver um ou mais genes. Entretanto, os grandes rearranjos são 

duplicações ou deleções de um ou mais exões de um gene que pode abranger até milhares de pares de 

nucleótidos, e a presença destes rearranjos pode potencialm ente levar ao desenvolvimento de 

neoplasias por meio da inativação dos genes supre ssores tumorais. (105) Embora não exista uma 

definição precisa do número de pares de nucleótidos que distingue um indel de uma variante estrutural, 

como os CNVs, considera-se geralmente uma variante estrutural qualquer ganho ou perda de DNA que 

envolva mais de 1000 pb. (78,106) Para concluir o esclarecimento de conceitos das variáveis analisadas, 

os genes de fusão resultam da união de segmentos de genes distintos , resultantes de translocações 
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cromossómicas, podendo as proteínas de fusão contribuir para o desenvolvimento de neoplasias, como 

a fusão BCR::ABL1, associada a alguns tipos de leucemias. (107) 

 

3.2. Delineamento do Estudo 

O presente estudo exploratório utilizou três bases de dados científicos, nomeadamente a PubMed, a 

Web of Science e a Scopus, com o intuito de extrair dados pertinentes de artigos científicos originais 

sobre as diversas plataformas de NGS envolvidas em estudos targeted sequencing e WES, publicados 

no período de 2019 a 2025. A pesquisa combinou descritores das principais plataformas de NGS (Ion 

Torrent, Illumina, Nanopore, AVITI, MGI e PacBio) com termos relativos ao tipo de metodologia (panel, 

exome) ou ao c ontexto clínico ( cancer, Tumor Mutational Burden, TMB), utilizando os operadores 

booleanos AND e OR. O operador OR foi usado apenas para combinar variações terminológicas da 

mesma plataforma, como "Ion Torrent"; "Ion Torrent Sequencing"; "Sequencing, Ion Torrent”, e de forma 

equivalente para a Illumina®  e Nanopore, enquanto AND combinou diferentes conceitos. Para panel ou 

exome, a plataforma, o tipo de estudo e o contexto clínico foram combinados, enquanto para TMB os 

termos da plataforma foram combinados apenas com o conceito clínico correspondente. Apenas na 

PubMed, e especificamente para a Illumina ® , foi aplicado o filtro [Title/ Abstract] para aumentar a 

relevância dos resultados. Esta pesquisa resultou num grande número de artigos (1815) (Figura 4).   

 

 

 
Figura 4: Delineamento do estudo de artigos científicos em bases de dados e em sites das empresas. 
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Após exclusão dos artigos em duplicado, aplicaram-se os seguintes critérios de exclusão com base 

nos títulos e resumos : i) não específicos para o tema ; ii) sem amostras biológicas; iii) sem foco em  

neoplasias humanas; iv) não redigidos em inglês e v) não fossem publicações originais (como revisões 

narrativas, revisões sistemáticas, meta-análise, entre outros). O impact factor das revistas científicas 

não foi considerado como critério de inclusão e exclusão. Além, do uso dos motores de busca assinalados, 

foram extraídos artigos originais que se encontravam no endereço eletrónico de cada uma das empresas 

responsáveis pelas respetivas plataformas de NGS. Após a aplicação dos critérios de exclusão, os artigos 

restantes foram avaliados pela sua elegibilidade no estudo, tendo sido selecionados 239 artigos. 

 

3.3. Seleção e Análise da informação das plataformas de NGS 

Após a seleção final dos artigos relevantes, a presente etapa metodológica focou-se na identificação 

e seleção de informação sobre os parâmetros/características das diferentes plataformas de NGS, para 

posterior tratamento e análise dessa informação, com a finalidade de desenvolver um algoritmo que 

permita identificar as aplicações clínicas mais adequadas na área da oncologia para cada plataforma de 

NGS. De cada artigo selecionado, foram retirados manualmente, informações/dados quantitativos e 

qualitativos pertinentes referentes a cada parâmetro de interesse, nomeadamente: plataforma de NGS; 

metodologia de sequenciação (targeted sequencing e WES); profundidade de cobertura média e mínima; 

tipo e entrada da amostra; comprimento de leitura; Q score; limite de deteção; custo por amostra; o tempo 

de resposta; e o registo de diferentes tipos de variantes, como SNVs ; CNVs; indels; genes de fusão; e 

rearranjos estruturais. Os dados foram registados e organizados num documento Excel (Microsoft 365), 

tendo sido categorizados por plataforma de NGS (Illumina® ; Ion Torrent; MGI; Nanopore; PacBio long-

read) e por metodologia de sequenciação (targeted sequencing e WES), de forma a ser possível efetuar 

uma análise comparativa por subgrupo. O tipo de análise estatística efetuada com os dados obtidos foi a 

descritiva, nomeadamente a mediana, intervalo interquartil (IQR), correspondente aos 25.° e 75.° 

percentis, e o intervalo (valores mínimo e máximo), para alguns dos parâmetros que estão descritos em 

todas as plataformas, tais como, profundidade de cobertura média, entrada de amostra e o comprimento 

de leitura. Os dados foram representados graficamente, tendo sido usado o tipo de gráfico Box Plot (Min 

to Max. Show all points ), que ilustra a distribuição das categorias profundidade de cobertura média, 

entrada de amostra e comprimento de leitura por plataforma, com o propósito de resumir de forma 

concisa a mediana, o IQR e o intervalo de cada distribuição, permitindo efetuar comparações visuais entre 

as diferentes plataformas. Os gráficos de barras foram utilizados para representar as percentagens de 

deteção dos diversos tipos de variantes e de amostras, sendo estas calculadas pela divisão do número 
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de estudos que reportaram cada indicador pelo total da respetiva metodologia (targeted sequencing ou 

WES), multiplicada por 100. A utilização das diferentes  plataformas de NGS nos estudos foram 

representadas através de gráficos circulares. A análise estatística e a representação gráfica foram 

efetuadas utilizando o software GraphPad 10.5.0. 
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4. Resultados 

4.1. Targeted Sequencing 

4.1.1. Desempenho das plataformas NGS 

A maioria dos estudos selecionados empregaram as plataformas exclusivamente short- read para 

realizarem targeted sequencing, sendo maioritariamente da plataforma Illumina®  (57,6%), (Figura 5.A). 

Os principais tipos de amostras utilizadas nestes estudos foram amostras de formalin- fixed paraffin-

embedded (FFPE)  e de sangue periférico (Figura 5.B). 

 

 

 
Figura 5: Frequência das plataformas de NGS  usadas nos estudos envolvendo targeted sequencing: Ion Torrent (34.76%); Illumina 
(57.62%); MGI (5.24%); PacBio Long- read (0.48%) e Nanopore (1.90%) (A) ; Frequência dos tipos de amostra  utilizadas em estudos 
envolvendo targeted sequencing (B). Legenda: NGS-  Sequenciação de nova geração; FFPE – formalin- fixed paraffin- embedded. 

 

Na maioria destes estudos, utilizaram amostras de tecido, predominantemente amostras de FFPE 

(51,6%), apesar de terem sido utilizadas amostras de sangue periférico (24,6%), e outros tipos de 

amostras (7,7%). 

As estatísticas descritivas dos parâmetros de desempenho comuns a todas as plataformas de NGS 

estão registadas na Tabela 2, enquanto as distribuições dos dados estão representadas graficamente na 

Figura 6.  
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Tabela 2: Estatística descritivas relativas aos parâmetros de desempenho de cada plataformas de NGS usada em estudos de targeted sequencing. 

IQR: Intervalo Interquartil; NGS: Sequenciação de nova geração; Nº: Número; Ref.ª: Referência. 

 
 
 

 
Figura 6: Distribuição de parâmetros como profundidade de cobertura média (A), entrada de amostra (B) e comprimento 
de leitura (C) de sequenciação por plataforma de NGS. Legenda: NGS-  Sequenciação de nova geração 

Plataforma de 

NGS 

Parâmetros de Desempenho  

Profundidade de cobertura média (X) Entrada de amostra (ng) Comprimento de leitura (pb) Ref .ª 

Nº de 

Artigos 
Mediana IQR Intervalo 

Nº de 

Artigos 
Mediana IQR Intervalo 

Nº de 

Artigos 
Mediana IQR Intervalo  

Illumina®  64  728.5 354.8 - 1767.0 50.0 - 31000.0  64  50.0  40.0 - 119.4 8.0 - 3394.0  49  150 101.0- 150.0 75- 301 (108–200)  

Ion Torrent 45 1000.0  500.0 - 2451.0 15.3- 55612.0 54 10.6 10.0- 20.0  0.1- 500.0  20  137 113.0- 173.8 80 - 227 

(108–

118,200–

244)  

MGI 6 1125.0 300.0 - 2675.0  300.0 - 5600.0  11 250.0  200.0 - 500.0  50.0 - 800.0  7 100 75.0- 150.0 50- 150 
(119,245–

252) 
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A profundidade de cobertura média das plataformas em estudos envolvendo targeted sequencing 

está sumarizada na Tabela 2 e ilustrada na Figura 6.A. A plataforma Illumina® , predominante na maioria 

dos estudos, apresentou uma mediana de 728.5 X (IQR de 354.8 X-1767.0 X), enquanto a plataforma Ion 

Torrent registou uma mediana de 1000.0 X (IQR: 500.0 -2451.0 X). Apesar do número limitado de 

estudos, a plataforma MGI registou uma mediana de 1125.0X (IQR: 300.0 - 2675.0 X). Em todas as 

plataformas, os IQRs amplos rev elam uma variabilidade considerável nos valores de cobertura 

reportados, indicando uma heterogeneidade entre os estudos. Nas plataformas long- read, Nanopore e 

PacBio long- read, o número de artigos que reportaram a profundidade de cobertura média em targeted 

sequencing foi muito limitado (Nanopore: N=4; PacBio long- read: N=1). Devido à escassez de dados, não 

foi possível realizar uma análise estatística robusta (mediana e IQR), e nem as incluir nos Box Plot. Na 

plataforma Nanopore, a profundidade de cobertura média foi de 14.9X , (253) correspondendo à mais 

baixa registada entre todas as plataformas. Na plataforma PacBio long- read variou entre 15.9X-70.7 X. 

(254) O intervalo de entrada de amostra é apresentado na Figura 6.B para as plataformas Illumina® , Ion 

Torrent e MGI. A plataforma Illumina®  revelou um intervalo alargado de 8.0 ng a 3394.0 ng, com uma 

mediana de 50.0 ng (IQR: 40.0 -119.4 ng), evidenciando uma acentuada adaptabilidade a diferentes 

quantidades de entrada de amostra. Na plataforma Ion Torrent, a mediana foi de 10.6 ng, com um IQR 

estreito (10.0-20.0 ng), sugerindo que a maioria dos estudos utilizou quantidades relativamente baixas. 

Ainda assim, o i ntervalo observado (0,1- 500 .0 ng) indica uma capacidade de processar diferentes 

quantidades de amostra. A plataforma MGI, variou de 50.0 ng a 800.0 ng (mediana: 250.0 ng; IQR: 

200.0-500.0 ng) , revelando uma variabilidade considerável nas quantidades de amostra reportadas, 

com tendência para valores superiores em comparação com as plataformas Illumina®  e Ion Torrent.  No 

caso das plataformas long-read, os dados sobre a quantidade de entrada de amostra são escassos. Para 

a plataforma Nanopore, os valores reportados variam consoante o protocolo, situando- se entre 50- 200 

ng, (120) 600 -700 ng (255) e 1200 ng, (253) sendo, em geral, inferiores aos reportados para a plataforma 

PacBio long- read (3000 ng). (254) Os comprimentos de leitura das plataformas Illumina® , Ion Torrent e 

MGI estão ilustrados na Figura 6 .C. A plataforma Illumina®  apresentou uma mediana de 150 pb (IQR: 

101.0-150.0 pb), com um intervalo entre 75-301 pb, caracterizando a plataforma como short- read e 

adequada para a deteção de SNVs e indels. A plataforma Ion Torrent registou uma mediana de 137 pb 

(IQR: 113.0-173.8 pb) e, apesar do número de estudos incluídos ser inferior (N=20), os dados indicam 

também uma caracterização como plataforma short- read. A plataforma MGI apresentou uma mediana 

de 100 pb (IQR: 75.0-150.0 pb), reforçando a sua classificação como plataforma short-read, embora com 

tendência para comprimentos ligeiramente inferiores comparativamente às outras plataformas, mas 
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ainda dentro dos limites esperados para este parâmetro. Por outro lado, as plataformas Nanopore e a 

PacBio long- read caracterizam-se por comprimentos de leitura longos, sendo que a plataforma 

Nanopore atingiu, nos estudos recolhidos, leituras de até 10000 pb, (255,256) enquanto a plataforma 

PacBio long- read alcançou comprimentos de até 6000 pb. (254) A escassez de dados relativos a estas 

plataformas reflexe o foco dos estudos incluídos e não uma limitação intrínseca destas plataformas, o 

que limita comparações quantitativas robustas.  

Constatou-se que a falta de registo consistente de variáveis, como profundidade de cobertura mínima, 

Q score, limite de deteção, custo por amostra e tempo de resposta, em todos os artigos analisados, 

impede uma comparação quantitativa precisa. Esta limitação evidencia a dificuldade de inferir 

conclusões comparativas definitivas entre plataformas. Na profundidade de cobertura mínima, entre as 

plataformas Ion Torrent, Illumina®  e Nanopore, a plataforma Nanopore apresentou o menor intervalo de 

profundidade de cobertura mínima (10 -20 X) (253,255,256)  comparativamente às restantes 

plataformas Illumina® (10-3720  X) (112,115,122,123,128–132,138–

140,142,143,153,154,156,185,190,191,193–195,257–260)  e Ion Torrent (5 -600 X). 

(109,114,202,203,206,207,215,216,222,224,225,236–238,240 –243,261–263). Estes dados sugerem 

que a Nanopore pode a tingir uma leitura mais uniforme, embora a quantidade limitada de estudos 

disponíveis impeça generalizações sólidas. Quanto ao custo de sequenciação por amostra, a plataforma 

Nanopore apresentou o menor valor (6,8 € por amostra ), (120) enquanto as plataformas short- read 

apresentaram custos por amostra superiores, sendo a plataforma Illumina®  a mais elevada (78,4-626,3 

€), (114,120,140,264) e o Ion Torrent apresentando um custo de 321,7 € por amostra, (264) embora os 

valores dependam da preparação da biblioteca. Os valores apresentados encontram-se em euros (€), 

convertidos à taxa de câmbio de  14 de março de 2025, a partir das moedas originais dos estudos 

analisados. A percentagem total de bases com determinado Q score não é reportado na maioria dos 

artigos, no entanto, alguns estudos indicaram que a Illumina®  pode atingir cerca de 94% das bases a Q30 

(93,76%-R1/93,08% -R2). (153) Lang et al. compararam a taxa de Q20 entre as plataformas Illumina®  e 

MGI, demonstrando que, embora a Illumina® apresente uma taxa de Q20 mais elevado (98,54% vs 

97,61%), a MGI revelou maior consistência (92,12-97,61%) do que a Illumina® (86,34 -98,54%), e valores 

mínimos superiores (92,12% vs 86,34%), sugerindo uma maior robustez d a MGI. Esta variabilidade 

provavelmente reflete diferenças em metodologias da sequenciação, software de bioinformática ou 

características das plataformas. (119) Quanto ao limite de deteção , entre os estudos elegíveis que  

reportaram essa métrica, a plataforma Nanopore apresentou o menor intervalo (0,05- 1%). (120) Entre as 

plataformas short- read, a Illumina®  teve o menor intervalo de limite de deteção (3-15%), (130,131,152) 
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enquanto a plataforma Ion Torrent apresentou 0,50-20%. (112,201,203,206,227,239,240,265) Estes 

valores indicam que a Nanopore possui sensibilidade adequada para detetar variantes de baixa 

frequência alélica, correspondentes ao limite de deteção, embora a heterogeneidade dos estudos impeça 

comparações quantitativas precisas. Relativamente ao tempo de resposta, Thirunavukarasu et al. 

demonstraram que a plataforma Nanopore, com o método de sequenciação, o Oncogene Concatenated 

Enriched Amplicon Nanopore Sequencing (OCEANS) consegue sequenciar amplicons curtos utilizando 

leituras longas, obtendo um tempo de resposta de apenas 10 horas, comparativamente à plataforma 

Illumina® , cujo o tempo de resposta varia entre 24 horas e 72 horas. (120) No estudo Tomczak et al., os 

resultados da sequenciação da plataforma Illumina®  estiveram apenas disponíveis entre 3 e 31 dias úteis 

(máximo de 744 horas), com uma mediana de 9 dias úteis, (108) enquanto a plataforma Ion Torrent variou 

entre 168 até 336 horas . (108,206,266)  Estes dados indicam a vantagem potencial das plataformas 

long- read em rapidez de análise, embora a quantidade limitada de estudos impeça generalizações. 
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4.1.2. Deteção de Variantes 

Para além do desempenho, é essencial que as plataformas de NGS apresentem uma capacidade 

robusta para detetar diversas variantes presentes nas amostras, sobretudo aquelas que possam 

impactar a área da oncologia clínica. Este aspeto é ilustrado na percentagem de estudos que relataram a 

deteção de diferentes tipos de variantes nas plataformas mais representadas em estudos envolvendo 

targeted sequencing (Figura 7).  

 

 

 
Figura 7: Frequência relativa de estudos para a deteção das variantes em targeted sequencing por 
plataforma de NGS (Illumina, Ion Torrent e MGI). Legenda: CNVs – variação do número de  
cópias, Indels – Inserção e deleção, SNVs – Single nucleotide variants. 

 
A prevalência de diferentes tipos de variantes apresentados em estudos de targeted sequencing está 

apresentada na Figura 7. A MGI (N=11), revelou a deteção de SNVs em 90.9%  dos estudos, indels em 

81.8%, CNVs em 45.5% , rearranjos estruturais em 27.3% e genes de fusão em 9.1%. A Illumina®  (N=121) 

reportou SNVs em 72.7% dos estudos, indels em 56.2%, CNVs em 22.3%, rearranjos estruturais em 3.3% 

e genes de fusão em 20.7%. Por sua vez, o Ion Torrent (N=73) apresentou 79.5% para SNVs, 68.5% para 

indels, 26.0% para CNVs, 4.1% para rearranjos estruturais e 19.2% para genes de fusão. Os dados indicam 

que, mesmo com o número limitado de estudos envolvendo a MGI, esta plataforma apresenta uma 

elevada proporção de estudos que reportam múltiplos tipos de variantes. As plataformas Illumina® e Ion 

Torrent, com maior número de artigos incluídos, reportaram de forma consistente SNVs e indels como os 

tipos de variantes mais frequentes. As plataformas long- read, como Nanopore (N=3) e PacBio long- read 
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(N=1), não foram incluídas nesta representação gráfica devido ao número limitado de artigos que 

utilizaram targeted sequencing e reportaram a deteção de variantes específicas. Este reduzido número 

de dados seria estatisticamente não representativo e visualmente pouco fidedigno, podendo induzir uma 

falsa impressão de prevalência ou de capacidade comparável às plataformas com maior número de 

estudos. Assim, a análise destas plataformas ficou limitada a uma descrição qualitativa das observações 

mais relevantes identificadas nos estudos analisados. Entre os estudos analisados, apenas os estudos 

que utilizaram as plataformas MGI, (267) Nanopore, (253,255) e PacBio long- read, (254) descreveram a 

deteção de grandes rearranjos, considerados das alterações genómicas mais complexas de identificar 

por sequenciação. A eficácia da plataforma MGI na deteção de  CNVs germinativos relacionados a 

diversos tipos de cancros em 2163 pacientes , recorrendo a um painel de 52 genes , foi avaliada por 

Koumarianou et al, tendo sido identificados grandes rearranjos, incluindo a deleção do exão 19 no gene 

BRCA1, a CNV mais frequente no estudo, bem como a deleção dos exões 9-10 no gene CHEK2 , associada 

à ausência ou disfunção da proteína devido à exclusão destes exões. (267) A técnica de sequenciação de 

amostragem adaptativa foi aplicada na plataforma Nanopore em estudos conduzidos por Chevrier et al. 

e Patel et al. Esta abordagem permite a sequenciação em tempo real, possibilitando a seleção e o 

enriquecimento de regiões específicas de DNA durante a fase de sequenciação. O princípio baseia-se na 

reversão controlada da voltagem aplicada aos nanopores, o que possibilita a rejeição de cadeias de DNA 

não correspondentes antes da sua sequenciação completa, e elimina a necessidade de uma etapa prévia 

de seleção na preparação da biblioteca. (253,255) No estudo de Chevrier et al., foram enriquecidos 152 

genes de predisposição ao cancro para avaliação da capacidade de deteção de SNVs e de rearranjos de 

larga escala em 30 amostras clínicas. Foi reportado que todos os rearranjos previamente identificados 

pelo Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), que é considerada a metodologia de 

referência, foram igualmente detetados pela plataforma Nanopore, tendo ainda sido possível identificar 

as coordenadas exatas das extremidades de cada rearranj o, o tamanho exato da deleção ou 

amplificação, e foi realizada uma caracterização mais robusta dos casos  complexos. Um exemplo foi a 

identificação de uma grande deleção de 4967 pb, abrangendo os exões 1 e 2 do BRCA1 e o exão 1 do gene 

não codificante NBR2 , que anteriormente tinha sido descrita apenas como uma deleção parcial do 

promotor e com uma deleção complexa do exão 1a e do exão 2 do BRCA1. (253) No trabalho de Patel et 

al. foi utilizado o Rapid-CNS2, baseado na sequenciação de amostragem adaptativa , que permite a 

classificação simultânea de metilação em tempo real e de CNVs, e de seguida  possibilita um 

comprehensive genetic profile em menos de 24 horas cobrindo todas as informações diagnósticas e 

terapêuticas relevantes para o diagnóstico de neoplasias do sistema nervoso central. Foi relatado que, 
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numa amostra de glioblastoma, foi identificada uma deleção subclonal de 1,3 Mb no EGFR , abrangendo 

os exões 2 a 7 ( EGFR  vIII), tendo sido detetada com confiança, com um mapeamento consistente do 

ponto de rutura, não tendo sido previamente identificada nos dados de NGS. (255) Adicionalmente, Hu et 

al. demonstraram que a plataforma PacBio long- read, permite identificar rearranjos estruturais em 

genes associados ao cancro da mama, incluindo uma inserção de cerca de 250 pb no 3’UTR do EGFR, 

localizada numa região próxima do centrómero do cromossoma 7 e caracterizada pela presença de 

numerosas repetições em 19 pacientes, utilizando um painel de 28 genes. (254) 

 

4.2.  Sequenciação do Exoma Completo (WES) 

De acordo com o que foi referido anteriormente, cerca de 93,2% dos estudos utilizaram plataformas 

short- read, em comparação às plataformas long- read (6,8%) para WES, sendo a maioria da plataforma 

Illumina®  (79,6%), (Figura 8.A). Os principais tipos de amostras utilizados foram  novamente FFPE e 

sangue periférico (Figura 8.B). 

 

 

 
Figura 8: Frequência das plataformas de NGS usadas em estudos envolvendo WES: Ion Torrent (6.82%); Illumina  
(79.55%); MGI (6.82%); PacBio Long- read (2.27%) e Nanopore (4.55%) (A); Frequência dos tipos de amostra  
utilizados em estudos envolvendo WES (B). Legenda: NGS- Sequenciação de nova geração; FFPE –formalin- fixed 
paraffin- embedded; WES - Sequenciação do exoma completo 

 

Na maioria destes estudos, utilizaram-se amostras de tecido (84,1%), sobretudo amostras de FFPE 

(50,0%), embora no WES usaram mais amostras de sangue periférico (40,9%), e houve uma menor 

diversidade de outros tipos de amostras (4,5%) do que no targeted sequencing. Para a plataforma 

Illumina® , a mediana da profundidade de cobertura média foi de 128.0 X (IQR: 100.0- 258.0 X), inferior 

aos 728.5X observados em targeted sequencing, o que reflete a abrangência do WES, que ao cobrir 

regiões mais extensas do exoma tende a apresentar uma profundidade de cobertura média inferior. A 
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entrada de amostra, o intervalo variou entre 37.5 ng a 1100 ng, com uma mediana de 100.0 ng (IQR: 50.0-

150.0 ng), evidenciando a flexibilidade da plataforma em processar quantidades distintas de DNA , 

enquanto o comprimento de leitura apresentou uma mediana de 150 pb (IQR: 82.0-150.0 ng), em linha 

com a natureza short- read. (163,199,268,269,269–271,271–299)  Devido à escassez de dados, não foi 

possível realizar uma análise estatística robusta  para as restantes plataformas  nem generalizar o 

desempenho típico em WES . No entanto, os valores reportados indicam que as  plataformas short- read 

como o Ion Torrent (121.7X -122.1X) (162,300,301) e a MGI (100X -200X)  (302–304)  apresentam 

profundidades de cobertura média superiores às plataformas long- read como o PacBio long- read (7X-

19X) (305) e Nanopore (15X-30X). (305,306)  Estes dados sugerem que as plataformas short- read 

mantêm uma profundidade de cobertura mais elevada em WES, embora a limitação de estudos impeça 

conclusões definitivas. Na profundidade de cobertura mínima, os valores só foram reportados nas 

plataformas Ion Torrent (100X) (301) e Illumina®  (1-50X) , (268,274,279,284 –286,288,290,292) , 

refletindo a ausência de valores correspondentes para as demais plataformas. As entradas de amostra 

das plataformas Ion Torrent (50-100 ng) (162,300,301), MGI (100-1000 ng) (302–304)  e Nanopore (500 

ng) (306)  foram semelhantes às observadas para a  Illumina® , sugerindo compatibilidade quanto à 

quantidade de DNA necessária para a WES. Somente Iqbal et al. e Kim et al. reportaram o Q score, no 

WES, demonstrando que, utilizando a plataforma Illumina® ,  as percentagens de bases a Q30 variou entre 

91,5% e 97,1%, (282,283)  evidenciando boa qualidade de leitura. De forma geral, os comprimentos de 

leitura do Illumina®  (75-151 pb) (268,270,273,276,279,283,284,286,289 –299)  e do MGI (100-150 pb) 

(302,304)  foram consistentes  entre os estudos , refletindo as características short- read destas 

plataformas. Devido à escassez de dados não foi possível obter informações confiáveis relativamente a 

outras métricas de desempenho, como o limite de deteção, tempo de resposta, e custo por amostra, 

sublinhando a importância de estudos futuros que incluam estas  métricas. Esta limitação também 

impediu uma análise estatística robusta, bem como a generalização sobre o desempenho típico da 

maioria das plataformas em estudos de WES, ou uma análise comparativa abrangente da deteção de 

variantes entre plataformas. A exceção foi a plataforma Illumina® , que apresentou o maior número de 

estudos em WES (N=35). A análise das percentagens registadas de variantes revelou que 91,43% dos 

estudos mencionaram SNVs, 68,57% indicaram indels, 31,43% identificaram CNVs e 8,57% reportaram 

genes de fusão, não tendo sido identificado qualquer estudo que documentasse rearranjos estruturais.  
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4.3.  Proposta de Algoritmo para a utilização das plataformas de NGS 

Através da seleção e da análise dos parâmetros definidos das diversas plataformas de sequenciação 

em targeted sequencing e WES, foi criado um algoritmo que propõe a utilização diferenciada das 

plataformas de NGS de acordo com a aplicação clínica em oncologia (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9: Proposta de um algoritmo para a seleção da plataforma de NGS mais adequada para um dado caso de oncologia clínica. 
Legenda: cfDNA-  Cell- free DNA,  ctDNA-  DNA tumoral circulante,  ESMO– European Society for Medical Oncology, NGS– 
Sequenciação da nova geração, TAT– Tempo de resposta, SNC– Sistema nervoso central, WES– Sequenciação do exoma 
completo. 
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Na prática clínica de rotina, a WES  não é amplamente utilizada como metodologia primária, em grande 

parte devido ao custo e à complexidade associados. (124) Esta metodologia foi sobretudo aplicada em 

situações especificas, nomeadamente na deteção de variantes genéticas em neoplasias raras, como o 

tumor de células da granulosa do ovário , (283) no prognóstico e monitorização de determinad as 

neoplasias através de biópsia líquida no cancro da mama (303) no carcinoma hepatocelular, (268)  e no 

cancro do endométrio, (272) bem como na caracterização do perfil molecular em síndromes hereditárias, 

como a Síndrome de Lynch, com o objetivo de compreender alterações como o TMB, que influenciam o 

tratamento dos doentes, permitindo prever e direcionar a terapêutica mais adequada. (162,271,301) Em 

contraste, o targeted sequencing, surgiu como a metodologia mais representada nos estudos analisados, 

mostrando-se como uma alternativa útil e economicamente mais acessível ao WES para a deteção de 

mutações relevantes, (235) sendo preferido em ambientes clínicos e  de diagnóstico devido á sua 

facilidade de utilização, tempo de resposta mais curto, menos complexidade bioinformática e custo 

reduzido. (156) Apesar de não possuírem a mesma amplitude de cobertura que o WES, apresentam maior 

profundidade de sequenciação, o que permite a deteção de variantes em amostras de baixa celularidade, 

incluindo variantes subclonais associados à progressão tumoral. (238) A literatura indica que os 

pequenos painéis apresentam taxas de diagnóstico bem -sucedidas entre 30-50%, dependendo dos 

genes incluídos e da população estudada, enquanto os comprehensive genetic profiles atingem entre 50-

70% mas detetam variantes pouco frequentes, (265) apresentando resultados de TMB semelhantes aos 

do WES, (124) ampliando assim as oportunidades de tratamento em estudos hereditários. (213) Estes 

fatores explicam a ampla aplicação do targeted sequencing na maioria das neoplasias  refletindo a sua 

relevância como ferramenta de rotina clínica. (156,235)  

Na presente análise, as plataformas short- read são, de forma predominante, as mais utilizadas 

(>90%) na área da oncologia, sobretudo em contexto clínico, em comparação com as plataformas long-

read. Conforme demonstrado nos estudos analisados, as plataformas short- read tendem a apresentar 

maior profundidade de cobertura média do que as plataformas long- read, conferindo maior precisão na 

deteção de variantes, sendo importante salientar que os dados disponíveis não permitem generalizações 

amplas. As plataforma s long- read demonstraram capacidade de detetar rearranjos estruturais 

complexos e de gerar  perfis genéticos abrangentes em tempo reduzido, incluindo a identificação de 

variantes subclonais, deleções significativas e inserções em regiões repetitivas difíceis de mapear em 

amostras clínicas de neoplasias, como reportado em estudos com as plataformas Nanopore, (253, 255) 

e PacBio long- read. (254)  
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5. Discussão  

O presente estudo exploratório teve como principal objetivo desenvolver um algoritmo que permita 

identificar as aplicações clínicas mais adequadas na área da oncologia para cada plataforma. Para tal, 

procedeu-se a uma análise  dos parâmetros e avali ou-se comparativamente o desempenho e a 

capacidade de deteção de diversas plataformas de NGS em targeted sequencing e WES, com base na 

literatura publicada. No entanto, a análise comparativa entre as plataformas revelou um viés significativo 

na representatividade dos estudos, com a plataforma Illumina®  a predominar uma proporção relevante 

da literatura avaliada (57.6% no targeted sequencing e 79.6% no WES dos 2 39 artigos) (Figura 5.A e 

Figura 8.A). Esta desproporção na literatura constitui uma limitação central deste estudo, que impactou 

a comparabilidade direta entre todas as plataformas, exigindo uma abordagem cautelosa na 

interpretação e generalização dos resultados obtidos para as diversas métricas de desempenho e 

deteção de variantes, de forma a mitigar  potenciais distorções e, por esse motivo, a discussão na 

perspetiva quantitativa irá centrar-se nas plataformas short- read Illumina® , Ion Torrent e MGI que 

apresentam dados mais robustos, enquanto a análise das plataformas long- read Nanopore e PacBio 

long- read será realizada numa perspetiva mais qualitativa. Assim, esta abordagem foi escolhida para 

lidar com a  heterogeneidade dos dados e a possível presença de valores discrepantes ( outliers). A 

mediana e o IQR proporcionam medidas de tendência central e de dispersão que são robustas à influência 

de outliers, enquanto o intervalo total contextualiza a amplitude completa dos dados reportados. Em 

conjunto, este método permite uma representação mais consistente e abrangente da dispersão dos 

resultados. Para variáveis com disponibilidade limitada de dados quantitativos na literatura, como o Q 

score e o limite de deteção, procedeu-se à análise qualitativa quando aplicável.  

Em relação aos estudos relacionados com targeted sequencing, as medianas de profundidade de 

cobertura média (Tabela 2 e Figura 6 .A) entre as plataformas Illumina® , Ion Torrent e MGI apresentam 

diferenças que refletem variações metodológicas e otimizações específicas. É importante notar que nem 

todos os estudos atingiram a profundidade de cobertura mínima recomendada de 250X por região-alvo, 

conforme estabelecido pelas guidelines da Association for Molecular Pathology e o College of American 

Pathologists, (93) o que pode comprometer a deteção de variantes somáticas em regiões com cobertura 

insuficiente, reduzindo a eficácia na filtragem de artefactos de sequenciação e aumentando o risco de 

falsos-positivos. Assim, tais limitações devem ser consideradas na interpretação da comparabilidade 

entre os estudos. (27,100) Por exemplo, a plataforma Illumina®  apresentou profundidades de cobertura 

médias inferiores ao da plataforma Ion Torrent em alguns estudos, possivelmente devido à sobrecarga 

de clusters, uma limitação descrita na literatura. (2) No entanto, todas as plataformas apresentam um 
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IQR amplo, indicando uma considerável variabilidade nos valores de cobertura observados entre os 

estudos. Apesar disso , a distribuição visualizada na Figura 6 .A, a Illumina®  indica uma variabilidade 

considerável, com a maioria dos estudos concentrada na faixa inferior e intermédia e na presença de 

valores discrepantes  que se estendem até 31000X, refletindo a capacidade da plataforma para  

determinadas aplicações que exigem uma elevada sensibilidade para a deteção de variantes, 

principalmente em oncologia clínica. A plataforma Ion Torrent revelou também uma variabilidade 

significativa, com limites de cobertura que se sobrepõem aos da plataforma Illumina® , tornando-a uma 

alternativa robusta para targeted sequencing. Apesar do número limitado de estudos, a plataforma MGI 

demonstrou uma distribuição mais concentrada em valores intermédios, sugerindo uma aplicação 

direcionada para contextos específicos nos estudos analisados. Em suma, a variabilidade observada nos 

níveis de profundidade de cobertura média transcende as especificidades de cada plataforma, sugerindo 

que fatores mais amplos possam estar a influenciar o desempenho real, como a heterogeneidade dos 

designs dos estudos incluídos, que variam consideravelmente em termos de tamanho e complexidade 

dos painéis utilizados, tipos de amostra (ver Figura 5.B) e os objetivos específicos de cada projeto, assim 

como a implementação de diferentes protocolos de otimização de laboratório, e até da própria 

metodologia utilizada para reportar os resultados nos artigos, nos quais alguns focam-se na cobertura 

de alvos  específicos, enquanto outros apresentam a cobertura média global do painel. (307,308)  A 

entrada de amostra é um fator crucial, especialmente em oncologia, onde a quantidade e a qualidade do 

material genético são frequentemente limitadas devido à natureza das amostras, o que torna este fator 

importante, uma vez que o conteúdo de células tum orais é fundamental para a interpretação dos 

resultados, visto que um baixo conteúdo de células tumorais pode originar resultados falsos-negativos. 

(309)  De forma geral , os dados analisados mostram que todas as plataformas estudadas 

quantitativamente, apresentam uma notável flexibilidade quanto à quantidade de entrada de amostra 

que conseguem processar, ainda que com padrões distintos relativamente às quantidades de entrada 

mais frequentemente utilizadas. Na plataforma Illumina® , a amplitude observada indica uma acentuada 

adaptabilidade a diversas entradas de amostra, o que evidencia a flexibilidade da plataforma para lidar 

tanto com amostras de elevada qualidade como as ma is desafiadoras. No caso da plataforma Ion 

Torrent, os valores mais concentrados em entradas baixas, sugerem uma otimização para operar com 

menores quantidades de amostra, como descritas em diversos estudos, sendo inclusive apontada como 

uma das principais vantagens  desta plataforma. (208,224)  Ainda assim a  distribuição e o intervalo 

reportado, demonstra que a plataforma pode processar quantidades mais variadas, embora a maioria 

dos estudos se concentre em valores reduzidos. A plataforma MGI, que apresenta uma tendência para 
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quantidades de entrada mais elevados, indica uma capacidade robusta para processar amostras em 

quantidades superiores comparativamente com as plataformas Ion Torrent e Illumina® . A distribuição, o 

intervalo e o IQR mais amplo entre  as plataformas  refletem uma considerável variabilidade na 

quantidade de amostra utilizada, po ssivelmente relacionada com a diversidade de aplicações ou 

protocolos mais frequentemente reportados. Assim, a capacidade das plataformas de acomodar esta 

diversidade representa uma vantagem clínica significativa, permitindo o processamento de amostras 

desafiadoras, e tornando- as mais adaptáveis às exigências da oncologia clínica. Esta variabilidade pode 

estar associada a diversos fatores, como otimizações nos protocolos de preparação das bibliotecas e na 

natureza das amostras clínicas. (309)  Os comprimentos de leitura são uma característica fundamental 

das plataformas de NGS, influenciando diretamente o tipo de variantes genéticas que podem ser 

detetadas de forma eficaz. A análise estatística e da distribuição dos dados (ver Tabela 2 e Figura 6.C) 

demonstram que as plataformas Illumina® , Ion Torrent e MGI enquadram-se claramente na categoria de 

plataformas short- read. Embora a plataforma MGI apresente uma mediana ligeiramente inferior em 

comparação com as demais plataformas, a dispersão permanece dentro dos limites esperados para 

plataformas short- read, não evidenciando valores extremos que as enquadrassem na categoria long-

read. A principal implicação destas plataformas operarem como plataformas short- read, é a sua elevada 

adequação para a deteção de variantes de SNVs e indels, sendo inclusive as plataformas mais comuns 

em oncologia clínica. (93) Contudo, esta característica impõe limitações na deteção de regiões mais 

complexas, na s quais plataformas short- read podem não fornecer informação suficiente para o 

alinhamento inequívoco ou para abranger a totalidade de um evento estrutural. (310) Apesar de a 

plataforma Illumina®  ter conseguido detetar indels longos, comuns em neoplasias como no carcinoma 

renal de células claras , (311) estes podem estar associados a uma baixa qualidade, exigindo uma 

avaliação cuidadosa para garantir uma interpretação precisa. (142) De forma semelhante , a MGI 

demonstrou capacidade para detetar grandes rearranjos, (267) alterações fundamentais principalmente 

em estudos hereditários, embora frequentemente não sejam abordadas. (142) É fundamental considerar 

que o número de artigos que contribuem para o indicador de comprimento de leitura é consideravelmente 

menor para a Ion Torrent (N=20), e MGI (N=7) do que para Illumina®  (N=49). Apesar das tendências 

refletidas pelos dados, a generalização das medianas e intervalos nas plataformas com número de 

artigos mais baixos deve ser efetuado com prudência.  

Em termos da deteção de variantes no targeted sequencing, a elevada percentagem de estudos que 

reportam SNVs e indels nas plataformas Illumina®  e Ion Torrent (conforme a Figura 7) é consistente com 

o facto de serem as variantes mais comuns no estudo da oncologia. (93) No entanto, a menor prevalência 



 

   41 

de reporte de variantes mais complexas nestas plataformas poderá estar relacionada tanto com o foco 

dos estudos com o limitações técnicas inerentes às plataformas short- read, que podem dificultar a 

deteção de variantes mais complexas. (310) Apesar do número limitado de estudos envolvendo a MGI 

(N=11), observa-se uma proporção elevada de estudos que reportam a deteção de SNVs , indels, CNVs e 

rearranjos estruturais, sugerindo que os estudos que empregam a MGI tendem a ser mais abrangentes 

na deteção de variantes ou que esta plataforma é escolhida para projetos com esse objetivo. Contudo, é 

fundamental considerar que o volume absoluto de dados  ainda provém maioritariamente das 

plataformas Illumina®  (N=121) e Ion Torrent (N=73), refletindo a sua maior utilização na literatura. 

Diversos estudos relataram dificuldades especificas  da plataforma Ion Torrent na deteção de grandes 

rearranjos e regiões homopoliméricas,  devido a limitações conhecidas desta plataform a. 

(208,215,243,244)  Para além de que Lang et al. mostraram que, em comparação com a plataforma 

Illumina® , a plataforma MGI apresentou nos dados uma perda significativa de fragmentos entre 101-133 

pb, possivelmente devido à fase de circularização do DNA. Tendo sido recomendada prudência na 

utilização da plataforma MGI em estudos que envolvam fragmentos curtos , que apresentem uma 

distribuição complexa de tamanhos (ex: amostras em FFPE), ou em estudos focados na distribuição de 

tamanhos do fragmento, tais como DNA tumoral circulante ou cell- free DNA. (119) A exceção ocorreu na 

deteção de genes de fusão, onde a plataforma MGI parece ser menos utilizada ou menos otimizada 

comparativamente com as plataformas Illumina®  e Ion Torrent. É crucial destacar que o gráfico da Figura 

7 reflete o reporte de variantes nos estudos analisados, e não necessariamente a capacidade intrínseca 

total de deteção de cada plataforma. Além disso, os objetivos dos estudos variam, pelo que um estudo 

focado apenas num tipo de variante não reportará outras variantes, mesmo que a plataforma tenha 

capacidade para as detetar.  

A análise dos resultados, evidencia que a escassez de dados quantitativos para WES na maioria das 

plataformas impediu uma análise comparativa abrangente do desempenho e da deteção de variantes. 

Esta menor representatividade sugere que a WES não é a metodologia primária, em grande parte devido 

ao custo e à complexidade associad as. (124) Apesar disso , a WES tem vindo a ser  cada vez é mais 

utilizado devido à cobertura abrangente do exoma, embora apresente profundidades de cobertura média 

inferiores às do targeted sequencing. (27) Esta  metodologia tem sido aplicada principalmente em 

situações específicas, como a deteção de variantes genéticas em neoplasias raras, (283)  no prognóstico 

e monitorização de determinadas neoplasias por biópsia líquida, (268,272,303)  e na caracterização 

molecular de uma neoplasia específica ou síndrome hereditária, como a Síndrome de Lynch, com o 

propósito de compreender as alterações, como o TMB que influenciam o tratamento dos pacientes. 
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(162,271,301) No entanto, mesmo com a escassez de dados foi possível realizar uma análise quantitativa 

da plataforma Illumina® . A profundidade de cobertura média inferior observada em WES em relação ao 

targeted sequencing é consistente com a metodologia que ao abranger uma cobertura mais ampla do 

exoma, consequentemente provoca uma distribuição da profundidade de cobertura média mais baixa, 

apesar de ser suficiente para a deteção da maioria das variantes relevantes em regiões codificantes. (27) 

O IQR e o intervalo, refletem uma variabilidade considerável, possivelmente associada a diversos fatores 

como protocolos de otimização, e nos objetivos dos diversos estudos que podem priorizar uma cobertura 

mais uniforme ou a uma maior profundidade em determinadas regiões-alvo. (27) A entrada de amostra, 

demonstra que a Illumina®  mantém flexibilidade em WES, sendo capaz de processar um amplo intervalo 

de quantidades de entrada de DNA, o que pode ser crucial para amostras limitadas ou de qualidade 

inferior. Em termos de comprimento de leitura, a Illumina®  continua a operar como uma plataforma short-

read, adequada para a deteção de SNVs e indels em todo o exoma,  mas limitada na identificação de 

variantes mais complexas. Relativamente á deteção de variantes, a Illumina®  demonstra uma elevada 

capacidade para detetar SNVs e indels, confirmando a robustez da plataforma para a identificação das 

variantes mais comuns em oncologia em todo o exoma. A deteção de  CNVs e genes de fusão  foi 

reportada em menos artigos, sugerindo que a sua identificação em WES é menos consistente ou mais 

desafiadora, sendo que nenhum estudo reportou a deteção de rearranjos estruturais, refletindo as 

limitações inerentes às plataformas short- read para identificar variantes mais complexas que exigem 

maiores comprimentos de leitura para serem resolvidos. (310) Embora a escassez de dados em WES, 

foram encontrados alguns achados de forma qualitativa referentes à deteção de variantes em outras 

plataformas como a dificuldade do Ion Torrent em detetar regiões homopoliméricas, que são comuns em 

neoplasias como a instabilidade de microssatélites no cancro colorretal (18) e o gene BRCA  no cancro da 

mama, (18,208) conforme descrito anteriormente na análise do targeted sequencing, foi igualmente 

evidenciado no WES por Kassem et al. quando utilizou a plataforma Ion Torrent para analisar o perfil 

mutacional do carcinoma hepatocelular em pacientes egípcios. (300)   

Em relação às plataformas short- read, AVITI™  e PacBio Onso, devido à sua recente comercialização, 

nenhum estudo foi incluído, todavia existem artigos em preprint e posters que já mostram resultados 

promissores da capacidade de sequenciação de ambas as plataformas. Zhang et al. examinaram as 

propriedades de desempenho do método de sequenciação por avidez na deteção de variantes somáticas 

em amostras FFPE, e compararam a concordância na deteção de variantes entre as plataformas AVITI™   

e Illumina® , avaliando as variant calling de 518 genes associados ao cancro utilizando o painel 

OncoscreenTM Plus da Burning Rock, e mostraram que a plataforma AVITI ™  conseguiu detetar com 
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sucesso diversas variantes relacionadas ao cancro, como SNVs; indels; genes de fusão; CNVs; 

instabilidade de microssatélites e TMB. Além disso, o sistema AVITI™  com 100 ng de entrada de amostra, 

e um comprimento de leitura de 150 pb,  produziu um Q score superior (AVITI >91% vs Illumina®  >89%), 

além de melhores taxas de atribuição de índice e profundidade de cobertura média, e uma menor taxa de 

duplicação ótica em comparação com a plataforma Illumina® . (312) Revil et al. em formato de póster, 

mostraram através do projeto DOvEEgene (Detecting Ovarian and Endometrial cancer Early using 

Genomics) que visa diagnosticar cancros do ovário e do endométrio por um custo baixo e acessível, 

decidiram comparar a plataforma PacBio Onso, que promete aumentar a especificidade e a sensibilidade, 

com a plataforma Illumina ® . Os resultados preliminares indicaram que a plataforma PacBio Onso 

apresenta um Q score mais elevado e taxas de erro emp íricas mais baixas , independentemente do 

método utilizado para a correção de erros, bem como uma maior deteção de microssatélites instáveis em 

amostras conhecidas, quando comparada com a plataforma Illumina® . (313) 

Na presente análise, as plataformas short- read foram as mais utilizadas na oncologia em contexto 

clínico, apresentando maior precisão na deteção de variantes em comparação com as plataformas long-

read, embora os dados disponíveis não permitam generalizações amplas. Embora o custo por amostra 

nas plataformas long- read possa ser inferior aos das plataformas short- read, os investimentos iniciais 

necessários para as plataformas long- read, incluindo os equipamentos, consumíveis (como flow cells e 

kits de preparação da biblioteca), software de bioinformática, infraestrutura laboratorial, formação de 

profissionais especializados, tornam a sua integração na clínica mais limitada. (120,314) Deste modo, na 

prática clínica, as plataformas long- read foram predominantemente utilizadas na deteção de regiões de 

elevada complexidade para as plataformas short- read, como a identificação de rearranjos estruturais 

(incluindo grandes rearranjos), haplotipagem, regiões repetitivas e homopoliméricas (18,41–43), embora 

ainda sejam necessárias adaptações das guidelines internacionais para a sequenciação da terceira 

geração. (253,255) Fora do escopo deste estudo, estas plataformas são amplamente aplicadas em 

estudos de transcriptoma, epigenética e  sequenciação completa do genoma, contribuindo para a 

caracterização da biologia tumoral, na descoberta de novos biomarcadores, e de isoformas, podendo 

auxiliar na previsão e direcionamento de tratamentos mais adequados aos pacientes. (315) Nos estudos 

analisados, verificou-se que, mesmo com profundidade de cobertura média relativamente baixa (<70X), 

as plataformas long- read conseguiram sequenciar regiões complexas de forma eficaz. A tecnologia de 

sequenciação de amostragem adaptativa, aplicada na plataforma Nanopore, permitiu sequenciar com 

uma elevada robustez rearranjos de larga escala , (253,255) que ocorrem em neoplasias pediátricos 

(glioblastoma, sarcoma de Ewing, entre outros), (316) cancro da próstata, melanoma, (317) entre outros. 
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Além da possibilidade de realizar a classificação simultânea de metilação em tempo real e de CNVs, e 

seguidamente de um comprehensive genetic profile em apenas 24 horas. (255) Hu et al., utilizando a 

plataforma PacBio long- read, evidenciaram a deteção de rearranjos estruturais em genes associados ao 

cancro da mama, incluindo uma inserção de 250 pb no 3’ UTR do EGFR . (254) 

Apesar do objetivo deste estudo seja mostrar as particularidades das diversas plataformas de NGS, é 

importante considerar que todas as restantes etapas de sequenciação podem influenciar na deteção das 

variantes. Um dos principais fatores que influencia é a qualidade e o tipo do DNA genómico utilizado, 

sendo que, como evidenciado nas Figuras 5.B e 8.B, mais da metade dos estudos analisados utilizaram 

amostras de tecido, com ênfase em amostras com FFPE, devido à sua acessibilidade na anatomia 

patológica. (156) Entretanto, o tecido em FFPE impacta negativamente a qualidade do DNA genómico, 

devido às alterações que a formalina provoca no DNA, (138) ocorrendo igualmente em amostras de RNA, 

(180,318) reduzindo o desempenho dos amplicons, ocasionando em alterações na expressão genética 

analisadas pelo NGS, o que leva aos laboratórios optarem frequentemente por tecidos congelados ou 

frescos. (215,236,246) Quanto mais antigas forem as amostras de FFPE (> 5 anos), menores tendem a 

ser o Q score e a profundidade de cobertura, comprometendo a deteção de variantes. (134) No entanto, 

quando as amostras apresentam uma elevada qualidade de DNA genómico, uma profundidade de 

cobertura mais baixa tem um impacto reduzido nessa deteção de variantes como o polimorfismo de 

nucleótido único e TMB, (146,161) sendo que o envelhecimento não afeta de forma tão significativa outros 

tipos de amostras, como sangue periférico. (230,253)  Assim, para contornar essa dificuldade das 

plataformas de NGS, existem alguns kits de preparação de biblioteca que estão adaptados para lidar com 

este tipo de amostras como o TruSight Oncology 500, (191) Painel RAS, (194) e Ion Torrent™  Oncomine™  

(319) ou realizam pequenas modificações nos protocolos como uma etapa extra de purificação do DNA 

FFPE . (212) Outros fatores que podem ter impacto incluem o conteúdo tumoral da amostra, que pode 

afetar o rendimento e a quantidade de entrada da amostra, além da heterogeneidade intratumoral que 

pode influenciar o variant calling, e o intervalo entre a colheita e a realização do NGS. (180,258) Na 

preparação da biblioteca, um dos fatores mais impactantes é a escolha do design do painel, 

especialmente na metodologia targeted sequencing, na qual existe uma variedade de painéis que 

identificam variantes de apenas alguns genes até de múltiplos genes . A principal diferença entre os 

pequenos painéis e o comprehensive genetic profile reside na taxa de diagnósticos bem-sucedidos, onde 

os comprehensive genetic profile apresentam uma taxa mais elevada de diagnósticos bem-sucedidos, 

(265) ampliando as oportunidades de tratamento em estudos hereditários. (213) Além disso, os painéis 

multigenes, como os comprehensive genetic profile, são recomendados pela ESMO (European Society 
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for Medical Oncology) em certas neoplasias, como no adenocarcinoma do pulmão e em neoplasias 

avançadas, devendo ser implementados em centros académicos com acesso a ensaios clínicos. 

(224,320,321) Todavia, os painéis multigenes não abrangem todos os potenciais defeitos genéticos, 

principalmente rearranjos genéticos ou CNVs. (322) Por fim, na análise de bioinformática, Karimnezhad 

et al. e Stockley et al. desmitificam a influência das plataformas na deteção de variantes, mostrando que 

a reprodutividade e a precisão dos resultados da sequenciação, dependem mais da viabilidade entre 

réplicas e da análise bioinformática do que das plataformas e do painel de g enes. (109,118) Essa 

discordância acontece principalmente entre softwares  de bioinformática, como valores padrão para a 

frequência mínima dos alelos, cobertura ou qualidade das leituras; parâmetros de filtragem; variações 

entre modelos estatísticos; sendo que a principal distinção ocorre nas calling de falsos positivos. (109)  

Relativamente aos restantes critérios como profundidade de cobertura mínima, Q score, limite de 

deteção, tempo de resposta e custo por amostra, a inconsistência na análise destes indicadores 

representa um desafio para uma avaliação completa da qualidade e sensibilidade das plataformas para 

uso clínico onde a robustez e a fiabilidade são primordiais. No entanto, na oncologia clínica, o potencial do 

NGS reside essencialmente, na integração do targeted sequencing, WES, epigenética e sequenciação de 

genoma completo numa única análise (análise multiómica), para ser aplicado na prática clínica. Isso inclui 

o uso durante o meio intraoperatório como exemplificado pela tecnologia Rapid- CNS2, baseada em 

sequenciação adaptativa em tempo real, que permite a análise simultânea de metilação e de CNVs. (255) 

Assim como em novas tecnologias de sequenciação, como a tecnologia de sequenciação por expansão 

(SBX) da ROCHE, que promete mais rapidez e precisão, (323,324)  ou na otimização de tecnologias como 

a sequenciação de amostragem adaptativa da Nanopore, com a finalidade de conceber a plataforma ideal 

para o desenvolvimento de diagnósticos capazes de identificar com precisão as opções de tratamento, 

melhorando assim a sobrevida dos pacientes. (235) Assim como qualquer outro estudo, este também 

apresenta as suas limitações como a ausência de padronização dos critérios de qualidade nos diversos 

estudos, devido à falta de consenso dos critérios de qualidade, na qual diversas entidades internacionais 

tentam definir padrões e regulamentar as plataformas de NGS. Assim como, a limitação na recolha de 

estudos de determinadas plataformas como o AVITI™  e o PacBio Onso, à discrepância da quantidade de 

estudos entre as diferentes plataformas de NGS, e na escassez de dados de determinados indicadores, 

principalmente para o WES. Por último, a seleção dos estudos foi arbitrária, resultando em informações 

sujeitas ao viés de seleção com grande interferência da perceção subjetiva. No futuro, prevê-se que este 

trabalho possa ser alargado para incorporar novas plataformas de sequenciação, diferentes etapas do 

processo de NGS e tipos de análises genómicas, bem como aprofundar a caracterização das aplicações 
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mais adequadas de cada plataforma, de modo a permitir uma avaliação mais abrangente da eficácia de 

cada tecnologia na prática clínica em oncologia. Estes desdobramentos poderão também servir como 

fundamento para a validação do algoritmo desenvolvido, tendo em conta que, até ao momento o mesmo 

não foi validado.  
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6. Conclusões 

O surgimento contínuo de diversas de plataformas de NGS, com métodos distintos de amplificação e 

de sequenciação, revela particularidades únicas que impactam diretamente na oncologia clínica. Até ao 

momento, não havia sido descrito nenhum algoritmo que permitisse identificar a plataforma de NGS mais 

apropriada em targeted sequencing como em WES. A escolha da plataforma depende de parâmetros de 

desempenho e da capacidade de detetar diferentes tipos de variantes.  

O targeted sequencing é predominantemente usado na maioria das neoplasias e na monitorização 

clínica devido à maior profundidade de cobertura média e menor complexidade. A WES é aplicado em 

situações especificas, como neoplasias raras ou síndromes hereditárias, oferecendo uma cobertura 

abrangente do exoma, apesar do maior custo e complexidade. As plataformas long- read são indicadas 

para regiões genómicas complexas e rearranjos estruturais, complementando as short- read, mas 

apresentam limitações de infraestrutura e custo inicial.  

Apesar de algumas limitações na representatividade da literatura disponível, a análise destes 

parâmetros permitiu desenvolver um algoritmo que orienta na seleção da plataforma mais adequada à 

aplicabilidade pretendida, facilitando a escolha acertada de acordo com o painel  e promovendo uma 

aplicação mais eficiente das plataformas de sequenciação em contexto clínico. 
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