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Genoma nuclear 

3.300 Mb / ± 35.000 genes 

Genes e seqüências 
relacionadas 

DNA extragênico 
~ 25% ~ 75% 

DNA codificador DNA não codificador 

peseudogenes introns, 5´ e 3´ UTRs, etc. fragmentos gênicos 

Únicas ou moderadamente 
repetitivas 

~ 10% ~ 90% 

único ou baixa 
cópia  

moderado ou  
altamente repetitivo 

~ 60% ~ 40% 

LINES, SINES, Alu, 
VNTRs, STRs ... 

Genoma Nuclear
3.300 Mb / +/- 21.000 genes 



Dógma Central

Regulação da expressão 
gênica e de vias gênicas 

canônicas e não-canônicas)

Instabilidade 
genômica e 

regulação da 
expressão gênica

Transcrição

- Chip-Seq 
- Methyl-Seq 
- Exome-Seq 
- mRNA-Seq

Pós-transcrição
- mRNA-seq
- miRNA-seq 



DNA 
- Whole Genome-Seq 
- Exome-Seq 

Epigenomics 
- Chip-Seq 
- Methyl-Seq 

RNA 
- mRNA-Seq 
- miRNA-Seq 

Protocolos:

Structural and genomic  
alterations/mutation

Regulation of Gene Expression

Expression of Genes  
(canonical and non-canonical)



Análise de dados em escala genômica
Next Generation Sequencing

1. Definição do problema biológico; 

2. Discussão do desenho experimental; 
     - Tipo de amostra, número amostral, abordagem 
      de NGS, etc. 

4. Discussão dos resultados; 

5. Conclusão do estudo.
http://ctcusp.org/

CISBi-NAP/USP - Agendamento para suporte em análise de bioinformática



1990 1999

Lançado	o	Projeto	Genoma	Humano	(HGP)	
Esforço	de	15	anos	coordenado	pelo	“Department	of	Energy	–	DOE”	e		
pelo	“Na0onal	Ins0tutes	of	Health	–	NIH”	dos	USA	para	o	seqüenciamento	
completo	do	genoma	humano.

2001

Francis Collins 
Diretor do “National Human Genome Research Institute”  

Craig Venter 
Co-fundador da “Celera Genomics Corporation”  

Leroy Hood



2001 2011

Next Generation Sequencing

Biologia Computacional

Biologia de Sistemas Moleculares



Hb A/ bo-Talassemia (IVS-2 splice junction G-A)
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Frederick Sanger
1977

Video: https://www.youtube.com/watch?v=qr6A4eXZOWs





NGS (Next Generation Sequencing)

Etapas:

1. Extração do DNA ou RNA

2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)

3. Sequenciamento da biblioteca

4. Análise dos dados (Bioinformática)



NGS (Next Generation Sequencing)

1. Extração do DNA ou RNA

- Manual ou automatizada

- Qualidade (pureza e integridade)
Pureza: Contaminação com RNA/proteínas

Integridade: Fragmentação do DNA ou RNA

OD 260nm /280nm Razão = 1,8 – 2,0
Amostras com razão acima de 2,0 tem muito RNA

Amostras com razão abaixo de 1,8 tem contaminação com proteína

Contaminação com reagentes
OD 260nm /230nm Razão = 2,0 – 2,2
Amostras com razão abaixo do esperado tem contaminação reagentes



NGS (Next Generation Sequencing)
2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)

Tagmentação
(Transposase)

Mecânica ou enzimática



NGS (Next Generation Sequencing)
2. Preparo da biblioteca (fragmentação randômica)



NGS (Next Generation Sequencing)

3. Sequenciamento da biblioteca



NGS (Next Generation Sequencing)

4. Análise dos dados (Bioinformática)



Parâmetros importantes

Cobertura!!!
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Parâmetros importantes

The Lander/Waterman equation Equação Geral: C = LN/G

C: cobertura
L: tamanho da read (sequência)
N: número de reads
G: tamanho do genoma haploide

C = (100 bp)*(189×106)/(3×109 bp) = 6.3


