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Sequenciamento por Sanger 

Estratégia: gene candidato (exon a exon) 

• Investigação de variantes de ponto e pequenas indels em 
genes candidatos (doenças com um ou poucos genes 
candidatos); 
 

• Segregação de variantes identificadas pelo NGS. 



Princípio da reação 

Método de ‘terminação de cadeia’ 



Método de Sanger  

H2O 



Etapas da reação do sequenciamento 

• Amplificação das regiões de interesse por PCR; 

• Purificação enzimática do produto de PCR; 

• Reação de sequenciamento; 

• Precipitação do produto do sequenciamento; 

• Eletroforese capilar dos fragmentos sequenciados; 

• Análise do eletroferograma em comparação a uma sequência referência. 



Sequenciamento 
automático  



Eletroforese capilar 



Eletroferograma  
Sequenciamento automático 



Sequência referência 



https://varnomen.hgvs.org/ 

Human Genome Variation Society 

https://varnomen.hgvs.org/ 

http://varnomen.hgvs.org/ 



Significado clínico das variantes identificadas 



Classificação das variantes alélicas de 
acordo com a patogenicidade 

Richards et al. Genet Med. 2015; 17(5):405-424 

Evidências:  

•  características da variante 

•  dados populacionais  

•  estudos in silico 

•  dados de segregação 

•  estudos funcionais  

Classificação sugerida: 

•  patogênica 

•  provavelmente patogênica 

•  de significado incerto (VUS) 

•  provavelmente benigna 

•  benigna 



Características da variante 

• Localização da variante 

 

 

 

• Estado da variante: Heterozigose x Homozigose 

• Tipo de variante 

• Variantes sinônimas;  

• Variantes missense;  

• Loss of function variants (stopgain, stoploss, frameshift, 
splice site). 
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Outros dados importantes 

• Presença da variante em bancos populacionais 

ExAC, 1000 Genomes, gnomAD, AbraOM 

• Presença da variante em bancos de doença 

ClinVar, OMIM, Human Gene Mutation Database, DECIPHER 

• Segregação da variante com o fenótipo na família do paciente 

• Patogenicidade prevista pelos programas de predição in silico 

Polyphen, Mutation Taster, Mutation Acessor, PROVEAN, FATHMM, SIFT, 
CADD, etc 

• Presença ou possibilidade de se fazer um estudo funcional 

 Ensaios in vitro ou in vivo 
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Resumo 

 - estratégia de sequenciamento; 

 - localização da variante; 

 - tipo de variante; 

 - estado da variante (homozigose, heterozigose); 

 - investigação de indivíduos controles/ bancos de dados; 

 - segregação na família; 

 - softwares de predição; 

 - estudos funcionais; 

 - limitação das técnicas. 
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