





rado durante a sintese de DNA. Este PPi liberado ¢ con-
vertido em uma molécula de Adenosina Trifosfato (ATP)
pela enzima ATP Sulfurilase, e a enzima Luciferase
utiliza essa molécula de ATP para oxidar Luciferina e
produzir foton de luz (Figura 4). Os fotons de luz produ-
zidos sao detectados por aparelhos e a quantidade de luz
transmitida ¢ proporcional ao nimero de nucleotideos
incorporados. Durante a reagdo de sequenciamento, os
nucleotideos (A, T, C ou G) sdo adicionados a cadeia de
DNA crescente. Se nenhum foéton de luz for produzido,
signifca que a base adicionada néo corresponde a base
complementar da fta de DNA molde a ser sequencia-
da. Mas, quando o foton ¢ produzido, sabe-se qual base
foi adicionada na reagdo e a quantidade de luz emitida
corresponde ao nimero de vezes que a base se repete
(Ronaghi, 2001; Mardis, 2008). Assim, ¢ obtida a seqii-
éncia de bases de nucleotideos do DNA. Uma operagao
de sequenciamento com duragdo de 7 horas, utilizando
equipamentos especifcos, pode produzir um total de 100
milhdes de pares de bases utilizando a técnica do piro-
sequenciamento. Enquanto que, no mesmo intervalo de
tempo, o método de didesoxinucleotideos produz apenas
440 mil pares de bases (Mardis, 2007).

Consideracoes finais

Novas tecnologias t€ém sido desenvolvidas para
racionalizar e, sobretudo, diminuir o tempo de sequen-
ciamento de genomas. Dentre estas técnicas destaca-se
0 pirosequenciamento, capaz de sequenciar milhdes de
pares de bases (inclusive de genomas inteiros) em ques-
tdo de horas, realizado por apenas uma pessoa ¢ com 0
auxilio de equipamento especifco.

Apesar do dominio das técnicas de sequenciamen-
to de DNA terem revolucionado o estudo da biologia e
da medicina, o conhecimento da informacdo contida no
gene nao € o bastante para solucionar muitos dos proble-
mas que permeiam essas areas do conhecimento. Surge
entdo a necessidade da genomica funcional, uma nova

fase na era pds-gendmica que, a partir do conhecimento
da sequéncia de um genoma, tem-se a necessidade de in-
terpretar a funcdo desta sequéncia. Neste sentido, novos
conhecimentos estao sendo gerados e novas técnicas tém
sido desenvolvidas com o intuito de atender a demanda
que a pesquisa cientifca exige.
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Figura 1. Estrutura dos desoxinucleotideos e didesoxinucleotideos. (A) desoxinucleotideos-dNTPs, ndo apre-
sentam a hidroxila (OH) no carbono 2’ da ribose. (B) didesoxinucleotideos-ddNTPs, ndo apresentam as hidroxilas
nos carbonos 2’ e 3’ da ribose.
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Figura 2. Esquema de inser¢do do gene a ser sequenciado em um vetor de clonagem. Esse processo ocorre
com o auxilio de enzimas de restri¢do. Essas enzimas reconhecem regioes especificas no DNA e cortam essas regioes
que, posteriormente, sdo ligadas ao vetor de clonagem também cortado com enzimas de restri¢do.
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Processo acima descrito se repete varias vezes utilizando aparelho de PCR que
aumanta o diminui tamperatura da reagdo produzinds varios fragmentos de
tamanhos diferantes com base marcada na extramidade
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B) Fragmentos sao submetidos a um aparelho que os separa por
tamanho, atraves da téecnica de eletroforese e identifica a
fluorescencia emitida pela base nitrogenada

YATAGC T

TATAGE ¥
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S ATAGCGAAL I *

FATAGCGAA ¥ E]?
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a1

5 ATAGCGAAGTC ¥ il [l[:scnmur
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Figura 3. Método de sequenciamento usando didesoxinucleotideos coloridos (ddNTPs). (4) Reagdo de se-
quenciamento. Primeiramente as fitas de DNA sdo separadas pelo aquecimento. Com as fitas separadas, o oligo-
nucleotideo iniciador (primer) se liga a uma regido especifica em uma das fitas. A enzima DNA polimerase alonga
o iniciador inserindo bases complementares a fita na qual o iniciador esta ligado. Sempre que a DNA polimerase
inserir um didesoxinucleotideo (ddNTP) colorido, a reagdo para porque a enzima é incapaz de adicionar um outro
nucleotideo na sequéncia. (B) Sequenciamento utilizando aparelho que realiza eletroforese e detec¢do de dideso-
xinucleotideos marcados. Uma vez formadas varias fitas de DNA com diferen¢a de um nucleotideo de uma para a
outra, essas fitas sdo separadas por eletroforese. As fitas menores migram mais rapidamente (de cima para baixo) e,
assim que as fitas contendo em uma das extremidades um didesoxinucleotideo colorido, a cor é identificada e cada
cor corresponde a uma das quatro bases nitrogenadas que caracterizam o DNA.
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Figura 4. Principio geral das reagoes do pirosequenciamento. A enzima Polimerase catalisa a reagdo de
adi¢do de um nucleotideo a uma cadeia de dcido ribonucléico (RNA). Uma molécula de pirofosfato (PPi) é liberada
como produto dessa reagdo e, logo em seguida, convertida em ATP pela unido com adenosina fosfossulfato (APS)
através da atividade de ATP sulfurilase. A oxidagdo de luciferina pela Luciferase produz foton de luz.
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