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rado durante a síntese de DNA. Este PPi liberado é 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 fóton de luz (Figura 4). Os fótons de luz produ-
zidos são detectados por aparelhos e a quantidade de luz 
transmitida é proporcional ao número de nucleotídeos 
incorporados. Durante a reação de sequenciamento, os 
nucleotídeos (A, T, C ou G) são adicionados à cadeia de 
DNA crescente. Se nenhum fóton de luz for produzido, 
significa que a base adicionada não corresponde à base 
complementar da fita de DNA molde a ser sequencia-
da. Mas, quando o fóton é produzido, sabe-se qual base 
foi adicionada na reação e a quantidade de luz emitida 
corresponde ao número de vezes que a base se repete 
(Ronaghi, 2001; Mardis, 2008). Assim, é obtida a seqü-
ência de bases de nucleotídeos do DNA. Uma operação 
de sequenciamento com duração de 7 horas, utilizando 
equipamentos específicos, pode produzir um total de 100 
milhões de pares de bases utilizando a técnica do piro-
sequenciamento. Enquanto que, no mesmo intervalo de 
tempo, o método de didesoxinucleotídeos produz apenas 
440 mil pares de bases (Mardis, 2007).

Considerações finais
Novas tecnologias têm sido desenvolvidas para 

racionalizar e, sobretudo, diminuir o tempo de sequen-
ciamento de genomas. Dentre estas técnicas destaca-se 
o pirosequenciamento, capaz de sequenciar milhões de 
pares de bases (inclusive de genomas inteiros) em ques-
tão de horas, realizado por apenas uma pessoa e com o 
auxílio de equipamento específico.

Apesar do domínio das técnicas de sequenciamen-
to de DNA terem revolucionado o estudo da biologia e 
da medicina, o conhecimento da informação contida no 
gene não é o bastante para solucionar muitos dos proble-
mas que permeiam essas áreas do conhecimento. Surge 
então a necessidade da genômica funcional, uma nova 

fase na era pós-genômica que, a partir do conhecimento 
da sequência de um genoma, tem-se a necessidade de in-
terpretar a função desta sequência. Neste sentido, novos 
conhecimentos estão sendo gerados e novas técnicas têm 
sido desenvolvidas com o intuito de atender a demanda 
que a pesquisa científica exige. 
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Figura 1. Estrutura dos desoxinucleotídeos e didesoxinucleotídeos. (A) desoxinucleotídeos-dNTPs, não apre-
sentam a hidroxila (OH) no carbono 2’ da ribose. (B) didesoxinucleotídeos-ddNTPs, não apresentam as hidroxilas 
nos carbonos 2’ e 3’ da ribose.
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Figura 2. Esquema de inserção do gene a ser sequenciado em um vetor de clonagem. Esse processo ocorre 
com o auxílio de enzimas de restrição. Essas enzimas reconhecem regiões específicas no DNA e cortam essas regiões 
que, posteriormente, são ligadas ao vetor de clonagem também cortado com enzimas de restrição.
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Figura 3. Método de sequenciamento usando didesoxinucleotídeos coloridos (ddNTPs). (A) Reação de se-
quenciamento. Primeiramente as fitas de DNA são separadas pelo aquecimento. Com as fitas separadas, o oligo-
nucleotídeo iniciador (primer) se liga a uma região específica em uma das fitas. A enzima DNA polimerase alonga 
o iniciador inserindo bases complementares à fita na qual o iniciador está ligado. Sempre que a DNA polimerase 
inserir um didesoxinucleotídeo (ddNTP) colorido, a reação para porque a enzima é incapaz de adicionar um outro 
nucleotídeo na sequência. (B) Sequenciamento utilizando aparelho que realiza eletroforese e detecção de dideso-
xinucleotídeos marcados. Uma vez formadas várias fitas de DNA com diferença de um nucleotídeo de uma para a 
outra, essas fitas são separadas por eletroforese. As fitas menores migram mais rapidamente (de cima para baixo) e, 
assim que as fitas contendo em uma das extremidades um didesoxinucleotídeo 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. Princípio geral das reações do pirosequenciamento. A enzima Polimerase catalisa a reação de 
adição de um nucleotídeo a uma cadeia de ácido ribonucléico (RNA). Uma molécula de pirofosfato (PPi) é liberada 
como produto dessa reação e, logo em seguida, convertida em ATP pela união com adenosina fosfossulfato (APS) 
através da atividade de ATP sulfurilase. A oxidação de luciferina pela Luciferase produz fóton de luz.


