
Aula Anterior...

Conceitos Básicos:

 Ácidos Nucleicos

 Nutrigenética

 Nutrigenômica

 Epigenética...

Genômica Nutricional





Conteúdo

 Coleta de dados

 Extração de ácidos nucleicos (DNA e RNA)

 Fundamentos e aplicações da PCR 

 Microarray (expressão, genotipagem e metilação)



Coleta de 
Dados



 Esquematizando a coleta

 Comitê de ética em Pesquisa/Bio Banco – guarda material biológico

 Pacientes/Animais

 Contato prévio com participantes (Instruções)

 Materiais para coleta (comprar?/Verba?)

 Contato com demais pesquisadores/auxiliares

 Quem vai coletar?

 Onde armazenar?

 Local específico?/ Reservar?





 Armazenagem? (gelo, nitrogênio, T° ambiente)

 Qual material de coleta? (Quais tubos, Frascos)

 Quantidade aceitável (biópsia, quantos tubos)

 Quanto mais fresco melhor!

EPI!



Extração de 
DNA



• Sangue

• Tecidos

• Cultura de Células 

• Purificação de DNA de gel

• Parafina

• ...

De onde podemos extrair DNA?

1. Extração de DNA



Material de pacientes e controles

Sangue total Buffy coat

Amostras de 
tecido

1. Extração de DNA



Aplicações 

Genotipagem

Sequenciamento

Quantidade/tamanho

1. Extração de DNA

• Integridade

• Pureza 

• Quantidade



Etapas

1. Lise das membranas lipídicas

2. Purificação do DNA 

3. Precipitação do DNA (etanol)

4. Reidratação do DNA em água ou tampão

1. Extração de DNA



1. Extração de DNA



1. Extração de DNA



1. Extração de DNA



1. Extração de DNA



Principais Métodos

1. Fenol/Cloróformio (Remove proteínas/Remove excesso de Fenol)

2. Salting-out (Uso de sais – CTAB, NaCl2) (Salazar et al., 1998)

3. Kits comerciais com colunas (Qiagen/Promega/Genzyme)

4. Equipamentos Automáticos

1. Extração de DNA



Extração de 
RNA



• Similar a extração de DNA

• Protocolo bem mais cuidadoso

• Molécula muito mais instável

• Amostra pode ser bem conservada em TRIzol™, RNAlater™

• É preciso separá-la do DNA

Aplicações: Expressão Gênica – RNA Seq

• TRIzol™

• Kit com colunas

2. Extração de RNA
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(Qubit)

(Nanodrop)

Quantificação (avaliação)  de ácidos nucleicos Integridade – gel de agarose



260nm – DNA/RNA
280nm – proteína, fenol,..
230nm – contaminantes (carboidratos, fenol...)

260/230 ~1,8
260/280 ~2,0

Espectrofotômetro - Nanodrop

Valores discrepantes 
indicam contaminação 

com fenol ou proteínas. 

DNA e RNA  comp. ~: 260nm



*RIN = RNA Integrity Number

P2
RIN = 8,50

Bioanalyzer

RNA Integrity Number – RIN >7



Armazenar

DNA: -20◦C

Estoque

Uso (diluído)

RNA: -80◦C



Se depois de todo esse trabalho, seus ácidos nucleicos NÃO 
apresentarem qualidade... É preciso descobrir onde está o erro...



Fundamentos 
da Reação em 

Cadeia da 
Polimerase



 Diagnósticos moleculares (área oncológica)

• (Carga viral, tipagem de transplante, paternidade, investigações criminais)

 Análise de expressão gênica (Quantidade de material biológico)

 Confecção de cDNA (a partir de RNAm)

 Análise de mutações

 Discriminação alélica (Genotipagem dos polimorfismos)

 Metilação

 Comprimento telômeros

Quais são as aplicações da PCR?

(Morillo et al., 2003)



Fundamentos da PCR

 Polymerase Chain Reaction (reação em cadeia da polimerase),

técnica na qual milhões de cópias de sequências alvo são

amplificadas, a partir de pequenas quantidades de DNA ou RNA,

por meio de uma reação enzimática termodinâmica.

  Desenvolvida em 1985 por Kary Mullis.

  Processo termodinâmico in vitro.

  Taq DNA Polimerase (Bactéria termal – thermus acquaticus)

(Koneman et al., 2002; Gangra et al., 2008)



Primers/Sondas

3´
5´

DNA dupla fita

5´
3´

dNTP

Taq DNA Polimerase

Reagentes

Gene Alvo

http://images.google.com.br/imgres?imgurl=www.abgene.com/reagents/images/ab-0241.gif&imgrefurl=http://www.abgene.com/reagents/rea7.html&h=150&w=250&prev=/images?q%3DdNTP%26svnum%3D10%26hl%3Dpt-BR%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=www.abgene.com/reagents/images/ab-0241.gif&imgrefurl=http://www.abgene.com/reagents/rea7.html&h=150&w=250&prev=/images?q%3DdNTP%26svnum%3D10%26hl%3Dpt-BR%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG


Equipamentos utilizados

 Termociclador (Automatizado e computadorizado);

 Promove a alternância de temperaturas por 

determinados períodos;

 Ciclos repetitivos de desnaturação e síntese de 

novas fitas do DNA. 

(Koneman et al., 2002)



Ciclos da PCR – Etapa 1

DESNATURAÇÃO DO DNA

95°C



Hibridização dos Iniciadores na sequencia alvo de DNA

Ciclos da PCR – Etapa 2

55°C



Síntese da Cadeia Complementar pela Taq DNA Polimerase

Ciclos da PCR – Etapa 3

72°C



2 cópias da sequência alvo

Final do 1º Ciclo



Ciclos da PCR 
(36 a 40 ciclos)



Produto da PCR

ex
p
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n
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al



VIDEO



Tipos de PCR

PCR Convencional

Restrição enzimática



PCR EM TEMPO REAL 

Monitora a fluorescência emitida durante a reação, realizando a 

avaliação do nº de moléculas produzidas ciclo a ciclo – daí a 

denominação PCR em tempo real.

Vantagens da PCR em Tempo Real

 Facilidade de quantificação;

 Maior sensibilidade, reprodutibilidade e precisão

 Rapidez

 Melhor controle de qualidade no processo

 Menor risco de contaminação

 Resultados Fidedignos



Reagentes

 DNA molde, primers (sondas), nucleotídeos e 

enzima Taq Polimerase

Corantes Fluorescentes

SYBR green® – Applied Biosystems 

TaqMAN® – Applied Biosystems

PCR EM TEMPO REAL 



TaqMan (Applied Biosystems®) Expressão gênica

 Corante mais adequado ao uso em PCR tempo real – baseado 

na utilização de três produtos:

 2 primers (específicos para o gene de interesse)

 1 terceiro primer (sonda) que pareia internamente (entre 

os primers acima referidos).

Características da Sonda

 Contém dois compostos especiais: um fluorescente (Fluoróforo -

Reporter) e outro denominado “quencher” 



Método TAQMAN – expressão gênica
N de cópias e se o gene 

está mais ou menos 
expresso



Discriminação Alélica  Genotipagem 

Aumento da fluorescência 
em...

Indica que ...

Somente no Corante VIC  Homozigoto para Alelo 1

Somente no Corante FAM  Homozigoto para Alelo 2

VIC e FAM > fluorescência  Heterozigoto



Genotipagem



Expressão 
Gênica





Expressão variável em diferentes tecidos ou diferentes 

fases do desenvolvimento



www.gtexportal.org

LEP Gene expression



Transcrição reversa

Síntese de cDNA

 Iniciadores reconhecem a cauda Poli 

A do mRNA;

 Enzima Transcriptase Reversa se liga 

adicionando oligonucleotídeos;

 Formação da fita de DNA 

Complementar.



O que é isso?



Curva de Amplificação

Três fases distintas:

•Linha basal: não houve produtos 
da PCR suficiente para detectar 
fluorescência; 

•Fase Log: a quantidade de 
produtos da PCR dobra a cada 
ciclo e;

•Fase Platô: não há mais aumento 
no numero de produtos.



 Expressão constitutiva (GAPDH, β-actina, 18S) – obrigatoriamente ter CT baixo

 Corrigir:

 degradação de material (RNA)

 variações da transcrição reversa

 presença de inibidores

 diferenças na quantificação de RNA

 Normalização dos resultados

 Ct entre 17 e 23

Genes de Referência
(Controle Endógeno)

Sabek et al., 2002; Bustin et al., 2009



Cuidados na escolha do Gene de Referência

 Gene constantemente expresso;

 Verificar a expressão no seu tecido alvo;

 Aquele escolhido pelo seu amigo, pode não ser o melhor para

seu estudo;

 Mais de um gene endógeno deve ser utilizado;

 Expressão gênica não tenha variação entre os tecidos

submetidos a análise

Expressão em A = Expressão em B

Expressão  no Tratado 

Expressão no Controle
= ~1



Quantificação Absoluta

Determinação do número exato de moléculas.

• Método para determinar o número exato de moléculas (cópias de 

mRNA ou ng de DNA). 

• Determinar a concentração inicial de uma amostra de

concentração desconhecida a partir de uma curva padrão de

concentração conhecida. (Ex: Carga viral, detecção de patógenos).

Expressão Gênica



Quantificação Relativa

Análise comparativa do mRNA alvo com o do controle/tratado 

(Calibrador)

• São comparados os Cts de cada amostra e os resultados representam

ordens de grandeza (ex: 5x mais ou menos expressão de um determinado

gene).

• Método Livak 2-ΔΔCt

• Software já calcula!

(Expression Suite - ThermoFisher®)

Expressão Gênica

(Livak, 2001)





Proposta experimental 

 usar amostras em Triplicatas 

 padrão com água 

 controle endógeno 

Considerações Importantes 

 Problemas com PCR  presença de contaminação com ácidos nucléicos, 

quantidade e qualidade das amostras de mRNA; 

 Procure usar quantidades iguais de mRNA para o ensaio de transcrição reversa

 Erros de pipetagem contribuem dramaticamente a relevância deste tipo de 

problema com resultados esperados.



Microarray



 Ferramenta que permite investigar SIMULTANEAMENTE a expressão de 

centenas ou milhares de genes em uma amostra.

 Hibridação de genes marcados a uma série de sondas de DNA imobilizadas 

em uma matriz sólida, que representam os genes de interesse.

O que é tecnologia de microarray? 



60

 Cada Bead é coberta com milhares de cópias de oligonucleotídeos específicos

Milhares de 

sequências

conhecidas de genes 

são aplicados em

micro vasos de cada

lâmina do array.

Análise de 

múltiplas vias

simultaneamente.

As moléculas das 

amostras ligam-se, 

hibridizando com 

moléculas das 

Beads do Chip.



Protocolo de 1 semana
R$22.000,00 – 16 amostras

Transcriptoma





iSCAN - Illumina®



Aplicações Microarray - LEN

 Transcriptoma (47.000)

 SNPs (Genoma – 5 milhões)

 Epigenética (Metiloma – 850 mil)



Análise dos Dados

Necessidade de sistemas computacionais 

para análise dos dados e interpretação dos 

resultados.

Desafios:

 Armazenar e organizar;

 Estabelecer relações;

 Analisar;

 Desenvolver mecanismos de visualização 

(gráficos, mapas).



Validação do experimento

Toda análise de alto rendimento (high throughput) 

necessita de Validação!

 PCR em tempo Real

Ex: Expressão gênica – escolha de 7 a 10 genes para validar

Exigência para Publicação!!



Metilação



Infinium





Preparo das amostras

Tratamento com bissulfito de sódio

C  U

mCmC



Escolha do Gene de Interesse



Análise dos resultados pela Curva de Melting



Plataforma Illumina – Análise em larga escala

Protocolo de 1 semana
R$22.000,00 – 16 amostras



O que é importante saber?

 Teoria e as diferenças entre as técnicas;

 Vantagens e Desvantagens de cada uma;

 Como aplicar a técnica escolhida para responder os seus objetivos;

 Aplicações gerais e específicas;

 Boas práticas laboratoriais – SEMPRE!!!






