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Amplificacao (replicacao) de DNA

Target RNA
or DNA

Mg” Taq DNA Polymerase

* O que é necessario?

»DNA molde para ser copiado
»enzima: DNA polimerase e
»uma extremidade 3°-OH livre: primer
» substrato: dNTPs

» condigcdes ideais para a enzima (pH, Mg*?, temperatura)




Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

* Método in vitro rapido, sensivel e versatil para a
amplificacao seletiva de cadeias de DNA a partir de
amostras complexas

» Gera quantidade de DNA suficiente para analises
subsequentes

* Abriu muitas possibilidades de aplicagoes tecnicas para a
biologia molecular

« Kary Mullis, 1983




Passos da PCR
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1. Desnaturacao do DNA
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Equipamento: termociclador




Analise do resultado atraveés de
eletroforese em gel de agarose

'3-4 horas

Termociclador —— .
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Imagem do gel mostrando Visualizacao do DNA com luz UV
os produtos de PCR obtidos (gel corado com brometo de etidio)




Video

* http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnlwoZKU&feature=related




Taq DNA polimerase §

e Termoestavel

* |solada da bactéria
Thermus aquaticus

* Possibilitou o desenvolvimento da PCR
« Temperatura 6tima:72°C

* Nao tem atividade revisora: 1-2 erros a
cada 104 bases

« Atualmente, enzimas mais eficientes e
com alta fidelidade estao disponiveis
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Amplificacao € exponencial
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Passos da PCR

1. Desnaturacao do DNA
» Aquecimento a 93-95°C — 30s-1min

» A enzima tem que ser estavel e nao perder a
atividade:Taq DNA polimerase
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Passos da PCR

2. Anelamento dos primers
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primers = oligonucleotideos = iniciadores

Um para cada fita do DNA
Sequéncias especificas e conhecidas
Tm parecido: temp. ~5°C < Tm

18-24 bases complementares ao alvo
Evitar estruturas secundarias
Programas para desenho: ex: Primer3



Passos da PCR

1.
2.
3. Amplificacao do DNA

» Incorporacao dos nucleotideos nas novas
fitas

» Tempo proporcional ao tamanho do
amplicon (fragmento amplificado)

» Temperatura otima da enzima

Repetidos por 25-35 ciclos




Deteccao dos produtos da PCR

» Eletroforese em gel de agarose
» qualitativo
» mais simples e barato

* Equipamentos de real-time PCR
» quantitavivo
» mais sensivel
» automatizado
» requer um reagent fluorescente na reacao




] Eletroforese em gel de agarose
Termociclador J

3-4 horas

Produto final Visualizagao com luz UV




Real Time PCR (PCR em tempo real)
gPCR = PCR quantitativo

Meétodo quantitativo e automatizado




Deteccao do produto com uma molécula
fluorescente que liga em DNA fita dupla

Ciclos de PCR: 3

1
@ @
@

AL
AR
AR

/

L 6

o0

S

A fluorescéncia do Sybr Green é proporcional a
guantidade de produto de PCR gerado



O equipamento detecta e registra a
fluorescéncia a cada ciclo
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Amostra 1 ~

Amostra 2 AL

Amostra 3

Fase
exponencial

Log fluorescéncia
(Rn)

Sinal (unidade arbitraria)
1

Limiar CT
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Controle
N Sem molde > negativo

Linha de base
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Numero de ciclos da PCR

C; — (cycle threshold) = Numero de ciclos em que a fluorescéncia
detectada ultrapassa o limiar da fluorescéncia basal (threshold)




PCR para obtencao de DNA em quantidade

| Extracao de DNAI Amplificacao por PCR:

1. par de primers especifico para um
gene/locus

2. Pares de primers para varios genes

ou loci

Separacao e Deteccao dos produtos de
PCR:

Amostras: Eletroforese em gel de agarose
sangue, dente, 0ssos,
cabelo, sémen, urina,
tecidos, liquido Real-time gPCR (quantitativo)

Eletroforese em gel de poliacrilamida

amniotico

Solo, agua, alimentos,
plantas




Cuidados
* Tecnica € muito sensivel
« Contaminacao pode ser um problema
» Controles positivo e negativo sao

importantes Bror Fos

« Cada protocolo deve ser
otimizado para cada tipo | =
de amostra e cada par de

NARINAL:

primers




Aplicacoes

* Diagnostico
» doencas hereditarias
» Infeccoes

* Medicina forense

» testes de paternidade, indentificacao de
suspeitos

» Organismos transgénicos
» alimentacao, medicamentos, biocombustiveis

* Pesquisa




Aplicacoes

* Distinguir organismos geneticamente
modificados

MM 1 2 3 =

1500 gene selvagem

1000

700
500

gene mutado (delecao)




Aplicacoes

 Distinguir individuos (DNA fingerprinting)
» STR: short tandem repeats (4-50nt)

> 20.000 loci (marcadores) de STR com 4nt/repeticao
»1.000.000 loci de STR = 3% do genoma

» Teste de paternidade, medicina forense

» Probabilidade de identidade coincidir ao acaso:

10 marcadores de STR =1 em 3 trilhdes (10-12)
15 marcadores de STR -1 em 10"/

kits comerciais tem 16 marcadores=> 1 em 1018




STR= pequenas repeticoes em serie

Short Tandem Repeats (STRs)
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A regiao da repeticao € variavel entre alelos (niUmero de repeticoes variavel),
mas as regioes flaqueadoras sao conservadas, possibilitando anelamento do
par de primers especifico para esse locus gendmico



Dye-labeled

PCR pri
S O LS - Cada marcador tem
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N, Allele 1 = um par de primers
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: m— — especificos, que
STR sequences anelam nas regioes

PCR amplification constantes que

flanqueiam a

e

/ repetigao
/ Pares de primers
EE—— e diferentes p()dem
Run PCR fragments ser colocados numa
on a capillary gel ~ .
mesma reacao.
» PCR multiplex

Scan of PCR product bands
derived from locus D75820

Box 9-1 figure 2a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




Perfil de amplicons gerados na PCR de dois
loci de STR

[ = AATG ou TCAT
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PCR com diferentes
pares de primers
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Exemplo de caso forense

DNA dos suspeitos
1 2 3 45

 Uma mulher foi assasinada e R
encontraram pele debaixo de suas cnaceime -

unhas

 “Exame de DNA”

» DNA presente na amostra fol amplificado
e analisado

»DNA de 5 suspeitos tambem foi analisado

Quem era o assassino?




Teste de paternidade

° O fIIhO deve ter 50% daS bandas Mae Crianga Homem A Homem B
do tamanho da mae e
50% do pai

* Quem é o pai?

 Quanto maior o numero de marcadores, maior a
probabilidade do teste ser confiavel




Teste de RT-PCR para coronavirus

Using Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCRY)
in COVID-19 Testing

‘!
3 Cold Spring Harbor Laboratory
F DNA LEARNING CENTER
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https://www.youtube.com/watch?v=Vd38iS W7ww



https://www.youtube.com/watch%3Fv=Vd38iS_W7ww

Deteccao de virus por gPCR

Results
Amplification
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Figure 1:
Amplification plot showing the simultaneous analysis of different concentrations of virus specific in-vitro transcribed RNA for

RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 (red), RealStar® Dengue RT-PCR Kit 2.0 (green) and RealStar® Chikungunya RT-PCR Kit

2.0 (blue).

Para virus de RNA, este deve primeiro ser usado de molde para a
sintese de uma fita de DNA




Video com 0 passo a passo da tecnica
de RT-PCR para coronavirus

_ Shortness
of breath

\COVID-19 4

https://www.youtube.com/watch?v=ThG 02miqg-4



https://www.youtube.com/watch%3Fv=ThG_02miq-4

