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Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)




PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase

@ Desenvolvida por Kary Mullis em 1983

{¥F% The Nobel Prize in Chemistry 1993
“” Kary B. Mullis, Michael Smith

@ Revolucionou a biologia molecular

@ Um meétodo in vitro rapido, sensivel e versatil para
amplificacao seletiva de sequéncias de DNA (ou
RNA) a partir de amostras de acidos nucleicos puras
ou complexas

@ "No tubo de ensaio”, a PCR produz quantidades de
DNA suficientes para analises subsequentes



PCR: amplificacao de um segmento de DNA
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@ Requer o anelamento de iniciadores (pequenos segmentos de
DNA) a sequéncias complementares que flanqueiam a regiao
alvo a ser amplificada. Portanto as sequéncias que
flanqueiam a regiao a ser amplificada devem ser

conhecidas!

@ Requer a acao da enzima DNA polimerase para sintetizar novas
copias idénticas a regiao alvo a ser amplificada

Iniciadores = oligonucleotideos ou primers de DNA



PCR: amplificacao de um segmento de DNA
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PCR: 25-35 ciclos de trés etapas
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Cada ciclo da PCR tem trés etapas:

1. Desnaturacao 94°C 30 secs - 30seg

2. Anelamento 55°C 1min
depende da Tm do primer

3. Extensao/Polimerizacao 72°C 1min para cada 1000bases

DNA polimerase para PCR tem que ser termoestavel!

94°C | :94°C : )
_ - 72°C - 72°C
3-5 min - 30s 1 min 5 min
: 55°C :
1 min
25-30 cycles




Taq Polimerase

DNA polimerase termoestavel isolada da bactéria
Thermus aquaticus
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PCR

Regiao do DNA-alvo
que serd amplificada
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Ap6s 20 ciclos, a sequéncia-alvo foi amplificada em cerca de 10° vezes.



Analise do resultado atraveés de
eletroforese em gel de agarose

Imagem do gel mostrando
os produtos de PCR obtidos
(amplicon)

Visualizacao do DNA com luz UV
(gel corado com brometo de etidio)



(a) DNA aplicado nos pogos

Gel de agarose

Fonte de
eletrofore

(b)
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Brometo de etidio intercalado na dupla fita de DNA
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Visualizacdo do DNA Imagem digitalizada

com luz UV do gel
(c)

Pares de bases
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PCR para obtencao do segmento de DNA de interesse em
quantidade:

Extracao de DNA

Amplificacao por PCR:

—

Par de primers especifico para um
segmento (locus, gene) do DNA

|

Analise e Purificacao do
produto de PCR (amplicon)

Amostras:

Cultura de bactérias, sangue,
urina, cabelo, dente, ossos,
sémen, tecido animal ou
vegetal, solo, agua, etc.....



PCR

Técnica € muito sensivel
Contaminacao pode ser um problema

Controles positivo e negativo sao
Importantes

Cada protocolo deve ser otimizado para
cada tipo de amostra e cada par de primers



PCR convencional € um método semi-quantitativo

Marcador de tamanho

Controle positivo
(adicao da amostra
conhecida)

Controle negativo (sem

(pb) adicao da amostra)
l Diferentes concentracoes da amostra
submetidas a PCR

M —~ NC Pos
2000
1500
1000
750
500
300

150




Real Time PCR
dPCR = PCR quantitativo)




“Real-time PCR"”: Deteccao dos produtos de PCR
com fluoroforo Sybr Green

PCR - ciclos:
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A fluorescéncia do Sybr Green € proporcional a
quantidade de produto de PCR gerado



Intensidade de fluorescéncia
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Curvas de amplificacao: diferentes diluicoes da amostra
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NUmero de ciclos de PCR




Log fluorescéncia
Sinal (unidade arbitraria)
1

Amostra 1 ~

Amostra 2
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Plato

Amostra 3

Fase
exponencial
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Linha de base

N Sem molde

I
20
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40

Numero de ciclos da PCR

C; - (Cycle Threshold) = Numero de ciclos em que a fluorescéncia
detectada ultrapassa o limite da fluorescéncia basal (threshold)

Controle

> negativo



http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr/

) Learn.Genetics

GENETIC SCIENCE LEARNING CENTER

Home / Virtual Labs / PCR

PCR

PCR (short for Polymerase Chain Reaction) is a relatively simple and
inexpensive tool that you can use to focus in on a segment of DNA and
copy it billions of times over. PCR is used every day to diagnose diseases,
identify bacteria and viruses, match criminals to crime scenes, and in
many other ways. Step up to the virtual lab bench and see how it works!



Aplicacoes da PCR

@ Obtencao de segmentos de DNA de interesse para clonagem
molecular (obtencao de proteinas recombinantes)

@ Genotipagem do DNA

@ Deteccao de infeccao/contaminagao por bactérias, virus ou
fungos

@ Diagnostico de doencas genéticas

@ Identificacao de individuos (teste de paternidade)



e Deteccao de infeccdo/contaminacao por
bactérias, fungos ou virus em amostras biologicas,
agua, solo e alimentos

Mycobacterium tuberculosis
Staphylococcus Aureus resistente a meticilina (MRSA)
Clostridium difficile

Bordetellla pertussis e parapertussis
Chlamydia pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Neisseria meningitidis

Listeria monocytogenes

HIV

Citomegalovirus

Dengue

Virus de Epstein-Barr

Hepatite B, C, D

Herpes simplex 1 e 2

exemplos 2



Diagndstico Hemofilia A utilizando PCR

Gene do Fator VIII

(cromossomo X) 26 exons/186 Kbp
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Alteracao na sequéncia do
Sitio do polimorfismo intron 18:
— 1. Splicing aberrante
2. Proteina nao funcional
Deteccdo da mutacdo: amplificacdo do 3. Perda do sitio para
segmento de 142 bp do intron 18 por / endonuclease Bcll
PCR, seguindo-se digestao com
endonuclease BclI:

+/- alelo mutante/ alelo normal (portadora XX)

+ alelo mutante (XY) — 142bp

-/- alelos normais (XX ou XY) — 99bp

Diversos polimorfismos estdao associados a
hemofilia A (diversas mutacdes no gene do fator
VIII)

— 43 bp




Ja existem plataformas totalmente integradas e automatizadas para
diagnostico molecular usando qPCR: Combinam preparacao da amostra, PCR
em tempo real e deteccao

Deteccao de
micobactéria e de
micobactéria
resistente a
rifampicina®* em ~2h

Evita a
necessidade de
cultivo da
bactéria!

Rifampicina inibidor
da RNApolimerase

1)

Sputum liquefaction
and inactivation with

2:1 sample reagent
Sample Ultrasonic lysis DNA molecules Seminested
automatically of filter-captured mixed with dry real-time
filtered and organisms to PCR reagents amplification
washed release DNA and detection
in integrated

reaction tube

/

Printable

Transfer of
test result

2 ml material
into test cartridge

Assay Name MTB-RIF

Cartridge inserted into
MTB-RIF test platform
(end of hands-on work)

s

Time to result, 1 hour 45 minutes

GeneXpert System® - Cepheid

http://www.cepheid.com/



