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PCR é uma técnica

- Desenvolvida por Kary Mullis e colaboradores em 1983
- Prémio Nobel em Quimica 1993

- Faleceu em 2019 aos 74 anos, vitima de uma pneumonia aguda

La Jolla, Ca

No Brazil Journal, Pedro Arbex escreveu

- Sem Kary Mullis, muitos assassinos estariam livres.

- Sem Kary Mullis, o filme Jurassic Park ndo teria existido.

- Sem Kary Mullis, seria mais dificil saber o sexo de seu bebé antes
dele nascer.




O que é a PCR?

Técnica rdpida e sensivel para a amplificagdo seletiva de sequéncias de
DNA a partir de amostras complexas de dcidos nucleicos.
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DNA Strand

Chromosome

Objetivo: Produzir milhoes de copias de DNA dupla
fita ("alvo”) a partir de quantidades minimas da
amostra de partida.




Aplicagoes
Diagnéstico de doengas
Medicina Forense
Identificagdo de Organismos Transgénicos
Clonagem génica, sequenciamento, etc.

Outros



A PCR explora as caracteristicas da replicagdo do DNA

Revisdo
As DNA polimerases sé6 adicionam nucleotideos a extremidades 3" -OH
livres (INICIADORES ou PRIMERS)
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Premissas

Para aplicar a PCR é necessdrio ter conhecimento
prévio da sequéncia nucleotidica que se deseja
amplificar (sequéncia alvo ).

Nota. Nas préximas aulas veremos como se determina a sequéncia dos
genes e o sequenciamento do genoma de organismos




Por que
preciso conhecer a sequéncia nucleotidica do alvo?

Para poder “"desenhar” e sintetizar Iniciadores

A partir da sequéncia nucleotidica do alvo, o pesquisador
"desenha” um PAR de iniciadores complementares as
extremidades 3' da sequéncia DUPLA FITA que se deseja
amplificar.

O pesquisador pede para uma companhia sintetizar o PAR de
iniciadores (primers)




Por que um PAR de Iniciadores?
Porque queremos cépias de DNA dupla fita

Alvo: DNA dupla fita -
5’ 3’

Temp\ox*e,,,,,,.,,,....... N A N R A SRR K

DNA 3’ 5I

5! 3'0OH
[ [ T I Y N I Y N O BN |
. : 3'OH — 5'Primer 2
Primer1 5' 3'OH
| [ N N Y N R R A | | |
3'OH 5'

Primer 1 - complementar a extremidade 3' de 1 fita. O primer tem a 3' OH livre

Primer 2 - complementar a extremidade 3' da outra fita. O primer tem a 3' OH livre



A DNA polimerase replica cada fita de DNA a partir da extremidade 3'OH de cada
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Caracteristicas dos Primers/Iniciadores

« 15 a 25 nucletideos (de desoxiribose)

* Delimitam o comego e o final da sequéncia a ser amplificada
« Servem como ponto de inicio da replicagdo (-3'OH livre)

* Permitem a cépia simultanea das duas fitas

* Os primers sdo sintetizados quimicamente




REAGENTES PARA PCR

1. DNA parcialmente purificado [de organismo (virus, bactéria, parasitos
etc.); sangue; cabelo; bidpsia; etc].

2. O par de oligonucleotideos iniciadores que flanqueiam a sequéncia alvo
3. 4 desoxinucleosidieos trifosfato (dATP; dCTP; dTTP; dGTP)

4. DNA polimerase
1, J f'— DNA total
LS . '

DNA Polymerase

Primer Pair



A PCR ocorre em ciclos sucessivos
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Amplicon = Fragmento de DNA dupla fita amplificado em reagoes de PCR



Animagado

PCR etapas

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

https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnlwoZKU




Amplificagao € exponencial
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Partindo-se de UMA sequéncia de DNA, apds 30 ciclos havera
10 sequéncias idénticas !l



Equipamento: termociclador

Aula Pratica

Utiliza-se um software para a definigdo das temperaturas e duragdo dos ciclos



Resumo

Cada ciclo da PCR tem trés etapas em temperaturas diferentes:

1. Desnaturacao do DNA 93°C -95°C 30 secs — 1min
2. Associacao dos Primers 50°C - 65°C 30 secs — 1min
3. Polimerizacao 72°C 1min

(+ 30secs per 500pb DNA)

20 a 30 ciclos levam de 2 a 3 horas

Nota: As femperaturas e duragdo das etapas 1 e 2 sdo definidas de acordo com a natureza e o
tamanho do DNA que se quer amplificar e com a sequéncia dos primers.



DNA polimerase utilizada

Taq DNA polimerase

Bactéria Thermus aquaticus

Temperatura 6tima de catalise = 72°C

A enzima ndo desnatura a 95 °C



Andlise do Produto amplificado

A amostra é retirada do Submetida a eletroforese
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Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese é uma técnica utilizada para separar compostos
eletricamente carregados em um fluido ou suporte sob influéncia de um

campo elétrico

Para dcidos nucleicos agarose é o suporte mais comumente usado.

Os monitores dardo uma aula explicando os principios e detalhes desta
técnica



Eletroforese em gel de agarose
Informagoes Importantes para esta aula

« O DNA a ser separado é dupla fita

* Nos tampoes utilizados (pH 7,5 a 7,8) o DNA estd carregado
negativamente.

« O DNA migra para o polo positivo

 Separagdo das moléculas de DNA por tamanho molecular (Unidades pb,
Kpb, Kb)



Aspecto de uma eletroforese de DNA em gel de agarose

Amostras

Marcador de tamanho molecular4| @

1 2 3

Fragmentos maiores (Kb)

0,25

Fragmentos menores (Kb)

)



Observagoes importantes

A PCR é uma técnica muito sensivel
Contaminagdo com DNA externo é um problema sério

Nas amostras, sempre incluir um controle positivo (para saber se a
reagdo esta funcionando)

Sempre incluir um controle negativo (tfodos os reagentes menos o
DNA). Este controle serve para verificar se ndo ha contaminagdo de
DNA nos reagentes. Caso houver amplificagdo nesta amostra, novos
reagentes devem ser preparados.

Cada procedimento deve ser padronizado para cada tipo de amostra e
para cada par de primers.



Aplicagoes
Diagndstico de doengas

Medicina Forense

Identificagdo de Organismos Transgénicos
(préximas aulas)

Pesquisa: clonagem génica, sequenciamento, etc.
(préximas aulas)



Diagndstico de Doengas - Exemplos

Causadas por Patdgenos
Chikungunya (virus)

Dengue (virus)

Zika (virus)

Gonorréia (bactéria)

Clamidia (bactéria)
Trypanosoma cruzi (protozodrio)
e outras

Doengas Genéticas
Hemoglobinopatias variantes.
Imunodeficiéncia Combinada Grave.
Trombofilia.

Fibrose cistica

e outras



VIRUS



Definigcoes
Os virus sdo agentes infecciosos que se replicam dentro de uma célula hospedeira.
Ndo podem ser classificadas como organismos vivos nem entidades ndo vivas.

Possuem caracteristicas de ambos.

Os virus
Podem se replicar como organismos vivos, mas, s6 podem fazé-lo dentro da célula do hospedeiro.

Utilizam a maquinaria celular de seu hospedeiro para produzir cépias de si mesmos.
Ndo contém componentes celulares essenciais para a vida (Ex. Enzimas para a sintese de ATP).

Podem ser cristalizados e permanecer "ativos” por longos periodos.



VIRUS STRUCTURE

3 Capsid

A protein-nucleic acid complex. It
consists of a CAPSID plus enclosed
nucleic acid. Depending on the virus,
the nucleocapsid may correspond to a
naked core or be surrounded by a
membranous envelope.

The viral envelope 15

made from fatly Lipid
molecules taken from
cells in the host

e proteinas virais

DNA ou RNA

Surface proteins
These help the virus
recognise and bind
o cellsin the host
Oroanisim

Yirus genetic material
[ONA or RMA]

The virus genatic
matenal confains the
instructions for making
new copies of the virus




Tipos de Virus

A. Herpes simplex virus 1

Virus de DNA

(gB-gN)

Tegument

- Dupla fita |
— Nucleocapsid

- Fita Simples

Dna Capsid

Parvovirus



Tipos de Virus

OUTER CAPSID
VP8 VP5 VP7

Virus de RNA

- Dupla fita
P S— Rotavirus

VPG Vpp e
INTERMEDIATE INNER
CAPSID CAPSID

- Fita Simples

HIV

Nucleocapsid protein (N) N F Membrane

SARS-CoV2




A REPLICACAO DOS VIRUS DE RNA

DESAFIOU O DOGMA DA BIOLOGIA MOLECULAR

‘ DNA ===) RNA ==m) Proteina
Transcrigdo Tradugdo

Replicacdo

Estratégias de replicagdo dos Virus

https://slideplayer.com.br/slide/375922/




/ Glicoproteinas
Envelope viral

Nucleocapsideo . 2 moléculas de RNA fita simples
2 LT = 2 moléculas deTRANSCRIPTASE REVERSA

« Infecta linfocitos T CD4 - Células do sistema imune
 Capsideo do virus ndo entra na célula

Nota: HIV € a sigla em inglés do virus da imunodeficiéncia humana.
Pertence a “familia” dos retrovirus. Provoca AIDS.




Infecgdo pelo HIV

RNA e Transcriptase Reversa
VIRAL entram na célula

Receptor especifico na superficie do linfocito T CD4




RNA =) DNA

Transcriptase reversa do virus

Etapa 1: RNA (molde viral) + dNTPs (de desoxiribose) + Primer de DNA
cDNA (complementar fita simples) + PPi




RNA =) DNA

Transcriptase reversa

Etapa 2: cDNA molde (fita simples) + dNTPs (de desoxiribose) >
DNA viral (dupla fita) + PPi

Nucleo

DNA dupla fita do virus entra no nicleo do linfécito e se integra em um de seus cromossomos



Replicagdo do Virus pela maquinaria da célula

Brotamento de
maquinaria da célula virus

_ Transcrigdo pela —_



https://www.youtube.com/watch?v=3BTNczejfiU




Modificacdo do Dogma da Biologia Molecular

Transcrigdo
reversa

<4 )
DNA ===) RNA m==m) Proteina

Transcri¢do Tradugdo

Replicagdo

RNA do virus dd origem a DNA dupla fita do virus que se integra no
cromossomo da célula hospedeira



Coronavirus SARS-CoV-2

1 molécula de RNA fita simples
Proteina Spike (espicula)

« Infecta qualquer tipo de célula
« Receptor na célula hospedeira ACE2 - Angiotensin-converting enzyme 2
« Ndo tem enzima no capsidio

Nota: SARS - sindrome respiratoria aguda severa.
CoV-2 - Coronavirus 2.
Covid-19 - CoronaVirusDisease- 2019.




Spike glycoprotein (S)

Source: University of texas at Austin NIH

DEOS




SARS-CoV-2

/

Acoplamento

célula hospedeira

Proteina spike

»

Receptor ACE2

Proteina presente na membrana de muitos tipos de
células e tecidos de:

- pulmoes, coracao, vasos sanguineos, rins, figado
etc.

Esta presente no epitélio do nariz e boca e
pulmoes.

Isto explica por que o SARS-CoV2 pode
infectar/afetar tantos 6rgaos



Infecgdo pelo SARS-CoV2

Na célula entra apenas o RNA do virus

RNA do virus ~ 30.000 nucleotideos



RNA viral age como um mRNA

Nos ribossomos da célula ocorre a sintese das proteinas virais, dentre
elas, a enzima RNA replicase

RNA Replicase - Multiplicagdo do RNA viral
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https://www.youtube.com/watch?v=SvA1s559rQ0




RNA =) RNA

RNA replicase
RNA polimerase dependente de RNA

RNA viral (+) + rNTPs (de ribose) > RNA (-) + PPi
RNA complementar (-) + rNTPs (de ribose) — RNA (+) + PPi
RNA (+) B @ 3
RNA (-) 3 ' 5
RNA (-) 3'&} 5
RNA (+) 5’ 3’

https://www.youtube.com/watch?v=SvA1s559rQ0




"Novo formato” do Dogma da Biologia Molecular....

Transcriptase

reversa
<
DNA =) RNA ==m) Proteina
Transcricdo Tradugdo

Replicagcdo

RNA Replicase

https://www.infoescola.com/biologia/dogma-central-da-biologia-molecular/




DNA e RNA Polimerases - Resumo

« DNA polimerase dependente de DNA - sintese de DNA
Enzima de E. coli: um erro a cada 10° a 1019 nucleotideos adicionados

« DNA polimerase RNA-dependente = Transcriptase reversa - sintese de cDNA
Enzima de HIV: um erro a cada 104 nucleotideos adicionados #

« RNA polimerase dependente de RNA = RNA replicase - sintese de RNA
Enzima de Corona virus, um erro a cada 10 nucleotideos adicionados #

#Resultado: altas taxas de mutacdes nos virus de RNA

Problema: Genoma do Coronavirus - 3 x 10* nucleotideos. Apés uma
replicagdo, quantos nucleotideos terdo sido alterados?




Diagndstico Molecular do HIV
(Por PCR)

Dois tipos de diagnostico
com alvos diferentes

2. DNA
viral
integrado

LS

1. RNA

!

Carga viral



Diagndstico do DNA do HIV integrado no genoma do leucdcito T
por PCR

Genoma do HIV - 9.749 nt
-

e el Vit Ev | R
=
| B 600 pb

Alvo - Gene Env. Produto do PCR esperado = 600 pb



Detecgdo do DNA do HIV integrado no genoma leucocitario

Caso: 4 individuos (H, A, B e C) tém sorologia positiva para HIV
(tém anticorpos contra o HIV)

Diagnéstico confirmatorio de HIV: PCR

Procedimento

- 2 mL de sangue coletados dos individuos com suspeita H, A, Be C;
- Extragdo do DNA do sangue (leucécitos + DNA do virus integrado);

- Fazer o PCR
Amostras do DNA dos 4 pacientes, primers, dNTPs, Taq polimerase, efc.
Uma amostra com o DNA do HIV (compra-se): Controle positivo.




Apos PCR

Andlise dos produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose

Controle(-) Controle(+)

Polo =

leHAEleIV

) Padrdo do
) HIV (600 pb)

Polo +
Conclusdo: Em quais pacientes foi confirmada a presenga do HIV integrado?



ACORONAVIRUS CIDADAO v LEGISLACAO ~ TRANSPARENCIA~ PROFISSIONAIS E GES'

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS

Exame do|RT-PCR|para deteccao da COVID-19

ng.gov.br/blog/263-navos-habitos-carnaval-2021



Dados importantes

O virus é de RNA
A PCR ndo amplifica RNA

Para detectar a presenca do virus, ANTES de fazer a PCR, devo transformar o
RNA do virus em DNA dupla fita.

Para isto tenho que usar uma transcriptase reversa. Esta enzima é COMPRADA.



Genoma de SARS CoV-2

Genoma 30.000 nt

: 7,500 bp 15,000 bp 22,500 bp 30,000 bp
|
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M Structural Proteins
B Accessory Factors
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Genes Alvo para diagnéstico



Leitura

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7687508/pdf/PAMJ-SUPP-35-2-121.pdf




Procedimento

1: Swab da garganta e/ou nariz (células com ou sem virus)

2: Lise das células e purificagdo de dcidos nucleicos (virus) com reagentes
apropriados.

3: RNA viral é convertido em DNA dupla fita pela transcriptase reversa (1)
Nota: A enzima catalisa as DUAS reagoes

RNA (Viral) + dNTPs (de desoxiribose) + Primer de DNA > cDNA (fita simples) + PPi
cDNA (fita simples) + dNTPs (de desoxiribose) > cDNA (Viral dupla fita) + PPi

() transcriptase reversa comprada de companhias especializadas




Procedimento

4. Adigdo de primers para o gene alvo + Taq polimerase + dNTPs

ﬁﬁﬁm@

5: Reagdo de PCR em termociclador

6: Andlise da quantidade de produto amplificado por software apropriado

Todo o processo leva de 4 a 8 horas.

7: Divulgagdo do resultado (24 ou 72 horas dependendo do laboratério)



Uso da PCR em Medicina Forense



PCR em Medicina Forense

* Identificacdo de criminoso

» Identificacdo de restos humanos
*Teste de Paternidade

- Outros

Blood Tissue
Semen
Material
Urine
Hair
Teeth Saliva Bone



Alvos de DNA para Medicina Forense

- Regidoes de DNA altamente repetitivas - ndo codificantes
- Nestas regides hd acdmulo de mutagoes

- Grande variagdo de padrdo entre individuos

Leitura

http://www.malthus.com.br/rw/forense/Aula DNA Arthur Estivalet Svidzinski.pdf

https://pt.slideshare.net/anjosjr/dna-forense




Individuo 1

Exemplo de uma regido repetitiva

T|AGTCGGTAAG I AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG |t

Individuo 2

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

AGTCGGTAAG

Individuo 3

TIAGTCGGTAAG I AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG

Procedimento: isolar DNA da amostra e fazer PCR com primers para
varias regioes repetitivas do genoma - Multiplex PCR

Resultado: Muitos produtos de PCR para cada individuo;
Padrdo caracteristico do individuo;
Comparar os padrdes obtidos para os vdrios individuos




Exemplo: Andlise de um estupro com 2 suspeitos

DNA extraido das amostras
Multiplex PCR e gel de agarose

unhas da vitima Sangue
£ "
e 5 32 2
S = & & , -
V| — Quem é o criminoso?
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Teste de Paternidade

DNA




No Teste de paternidade: a crianga deve ter 50% do padrdo de
bandas da mde e 50% do padrdo de bandas do pai.

Procedimento: DNA extraido de amostras de todos
Multiplex PCR e gel de agarose

Mae Criancga Homem A Homem B
[
| ]
] |
|
[ [
|
] |
|
[ ]
] ]
[
I —
|
| |

Quem é o pai da menina A ou B?



é filho deste senhor?

~

es crian¢as nao
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Qual das tr
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PCR para Clonagem Génica

Préxima aula



PCR Song - Muito legal, vejam!

https://www.youtube.com/watch?v=mvvP90Cpdfc




