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Apresentacao do curso
Teérica Estrutura de acidos nucleicos e Replicagdao do DNA
A Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR)

L Eletroforese de acidos nucleicos
Teodrica ..
Escolha de iniciadores

04 Pratica PCR convencional
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PCR

Reacao em Cadeia da Polimerase



A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

PCR: POLYMERASE CHAIN REACTION

A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE



A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Replicacao in vitro de sequéncias especificas de DNA

Reacao enzimatica (DNA polimerase + DNA)

dNTPs

Primer

5

Template New DNA DNA
DNA strand polymerase



A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Amplificacio de sequéncias ESPECIFICAS




ESTRUTURA E
REPLICACAO DO DNA




Estrutura dos acidos nucleicos

DNA - Acido DesoxirriboNucleico

RNA - Acido RiboNucleico
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Estrutura dos acidos nucleicos

Polimeros lineares de nucleotideos
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Estrutura dos acidos nucleicos

DNA ou ADN: Acido DesoxirriboNucleico

Polimeros de desoxinucleotideos
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Normalmente em fita dupla (dsDNA)

Fitas complementares (em direcoes opostas)



Estrutura dos acidos nucleicos

Hydrogen bond

5 end



Estrutura dos acidos nucleicos

Desnaturacao e Renaturacao do DNA
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Estrutura dos acidos nucleicos

Desnaturacao e Renaturacao do DNA

FORTE FRACA
ligacOes fosfodiéster pontes de H
(mesma fita) (entre as fitas)



Estrutura dos acidos nucleicos

Desnaturacao e Renaturacao do DNA
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Estrutura dos acidos nucleicos

Desnaturacao e Renaturacao do DNA

5 3




Estrutura dos acidos nucleicos

Desnaturacao e Renaturacao do DNA
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Replicacao do DNA

A replicacao do DNA ocorre de forma semiconservativa

daughter
molecule

old strand new strand

daughter
molecule



Replicacao do DNA

Polimerizacao unidirecional: sentido 5’ = 3’
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PCR

Fundamentos da Téecnica




Estrutura dos acidos nucleicos

Replicacao do DNA

Conceito da técnica de PCR
Fundamentos da técnica de PCR
Aplicacoes da PCR

Como visualizar e interpretar os resultados
Quais as variacoes da técnica de PCR

Como preparar reacoes de PCR

PCR na pratica!



Replicacao in vitro de sequéncias especificas de DNA

Reacao enzimatica (DNA polimerase + DNA)

dNTPs

Primer

5

Template New DNA DNA
DNA strand polymerase



Replicacao in vitro de sequéncias especificas de DNA

Reacao enzimatica (DNA polimerase + DNA)

Reacao ciclica: substrato (DNA) = produto (DNA)

95°C Denaturation

IS

New dsDNA POLYMERASE 50-70°C
Template CHAIN REACTION Primer Anneal
1 1R '

72°C Polymerase
Extension



Técnica baseada na replicacao do DNA

DNA polimerase $SB
Primase RNAse-H-
Helicase DNATligase

Substituicdo de 7 proteinas por

GRADIENTE DE TEMPERATURA
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Primers: os iniciadores da reacao de PCR

A Enzima DNA polimerase nao se liga em fita simples

Iniciadores ou oligonucleotideos (=PRIMERS)

Utilizacdo de pares de inciadores (um complementar para cada fita)
Iniciador Senso (Forward): se liga na fita 3’-5’

Iniciador Antissenso (Reverse): se liga na fita 5’-3’

5 T J -
TGCCTGCCATAGACTAGCTGATGCTGCAGCATAGCTA.. . . . GGCGATATCCTTCC JGTTCGC
i i
( GC. 'CAAG
< g 5
5 1
CCTGCCA 3 =
ARNARN
ACGGACGGT GACGTGCTATCGAT. . . .COGCTATAGGAAGCAGGGTTCGGTGTTCCAAGCG
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PCR: conceito

Reacao Ciclica

Desnaturacao

Varias vezes...
Extensao

Hibridizacao






PCR: conceito
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Visualizacao dos produtos em geis (eletroforese)

A cada ciclo, o numero de copias aumenta

10 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

e o e

Numero de ciclos



Componentes de uma reacao de PCR:

Amostra de DNA
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
Iniciadores (S e AS)

Enzima DNA Polimerase

Tampao da enzima

Mg?* (MgCl, ou MgSO0,)
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As principais etapas:
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(90-96°C) (45-60°C) (68-72°C)
DNA Polimerase
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PCR: historico

Enzima DNA polimerase

95°C 60°C 72°C



PCR: historico

290 JANUARY 1988

Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA
with a Thermostable DNA Polymerase

RANDALL K. SAIKI, DAVID H. GELFAND, SUSANNE STOFFEL,

, RUSSELL HiGucHI, GLENN T. HORN,
KARY B. MuLLis|* HENRY A. ERLICH

A thermostable DNA polymerase was used in an in vitro DNA amplification
procedure, the polymerase chain reaction. The enzyme, isolated from Thermus aquati-
cus, greatly simplifies the procedure and, by enabling the amplification reaction to be
performed at higher temperatures, significantly improves the specificity, yield, sensitiv-
ity, and length of products that can be amplified. Single-copy genomic sequences were
amplified by a factor of more than 10 million with very high specificity, and DNA
segments up to 2000 base pairs were readily amplified. In addition, the method was
used to amplify and detect a target DNA molecule present only once in a sample of 10°
cells.

SCIENCE, VOL. 239



PCR: historico

Thermus aquaticus (1976) Pares de iniciadores
(Yellowstone National Park)

(Taq DNA polymerase)




PCR: historico

1983 - Automacao da técnica de PCR
1989 - Patente (Hoffman La Roche & Perkin-Elmer Corporation)

1993 - Prémio Nobel de Quimica
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PCR

Amplificacao da sequéncia alvo



Fases da PCR: principio basico

Reacao enzimatica: DNA polimerase.
Temperatura + pH
Temperaturas diferentes: enzima e substrato/produto

Produto da reacao: Gel (agarose; poliacrilamida).

RLaerY

Reagentes Termociclador Gel
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Fases da PCR: principio basico
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Fases da PCR: principio basico




Fases da PCR: principio basico

Iniciadores Iniciadores

5’ 3’
-
3’ 5’

60°C



Fases da PCR: principio basico

3’ 5’

72°C



Fases da PCR: principio basico
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Fases da PCR: principio basico

Replicacao in vitro de sequéncias especificas de DNA
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Fases da PCR: ciclos

Termocicladores




Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo
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Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo

Polymerase Chain

Reaction




Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo
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Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo

109 4 /
108 T
107 T
10T
10° T
104 T
10° T
10° T
10 T

Plato

Copias

Copias do DNA: 1.073.741.824
Copias do alvo: 1.073.741.764
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Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo

. Plato
Linear Sem amplificacio

Baixa eficiéllcia/

Exponencial
Alta eficiéncia

Log [DNA]

N° de Ciclos



Fases da PCR: amplificacao da sequéncia alvo

PlaF(_) B Deteccao em gel
Sem amplificacao

e Perda da atividade da enzima

e Todas as enzimas disponiveis estdo ocupadas com a sintese de DNA

e Acumulo de produtos amplificados que tendem a parear entre si, em

detrimento do pareamento com os iniciadores
e (Gasto dos reagentes, especialmente dos inciadores e dos dNTPs
e Acumulo de pirofosfato (resultante das ligacdes fosfodiéster)
e Competicao com outros produtos que vinham sendo amplificados

o INIBICAO PELOS PRODUTOS



PCR

Aplicacdes da técnica



PCR: aplicacoes

Identificacao molecular
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PCR: aplicacoes

Diagnostico molecular

| [



PCR: aplicacoes

Deteccao de mutacoes




PCR: aplicacoes

Medicina forense
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PCR: aplicacoes

Filogenia molecular
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PCR: aplicacoes

As diferentes aplicacoes da técnica de PCR:

Amplificacao de fragmentos especificos de DNA
Clonagem de genes e transcritos

Medicina forense

Diagnostico molecular

Deteccao de mutacoes

[dentificacao de espécies
Analises de expressao génica

Filogenia molecular...






