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Ativadores e Inibidores de PCR
- Ativadores: 
*Ativadores, potencializadores ou aditivos, são moléculas que aumentam a eficiência, o rendimento, a especificidade e consistência da reação de PCR. 
*Devem ser testados para cada combinação de molde e iniciadores, pois podem ter efeito contrário em alguns casos.
*Muitos produtos de potencialização estão disponíveis no mercado. 

Betaína:
*São aminoácidos;
*Aditivo mais comum usado para aumentar a amplificação de sequências ricas em pareamento GC;
*As vezes é comercializada com outro nome, sem a indicação de presença na composição do produto.

DMSO:
*Facilita a separação de reações que são ricas em GC;
*Impede a formação de estruturas secundários no DNA;
*Reduzem a metade a ação da polimerase.
Detergentes não iônicos:
*Estabilizam a taq polimerase;
*Dificultam a formação de estruturas secundárias no DNA.
*Dependendo da escolha do detergente e da concentração, pode inibir a taq e permite a formação de ligações não especificas entre primers e DNA.
       Cloreto Tetrametilamônio:
       *Melhora a união das fitas de DNA;
       *Aumenta a compatibilidade de DNA e RNA;
       *Diminui as ligações inadequadas no DNA.
               Etilenoglicol e 1,2-propanodio:
               São duas substâncias recentemente descobeertas, onde estudos apontam que melhora a amplificação de regiões ricas em GC.

               Outros ativadores:
               *Formamina: Tem efeito benéfico em concentrações entre 1-5% e diminui a inibição em concentrações maiores que 10%;
               *Bovine Serum Albumin: facilitam a amplificação de DNA mais antigos, ou que apresentem inibidores.

               Artigos sobre ativadores:

Movel Inibition-resistant TAQ mutante enzymes and PCR enhancers designed for forensics: Um dos maiores fatores de erro na reação de PCR, são vindos de inibidores que se depositam. Nos casos onde usam amostras forenses esse risco é ainda maior, pela pequena quantidade de material, e a dificuldade de purificar esse genoma. Foi desenvolvida uma substância taq-mutante, que impede as alterações no resultado do PCR. 

An efficiente and economic enhancer mix for PCR: Um potencializador de PCR vindo na mistura de vários aditivos, para que não precise conhecer qual aditivo combina com cada reação.
            -Inibidores:
            *Compostos que alteram o resultado de uma reação de PCR;
            *Podem inibir em diversos níveis, levando a diferentes graus de atenuação, ou até mesmo a inibição completa;
            *Propiciam erros na interpretação dos resultados.
           Ação:
           *Podem se ligar diretamente ao DNA;
           *Afetar a taq-polimerase;
           *Reduzir a disponibilidade de íons Mg++.
          Provenientes:
          *Do próprio material coletado para a amplificação;
          *Dos produtos usados da etapa de purificação do DNA.

          Componentes do material da amostra:
          -Hemoglobina
          -Ureia
          -Polissacarídeos
          -Sais bileares
          -Ácidos húmicos
          -Cálcio
          Hemoglobina:
          *Inibidor mais usado;
          *O Fe++ age na ligação do Mg++ com a Taq polimerase, inativando a enzima.

          Polissacarídeos:
          *Presentes nas amostras vegetais;
          *Interferem na ação da enzima Taq-polimerase.

          Cálcio:
          *Encontrado em ossos e dentes;
          *Altera a concentração de Mg++, alterando a atividade da Taq-polimerase.
          Produtos utilizados na purificação do DNA:
          -EDTA ;
          -Heparina;
          -SDS;
          -Proteinase K;
          -Sais em excesso; 
          -Clorofórmio;
          -Fenol;
          -Pó das luvas;
          -Tubos de PCR.
        Detergentes iônicos e alcóois:
        SDS, etanol, fenol, isopropanol e outros contribuem com diversos mecanismos na inibição da PCR.

     Proteinase:
     Degradam a enzima Taq-polimerase.

     Heparina e EDTA:
    * Anticoagulantes;
    *Captam íons metálicos como o Mg e Ca (quelantes).
     Tubos de PCR:
     Existem relatos de que esses tubos podem conter uma substância inibidora liberada a partir de poliestireno ou polipropileno após exposição a luz ultravioleta.
                   Artigos sobre inibidores:
                   Artigo 1: REMOÇÃO DOS INIBIDORES POR PARTÍCULAS MAGNÉTICAS: como exemplo, temos esse artigo que trata de um experimento que utiliza partículas paramagnéticas para ‘purificar’ o material a ser analisado, ou seja, essas partículas eliminam os inibidores de amostras de sangue, urina e plasma para melhor resultado.
                   Artigo 2: REMOÇÃO DE INIBIDORES UTILIZANDO DNA EM GEL DE AGAROSE: este outro artigo mostra que o uso de blocos de agarose contendo DNA integrado melhora a amplificação por PCR a partir de modelos  contaminadas com polissacarídeos ou ácidos húmicos, dois inibidores potentes de PCR.

                   Empresas relacionadas:
                   Como PCR é uma técnica que é muito usada na área de biotecnologia, e são necessário muitos produtos para sua realização, muitas empresas se lançaram no mercado para dar assistência a essa área.
                   -Lucigen:
                   *Fundada em 1998;
                   *Especializada em comércio online;
                   *Vende produtos ligado a técnicas de biologia molecular;
                   *Faz pesquisa com microorganismos para descoberta de novas enzimas para comércio.

                   -Zymo Research:
                   *Fundada em 1994;
                   *Produtos relacionados a DNA, RNA e Epigenéticos;
                   *Comercializa kits que retiram os inibidores em uma reação de PCR.
                  -Mobio:
                  *Fundada em 1993;
                  *Oferece produtos para técnicas de biologia molecular além de serviços como remoção de certos tipos de DNA.

INIBIDORES E ADITIVOS DE PCR – M2

Nome dos Integrantes: Amanda Azevedo e Jéssica Stone

Título do trabalho: Aditivos e Inibidores do PCR
-INTRODUÇÃO:

PCR (Polymerase Chain Reaction): É uma técnica rápida e fácil para a ampliação  de inúmeras cópias de qualquer DNA.

As etapas que constituem a técnica de PCR são: 

· Extração de DNA;

· Desenho dos Primers;

· Reação da Polimerase;

· Análise dos Resultados;

Durante a técnica podem ser adicionadas substâncias que tem como objetivo promover um melhoramento no rendimento, especificidade e consistência na amplificação.

Podem também aparecer contaminantes no meio da técnica que podem reduzir drasticamente o sucesso da reação ou até mesmo inibir completamente a reação de Polimerase.

Aditivos

Os Aditivos, potencializadores (enhancers) ou ativadores são as moléculas adicionadas na reação de PCR que proporcionam o melhoramento da técnica de PCR.

Cada aditivo tem sua especificidade, sua atuação, durante o PCR. Sua especialidade vai depender de sua fórmula química.

· Betaína:

É o aditivo mais usado atualmente, ele atua na tripla ligação da Citosina com a Guanina, por ser uma ligação muito forte só uma substância muito potente é capaz de quebra-lá pra fazer a leitura, por isso a Betaína é tão utilizada.

· DMSO (Dimetil sulfóxido):

Quando usado em concentrações entre 2% a 10%, apresenta a mesma função da betaína, favorece na quebra das pontes de hidrogênio entre a Citosina e a Guanina.

Entretanto o DMSO não é tão utilizado quanto a Betaína por ele ter um limite na sua concentração a ser utilizada no PCR, tornado mais prontamente viável a utilização da Betaína, já que se o DMSO ultrapassar os 10%, dificulta a atuação da taq Polimerase, fazendo com que a atividade caia a 50%.

· Detergentes não-iônicos:

Estabilizam a taq polimerase e podem impedir a formação de estruturas secundária, ou seja, removem as impurezas e os contaminantes da nossa amostra facilitando a polimerização.

Ajuda na diminuição de ligações inespecíficas, ou seja, quando temos muitas bases repetidas, tornado os primers inespecíficos e amplificando uma parte não desejada.

De acordo com sua concentração o detergente pode acabar inibindo a ação da taq polimerase e pode gerar ligações inespecificas.

· 7-desaza-2'-desoxiguanosina e análogos:
Amplificam DNAs que possam formar estruturas secundárias, para fazer o estudo da formação dessas estrturas.

· Formamida:
Deve-se ter cuidado no uso dessa molécula, em relação ao seu efeito no PCR. Se utilizada nas porções de 1-5%, tem grande benefício na reação, aumentando a taixa de sucesso nas reações de desnaturação, anelamento e polimerização. Mas quando ultrapassa de 10%, não costuma demonstrar amplificação.

· BSA (Bovine serum albumin):

É eficiente em amplificações de DNAs antigos (ancient DNA) ou que apresentam inibidores, como por exemplo, a melanina. Diminui a ação dos inibidores já contidos na amostra, facilitando no sucesso do PCR.

· Glicerol:

Por ser uma substância que não congela, ela ajuda na estabilidade da Taq- Polimerase, e com isso, na sua conservação.

Artigos relacionados aos ativadores de PCR
· Novas enzimas Taq mutantes inibidoras-resistentes e aditivos de PCR feitos para a Forensi

“O novo sistema de ‘enzima-aditiva’ pode eliminar, em muitos casos, a necessidade de purificar DNA antes da PCR e acelerar, diminuir o custo e aumentar a eficiência dos testes de DNA forense.” Foi desenvolvido uma enzima taq-mutante que atua como aditivo, com a capacidade de resistir a inibidores.

· Um mix eficiente e econômico de aditivos para PCR

“Aqui foi desenhado e testado um potenciador novo, eficaz e de baixo custo para PCR. Uma combinação dependente da concentração de betaina, ditiotreitol, e sulfóxido de dimetilo, que largamente melhorada a saída quantitativa e / ou qualitativa dos PCRs.”

Foi criado um mix com concentrações calculadas para aumentar a eficiência e especificidade do PCR, evitando assim o uso de vários aditivos onde tem a chance de ocorres um erro em concentrações.

· Amplificação direta do DNA a partir de amostras clínicas em bruto, utilizando um cocktail de aditivos de PCR e novos mutantes de Taq

“Estes cocktails, em combinação com dois mutantes resistentes ao inibidor de Taq, OmniTaq e Omni Klentaq, permitiu a amplificação eficiente exógena, endógena, e o alto teor de GC do ADN tem como alvo diretamente a partir de amostras em bruto, contendo o plasma humano, o soro, o sangue total e sem purificação de ADN. Na presença desses cocktails de aditivos, as enzimas mutantes foram capazes de tolerar pelo menos 25% de plasma, soro ou sangue total e tão elevada como 80% de conteúdo de GC em modelos de reações de PCR. Estes cocktails potenciadores também melhoraram o desempenho dos novos mutantes de Taq em tempo real a amplificação por PCR utilizando-se amostras em bruto, quer na SYBR Green fluorescência de detecção e ensaios de TaqMan.”

Inibidores

Compostos orgânicos ou inorgânicos que quando presentes num PCR podem atenuar ou inibir por completo a reação da polimerase, interferindo na amplificação do DNA desejado.

Eles são comuns em amostras de DNA e podem ter das mais variadas origens. Causando a leitura errônea dos resultados.
Ação dos inibidores:

· Ligam-se diretamente ao DNA;

· Afetam a Taq-polimerase, dificultam ou inibem de vez a polimerização do DNA.

· Reduzem a disponibilidade de íons Mg²+

Os Inibidores

Existem componentes naturais numa amostra ou até mesmo que estejam presentes numa das etapas de purificação que podem funcionar como inibidores do processo de PCR:

· Hemoglobina, ureia, ácidos húmicos, polissacarídeos, sais bileares e cálcio (naturais)

· EDTA (ácido etileno diamino tetra-acético), heparina, SDS (detergente iônico), proteinase K, sais em excesso, clorofórmio, fenol, pó de luvas, tubos de PCR (para a purificação do DNA)

· Álcoois como o etanol, fenol, isopropanol também contribuem para a inibição do PCR.

Hemoglobina:

· É o principal inibidor em amostras para PCR.

· O íon Fe²+ atrapalha na ligação do íon Mg²+ à Taq-Polimerase, inativando a enzima.

Cálcio:

· Encontrado em abundância nos dentes e ossos, ele interfere na concentração de Mg²+.

· Afeta diretamente a ação da Taq polimerase.

Polissacarídeos:

· Contaminação por polissacarídeos são mais comuns em amostras vegetais

· Age diretamente na Taq polimerase

Proteinases:

· Fazem a degradação da Taq-polimerase.

Heparina e EDTA:

· Anticoagulantes  com comportamento de agente quelante, pois captam ions metálicos como o Ca²+ e o Mg²+

Tubos de PCR:

· Há quem diga que estes tubos possam conter uma substância inibidora que seria liberada pelo poliestireno ou polipropileno quando estes materiais se expõem à luz UV.

Artigos Relacionados aos Inibidores de PCR

· Extração de DNA de materiais de arquivos e fontes escassas para utilização em reação de polimerização em cadeia (PCR)
“Utilização de DNA arquivado em guthrie card, tecidos fixados e incluídos em parafina, bulbos capilares e células bucais e DNA extraído de fios de cabelo, resquícios salivares e outras fontes escassas”

· Remoção eficiente de Inibidores utilizando DNA em gel de agarose

“DNA em gel de agarose pode ser usado diretamente para PCR desde ponto de fusão baixo da agarose não interfira a reação. Este método simples e barato também é conveniente para DNAs genômicos extraídos por outros procedimentos, e épotencialmente útil para amostras contendo outros tipos de inibidores solúveis, para superar este importante problema de técnicas de amplificação de corrente.”

· Purificação de um PCR com partículas paramagnéticas utilizando um líquido hidrofóbico
“Os PMPs contendo os ácidos nucleicos são magneticamente transportados através de um canal que contém cera líquida, que liga a câmara de lise para a câmara de eluição em um cartucho especialmente concebido. Transportar PMPs através da fase imiscível produziu DNA e RNA pura como a obtida após os passos de lavagem extensiva necessários por métodos de purificação comparáveis. O nosso processo de fase imiscível tem sido aplicada a alvos em sangue total, plasma e urina, e irá permitir o desenvolvimento de sistemas de purificação mais rápida e mais simples.”

PRC-RFLP E PCR-AFLP – M1

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restrição)

A técnica de RFLP envolve a fragmentação de uma amostra de DNA por uma enzima de restrição, que pode reconhecer e cortar DNA onde quer que uma sequência específica ocorra, num processo conhecido como uma digestão de restrição. Assim, os fragmentos são separados por eletroforese em gel de agarose, transferidos para um suporte sólido de nitrocelulose através do arrastamento por capilaridade e, então, hibridizados com sondas complementares marcadas radioativamente ou não. Um RFLP ocorre quando o comprimento de um fragmento detectado varia entre os indivíduos. Cada comprimento de fragmento é considerado um alelo, e pode ser usada na análise genética.

As enzimas de restrição são endonucleases, ou seja, atuam dentro das moléculas de DNA, cortando-as em locais bem definidos. São enzimas produzidas normalmente por bactérias e que possuem a propriedade de defendê-las de vírus invasores. Essas substâncias “cortam” a molécula de DNA sempre em determinados pontos, levando a produção de fragmentos contendo pontas adesivas, que podem se ligar a outras pontas de moléculas de DNA que tenham sido cortadas com a mesma enzima. 

As sondas são fitas de DNA complementares que se ligam a sequência alvo. São obtidas de diferentes formas: transcrição reversa do RNA mensageiro do organismo em estudo, produzindo uma biblioteca de moléculas de DNA complementar, da amplificação via PCR das sequências conhecidas utilizando primers específicos e por fim, através de bandas de RAPD selecionadas e obtidas através de gel de eletroforese e amplificadas via PCR.

O objetivo de selecionar bandas é selecionar clones que possuam cópia única, ou seja, que não contenham sequência de DNA repetitivo, pois estes hibridizam (se ligam) com vários fragmentos na membrana, o que resulta em borrões dificultando a visualização.

Existem dois tipos de sondas:

SLP que detectam um único segmento de DNA repetitivo em um único cromossomo. Seu uso resulta em um padrão que contém no máximo duas bandas, uma para cada segmento de DNA. Para a obtenção de padrões mais característicos de cada pessoa são necessárias várias sondas. Devido a sua sensibilidade, as SLP’s são empregadas nas investigações criminais.

MLP também chamadas de finger print, detecta vários segmentos de DNA repetitivo, localizados em vários cromossomos. O padrão obtido consiste em 20 a 30 bandas, por isso, a probabilidade de duas pessoas tomadas ao acaso apresentaram todas as bandas exatamente iguais é muito baixa (1:10 trilhões). Isso faz com que ela seja denominada de finger print, por ser muito específica. 

Dentre as aplicações do RFLP destaca-se mapeamento do genoma, ciência forense, genotipagem, análise de polimorfismo, diagnóstico de doenças hereditárias e teste de paternidade. 

Vantagens: reprodutível, marcadores co-dominantes: mostram se é heterozigoto ou homozigoto, materno ou paterno, simples e conclusivo.

Desvantagens: requer muitas células (grandes respingos de sangue, grandes tufos de cabelo), células têm de ser frescas, ou seja, sem danos e de pessoas que morreram recentemente, teste demorado, leva de três semanas a três meses para ser concluído, caro, trabalhoso, pois tem muitas etapas e utiliza sondas radioativas.

Resumo da RFLP: Primeiro há uma coleta de amostras biológicas que podem ser sangue, cabelo, saliva, esperma e qualquer outra amostra que contenha DNA. Na segunda etapa há uma extração e purificação dessa amostra. O próximo passo é a clivagem com enzimas de restrição, chamadas de endonucleases que reconhecem e clivam as sequências de DNA. A eletroforese é feita e os fragmentos de DNA são separados por tamanho. O gel de agarose é visualizado com luz ultravioleta. Passagem para uma membrana de nylon (southern blotting). E por último há o uso de sondas que como eu já havia dito são pequenos fragmentos de DNA radioativos cujas sequências de bases são conhecidas. Acoplam-se as sequências de DNA, são complementares. As sondas são vistas em autorradiografia.

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado)

AFLP é uma tecnologia que combina a robustez da RFLP e a praticidade da PCR com primers arbitrários.

A técnica baseia-se na propriedade de certas enzimas de restrição de deixar, após a clivagem do DNA, extremidades coesivas de seqüência conhecida. 

O processo se dá em algumas etapas:

Primeiramente, ocorre a digestão do DNA celular total com uma ou mais enzimas de restrição. A segunda etapa consiste na ligação de adaptadores específicos de EcoR1 e Mse1 que possuem terminais complementares às extremidades resultantes da clivagem pelas enzimas de restrição. Esses adaptadores são ligados aos terminais dos fragmentos de DNA para gerar moldes para as etapas seguintes. A sequência dos adaptadores e os locais de restrição adjacentes servem como locais de ligação dos iniciadores para subsequente amplificação dos fragmentos de restrição. Esses adaptadores possuem de 20 a 30 pares de bases. As sequências dessas bases são diferentes pra cada tipo de adaptador. Portanto, um grande numero de fragmentos é gerado, sendo necessária algumas etapas de seleção dessa grande quantidade de fragmentos, para que a análise seja viável.

 Quando se trata de genomas complexos, a terceira etapa costuma ser divida em duas fases: a primeira fase chamada de amplificação pré-seletiva, consiste na pré seleção dos fragmentos a serem amplificados. Ela é constituída da sequencia especifica de nucleotídeos complementares as sequencias dos adaptadores, mais um único nucleotídeo seletivo adicional de sequencia arbitraria na sua extremidade 3’. Com isso, os iniciadores somente vão hibridizar com os fragmentos de sequencia complementar a sua sequencia arbitraria, formando uma subpopulação de fragmentos.

 Na segunda fase, chamada amplificação seletiva, os iniciadores utilizados possuem mais dois nucleotídeos adicionais de sequencia arbitraria. Como possui um numero maior de nucleotídeos adicionais, a seleção é bem mais significativa. Por fim, a analise da técnica de AFLP pode ser realizada através da eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prato ou com marcação radiotiva, neste caso, somente os fragmentos amplificados a partir de pelo menos um adaptador pra corte raro, EcoR1, serão visualizados. Ou a análise pode ser feita através de um seqüenciador automático de DNA, com marcação fluorescente.

 A técnica de AFLP tem como vantagens o fato de ser rápida, sensível e simples de revelar o polimorfismo. Não é necessário o conhecimento prévio da informação da sequencia de DNA, permitindo a detecção de fragmentos de restrição em qualquer contexto ou complexidade. Além disse, seu grande poder de detecção de variabilidade genética permite a construção de mapas genéticos.

A principal desvantagem da técnica de AFLP é o fato de ser um marcador dominante, ou seja, ao detectar o polimorfismo não há como diferenciar onde há ausência ou presença de bandas. Os genótipos heterozigotos não podem ser discriminados dos homozigotos, apesar de existirem estudos que sugerem a possibilidade de identificar heterozigotos a partir da intensidade de bandas ou picos obtidos por AFLP, uma vez que as bandas de marcadores heterozigotos possuem metade da densidade de uma banda com marcador homozigoto. No caso, heterozigoto, com presença de bandas e homozigoto com ausência de bandas. Isso implica a um baixo conteúdo de informação genética por loco. Apenas um alelo é detectado, ou seja, o fragmento que é amplificado.  As demais variações alélicas são classificadas como um alelo nulo. Outra desvantagem desta técnica é a necessidade de um DNA altamente puro garantindo assim, uma digestão completa pelas enzimas de restrição. Se ocorrer digestão parcial do DNA, podem surgir problemas na interpretação dos polimorfismos.

Entre as aplicações da técnica de AFLP destaca-se genética forense, teste de paternidade, construção de mapas genéticos e diagnóstico de doenças hereditárias.

*Qual a diferença entre as técnicas RFLP e AFLP?

 A técnica de RFLP é analisada em gel de agarose, que tem menor capacidade de resolução, porém apresenta maior extensão de separação. Já a técnica de AFLP utiliza gel de poliacrilamida devido a sua maior capacidade de resolução e por ser mais efetivo para separar pequenos fragmentos de DNA. Também é utilizado para recuperação e purificação do DNA. O RFLP é um marcador codominante (permite que os alelos homozigotos e heterozigotos sejam amplificados), enquanto o AFLP é dominante. E a necessidade do elevado grau de caracterização do genoma alvo na técnica de RFLP, o que não acontece no AFLP.

PRC-RFLP E PCR-AFLP – M2

AFLP PCR
Método de amplificação de DNA, que consiste em utilizar enzimas de restrição capazes de identificar pares de bases palindrômicas (em ambas as fitas são idênticas) e clivá-los. É um método relativamente antigo, foi descoberto em 1990 por uma empresa holandesa a KeyGene.

Quando estes pares de bases são clivados, há a ligação de adaptadores enzimáticos específicos. Nesta fase, o DNA é pré-amplificado, ou seja, é selecionado o local que irá ser amplificado, com a utilização de primers e adaptadores específicos. Após esta etapa, ocorre uma amplificação seletiva do DNA em questão. Utiliza-se primers e sítios específicos aonde estas enzimas irão se ligar, cometendo, assim, a amplificação total do DNA. 

Esta técnica é vantajosa em alguns pontos e desvantajosa em outros. Por possuir uma grande variedade de enzimas, amplificar vários pares de bases, detectar com precisão polimorfismos, ter uma margem de erro mínima e não necessitar de grandes quantidades de DNA, ela é considerada vantajosa. Porém, há suas desvantagens. A demanda por equipamentos e grande quantidade de reagentes é uma das desvantagens, além disso, necessita de um DNA extremamente puro, para que o mesmo seja totalmente degradado e isso demanda uma extração muito bem protocolada. 
RFLP/PCR
Método de análise do DNA, que consiste em clivagem do ácido nucleico através de técnica específica para analisar polimorfismos, que são determinadas sequências da fita que sofrem mutações, sendo diretamente responsáveis pela variabilidade genética dos indivíduos de uma mesma espécie.

A técnica para detectar RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), envolve a fragmentação do DNA por enzimas de restrição que clivam a fita na região onde se encontra o polimorfismo. Deve-se correr o DNA amplificado em gel de agarose e visualizar o resultado com luz ultravioleta, para verificar se a técnica foi bem sucedida e se a sequência de interesse está na amostra, utiliza-se outra técnica chamada de Southern Blot, que se baseia na marcação da sequência com uma sonda específica que se liga a sequência de interesse com marcadores radioativos posteriormente visualizados em uma autorradiografia se a sequência estiver na amostra.

A utilização da técnica é bastante ampla, pode ser usada em biologia forense, em genotipagem, em detecção de doenças genéticas e em testes de paternidade. As vantagens da técnica são que o número de marcadores de RFLP são praticamente ilimitados e que é uma técnica relativamente simples, porém apresenta algumas desvantagens, como: Baixa eficiência em análises com grande número de indivíduos, Inexistência de uma biblioteca de sondas e o alto custo para a execução da técnica.
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Resumo seminário de Biologia Molecular: Nested-PCR e PCR-Elisa  

Nomes: Carlos Reis e Roberta Silveira
Introdução

Reação em cadeia da polimerase (em inglês Polymerase Chain Reaction - PCR) é um método de amplificação (de criação de múltiplas cópias) de DNA (ácido desoxirribonucleico), fragmentos dele e genes. A PCR é uma das técnicas mais comuns utilizadas em laboratórios de pesquisas médicas e biológicas para diversas tarefas, como o sequenciamento de genes e diagnóstico de doenças hereditárias, identificação de fingerprint genético (usado em testes de paterninade e na medicina forense), detecção de diagnóstico de doenças infecciosas e criação de organismos transgênicos.

O princípio da PCR envolve três etapas básicas por ciclo, estimuladas pelo calor, que são repetidas por várias vezes, em ciclos:

- Abertura da fita de DNA que servirá de molde, por desnaturação térmica (etapa com duração entre 30s e 1min a temperatura de 92-96ºC);

- Pareamento de oligonucleotídeos sintéticos, que funcionam como os iniciadores da reação de polimerização, a cada uma das fitas do DNA molde, à região complementar da fita que sofrerá a duplicação (duração de 30s a 1min a temperatura entre 58 e 65ºC);

- Polimerização, através de uma enzima polimerase, das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, utilizando cada um dos quatro dNTP como substrato da reação de polimerização (duração entre 45s e 1min, a 72ºc).

O resultado da reação pode ser ‘’corrido’’ em gel de agarose ou poliacrilamida, utilizando-se um marcador molecular conhecido que indique as regiões de base e comparando-o com o do produto de PCR.

Nested-PCR

Utilizado para aumentar a quantidade de produto amplificado final ou para aumentar a sensibilidade da técnica, o Nested (palavra em inglês para ‘’ aninhado’’, ‘’atrelado’’) é uma variação da técnica normal de PCR. Suas reações requerem dois pares de primers (convencionalmente, seria apenas um),  um par mais externo para a 1a reação (round) e outro interno ao produto do 1a reação. A 1a reação necessita de um maior tempo de extensão devido ao maior tamanho do produto a ser amplificado, em seguida adiciona-se uma alíquota da 1a reação, que servirá de molde na mistura (mix) da 1a reação. O produto da 1a reação normalmente não é notado em corrida em gel de agarose, por outro lado o produto da 2a reação gerado em grande quantidade, sim, por isso pode ser visualizado na corrida eletroforética ou utilizado para sequenciamento. A vantagem é justamente poder ‘’separar’’ uma sequencia mais reduzida e, dentro dela, ter a possibilidade de especificar mais ainda a região que se deseja amplificar. Dessa forma as chances de erro são drasticamente diminuídas, através do aumento da sensibilidade. O Nested-PCR pode ser definido fundamentalmente como um PCR em duas etapas. Como desvantagem tem-se algum aumento de custo e maior planejamento para determinar primers.

A fim de exibir um exemplo prático, separou-se parte do protocolo para uma 

reação Nested. Observar o round externo e interno.

-External Round of PCR: Master Mix

dNTP mix (2mM each dNTP): 5 µl

10x PCR buffer (15mM MgCl2): 5 µl

Taq polymerase (0.2U): 0.2 µl

dH2O: 25.8 µl

Primer mix. Forward  and Reverse primers. (5 pmoles/µl each): 4 µl

Total Mastermix Volume: 40 µl 

DNA Template 10 µl

-Internal round:

dNTP mix (2mM each dNTP): 5 µl

10x PCR buffer (15mM MgCl2): 5 µl

Taq polymerase (0.2U): 0.2 µl

dH2O: 35.8 µl

Primer mix. Forward  and Reverse primers. (5 pmoles/µl each): 4 µl

Total Mastermix Volume: 49 µl 

DNA Template (Sample from external round PCR product): 1 µl.

Artigos

Para ilustrar as aplicações da técnica de PCR, selecionou-se três artigos:

1) ‘’Significado de nested PCR quantitativo em tempo real e PCR para detecção de citomegalovírus em receptores de transplante renal’’. Autores: Atef Kanaana, Isabel Coura, Roberto Alvarez-Lafuentea, Mar Benedictoa, Esther Culebrasa, Dolores Pratsb, Cristina Fernandezc, Juan J Picazoa. a Department of Microbiology, Hospital Cl´ınico San Carlos, C/ Profesor Mart´ın Lagos s/n, 28040 Madrid, Spain.
2) ‘’ Desempenho de uma RT-PCR nested ELISA para a detecção de Vírus da doença de Newcastle’’. Autores: C.L. Kho a, M.L. Mohd-Azmi b, S.S. Arshad b, K. Yusoff a. Department of Biochemistry and Microbiology, Faculty of Science and Environmental Studies, Universiti Putra Malaysia.
3) ‘’Multiplex Nested-PCR para diagnóstico de Alphavirus brasileiro’’. Autores: Roberta V.M. Bronzonia, Marcos L. Morelia, Ana Cecília R. Cruzb, Luiz Tadeu M. Figueiredoa. Virus Research Unit, School of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, 14049-900, Ribeirão Preto, SP, Brazil 
 Arbovirus Laboratory, Evandro Chagas Institute, Belém, PA, Brazil.
1) Artigo pertinente ao trabalho pois dá detalhes sobre a sequencia nucleotídica dos primers para detecção do vírus, enfatizando bem a diferença entre eles demonstrando que são pares diferentes. A seguir:

The PCR primers used were previously described (2): the sequences of the outer primers were (5_-AGAGTCTGCTCTCCTAGTGT-3_) and (5_-CTATCTCAGACACTGGCTCA-3_); the inner primers consisted of the upstream primer (5_-CCACCCGTGGTGCCAGCTCC-3_) and downstream primer (5_-CCCGCTCCTCCTGAGCACCC-3_).

É interessante também dizer que este artigo dá bastante detalhes sobre a técnica empregada.

2) Trata de um método para diagnóstico de uma doença que acomete aves, implicando em prejuízos para a produção de carne desse tipo. Também agrupa os primers usados na forma de tabela. Conclui demonstrando que o RT- Nested PCR teve um desempenho superior na identificação do vírus do que demais métodos testados.

3) Este comenta bem qual foi o software utilizado para determinação de primers dos diversos vírus, e é oportuno porque mostra o que vem a ser um PCR dito ‘’multiplex’’ (que busca várias sequencias dentro da mesma amostra), tratando-se de um estudo realizado dentro do Brasil.

PCR-ELISA
Teste de ELISA:

É um teste imunoenzimático que permite a detecção de anticorpos específicos (por exemplo, no plasma sanguíneo). Este teste é usado no diagnóstico de várias doenças que induzem a produção de imunoglobulinas. Um imunoensaio que usa anticorpos específicos para detectar antígenos e anticorpos. O complexo que contém o anticorpo é visualizado pelo acoplamento da enzima ao anticorpo. A adição de substrato ao complexo enzima-anticorpo-antígeno resulta num produto colorido.

Existem vários modelos de testes de ELISA; em sua forma mais simples, chamada ELISA indireto, um antígeno aderido a um suporte sólido (placa de ELISA) é preparado; a seguir coloca-se sobre este os soros em teste ( ex. soro  humano), na busca de anticorpos contra o antígeno. Se houver anticorpos no soro em teste ocorrerá à formação da ligação antígeno-anticorpo, que posteriormente é detectado pela adição de um segundo anticorpo dirigido contra imunoglobulinas da espécie onde se busca detectar os anticorpos (humana, no caso), a qual é ligada à peroxidase. Este anticorpo anti-IgG, ligado à enzima denomina-se conjugado. Ao adicionar-se o substrato apropriado para a enzima (isto é, H2O2 dissolvida em uma substancia química que dá uma reação colorida quando H2O2 é desdobrada). Os orifícios onde ocorreu a reação antígeno-anticorpo apresentam uma coloração (variável dependendo do substrato).

Outro método é o chamado ELISA de bloqueio ou competição, em que a presença de anticorpos em determinado soro é revelada pela competição com um anticorpo específico (mono ou policlonal) dirigido contra o antígeno. Igualmente, o resultado é dado pela adição de um conjugado, porém a coloração aparecerá nos orifícios onde não havia anticorpos.

Tipos de ELISA:

O método competitivo é mais usado para identificação de antígenos, mas pode também ser empregado para a detecção de anticorpos. Neste método primeiro se adsorve o anticorpo no poço da microplaca. Após a adsorção do anticorpo, uma solução que possivelmente contém o antígeno é adicionada sobre os anticorpos adsorvidos. O próximo passo é adicionar o antígeno marcado com uma enzima. Os poços que não possuem o antígeno primário (da solução problema) aderido ao anticorpo ficam coloridos, enquanto que os poços que possuem antígenos aderidos aos anticorpos não mudam de cor.
O método indireto é utilizado para detecção de anticorpos. Neste caso o antígeno fica aderido aos poços da microplaca. Em seguida coloca-se o soro problema e em seguida um anticorpo marcado com uma enzima que reage com o substrato fazendo com que o cromógeno mude de cor. A presença de cor nos poços indica a presença do anticorpo, e os poços que não mudarem de cor indica a ausência do anticorpo em questão.
O método de sanduíche (direto), ou captura, é indicado para identificação de antígenos, e este antígeno fica entre dois anticorpos. Assim, um anticorpo primário específico ao antígeno é adsorvido no poço da microplaca. Em seguida o antígeno na solução problema é adicionado. Depois o segundo anticorpo específico ao antígeno é marcado com uma enzima é adicionado. Esta enzima que reage com o substrato fazendo com que o cromógeno mude de cor. A presença de cor nos poços indica a presença do antígeno, e os poços que não mudarem de cor indica a ausência do antígeno em questão.

PCR-ELISA
O PCR é um método molecular de amplificação de alguma parte na estrutura do DNA, e o teste ELISA é um método imunológico para identificar antígenos ou anticorpos. O PCR-ELISA junta estas suas especialidades e por fim se tem um resultado bem mais específico e preciso do que se quer pesquisar. O PCR-ELISA serve simplesmente para detectar não só o microrganismo, mas também a quantidade em que este está presente na amostra, com aproximadamente 94% de precisão. Os produtos de PCR são marcados (por exemplo, por digoxigenina) durante a amplificação. A sonda de captura específica para o amplicon de PCR é utilizado para imobilizar o fragmento amplificado de placa ELISA bem contra a etiqueta (por exemplo, anti-digoxigenina) é então usado para quantificar os produtos de PCR. Como exemplo de aplicações desse tipo de PCR temos estudos que relataram o desenvolvimento do sistema de PCR-ELISA para a detecção de DNA de Schistosoma nas fezes humanas como uma abordagem alternativa para o diagnóstico de infecções ligeiras. O sistema permite a amplificação enzimática de uma região especificar do DNA a partir de quantidades diminutas de material de parasitas.  Utilizando a abordagem de PCR-ELISA proposto para o diagnóstico de uma população de uma área endêmica no Brasil, 30% foram encontrados para ser infectado, em comparação com os 18%, em exame microscópico de fezes. Embora a técnica requer uma infra-estrutura de laboratório complexos e financiamento específico que pode ser utilizado pelos programas de controle destinados a eliminação de esquistossomíase.

Artigos

1) The application of PCR–ELISA to the detection of Trypanosoma brucei and T. vivax infections in livestock.

 Autores: R.A. Masake, J.T. Njuguna, C.C. Brown1, P.A.O. Majiwa

2) Evaluation of a multiplex reverse transcriptase PCR ELISA for the detection of nine respiratory tract pathogens.

Autores : W. Puppe a,∗, J.A.I. Weigl a,b, G. Aronc, B. Gröndahl b,

H.-J. Schmitt b, H.G.M. Niesters c, J. Groen.

3) Comparison of PCR-ELISA and LightCycler real-time PCR assays

for detecting Salmonella spp. in milk and meat samples.

Sylvie Perellea, Franc¸oise Dilassera, Burkhard Malornyb,

Joe¨l Grouta, Jeffrey Hoorfarc, Patrick Facha.
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O que é PCR?
· A PCR (Reação de Polimerização em Cadeia) é uma técnica que se baseia na amplificação exponencial seletiva de uma quantidade de DNA in vitro.

·  Pode ser usada no diagnóstico médico, mapeamento genético, detecção de doenças hereditárias, clonagem de genes, testes de paternidade e entre outros. 

PCR- Elisa
· É a união do PCR, que é um método molecular, com o teste Elisa, que é um teste imunológico. 

·  O teste Elisa é um método de ensaio imunoenzimático utilizado para detectar  o antígeno ou anticorpo em uma amostra.

·  Tem sido utilizada desde o final de 1980.

- Vantagens
· Apresenta alta sensibilidade- a quantificação pela placa de Elisa é de aprox. 100 vezes mais sensível do que a coloração convencional com brometo de etídio dos produtos em gel de agarose. 

· Altamente específico

· Resultados mais rápidos

· É muito flexível

· Baixo custo 

· Amplificação rápida

· Técnica prática e simples

· Quantitativo

·  Rotina de larga-escala

- Aplicações

· Tem sido principalmente utilizado para a detecção de agentes infecciosos, incluindo vírus, bactérias, protozoários e fungos. 

·  Um exemplo é o uso do PCR-Elisa para a identificação do vírus HIV, que é confirmada com o teste WESTERN BLOT.

·  É útil para o rastreio de amostras múltiplas.

· Permite a realização da quantificação dos produtos.

·  É útil para diferenciar os produtos gerados pelo PCR com variações na sequência entre os primers.

·  Serve para detectar e diferenciar entre alvos múltiplos- seleção de várias amostras.

- Tipos de PCR-Elisa

· Indireto: é usado para a detecção de anticorpos.

·  Sanduíche ou Direto: utilizado para a identificação de antígenos.

·  Competitivo: é mais usado para identificação de antígenos, mas pode também ser empregado para a detecção de anticorpos.

- Protocolo
· Tampão 10x

· dNTP’s 

· Um par de primers 

· Água

· MgCl2

· Taq- polimerase 

· DNA – amostra

· DIG- digoxina ou anti-DIG 
· Sensibilizar a placa com antígeno ou anticorpo.

·  Colocar nos poços e deixar “overnight” a 4°C.

·  Lavar com PBS-Tween 0,02 %(2x).

· - Bloquear a placa com uma solução PBSTL  e agitar. 

· - Levar a estufa 37oC por 1 hora 

· - Lavar novamente com PBSTL (2 x) 

· - Diluir os soros em PBSTL e aplicar por poço e agitar 

· - Levar por mais 1 hora na estufa 37oC 

· - Lavar com PBSTL (3 vezes) 

· - Preparar uma solução de Uréia 6M e aplicar nos poços  

· - Aplicar o Conjugado em PBSTL e agitar 

· - Levar a estufa de CO2 37oC por 1 hora 

· - Lavar com PBS-Tween 0,02% (3 vezes) 

· - Aplicar o OPD por 30 minutos em câmara escura 

- Adicionar HCl a fim de parar a reação e em seguida proceder a leitura no leitor de microplacas.  

- Como funciona a técnica:
· Adição do híbrido a uma placa previamente revestida com Estreptavidina – ligação da Biotina (sonda) com a Estreptavidina (placa)  - placa marcada com peroxidase.

·  Adição de um conjugado contendo: 

· Um anticorpo (Anti-DIG) que irá se ligar ao DIG na sequência; um substrato (POD) revelador e especifico para a peroxidase – revelação da cor pela degradação enzimática do substrato.

· Após deixar em repouso para que a amostra sofra coloração e assim é feita a leitura.

·  A coloração é dependente da quantidade de híbridos.

- Como é realizado:
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PCR-Nested
· O que é? Consiste na realização de dois PCR sucessivos utilizando um jogo diferente de iniciadores específicos em cada uma das reações. Isto permite aumentar nível de sensibilidade do método de diagnóstico e aumentar a especificidade da detecção.

- Vantagens

· Altamente específico

· Duas PCR’S 

· É a de maior sensibilidade

· Detecção de amostras múltiplas simultâneas

- Desvantagens
· Maior tempo de execução

·  Custo elevado

·  Maior risco de contaminação 

- Protocolo
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- PCR- termociclador
· 1 ciclo: 94°C por 30 segundos

·  35 ciclos: 94°C por 30 segundos

                      55°C por 30 segundos

                      72°C de 30 até 120 segundos

·  Manter a 4°C

- Como funciona a técnica:
· O primeiro par de iniciadores de PCR amplifica um fragmento similar para começar o PCR . No entanto, um segundo par de primers chamado de nested primers, ligam-se no interior do primeiro fragmento do produto de PCR ,permitindo a amplificação de um segundo produto de PCR, que é mais curto e específico que o primeiro.

·  O segundo par de primers tem a função de amplificar  pedaços menores e específicos de DNA  localizados no produto do primeiro PCR. 

1ª parte: Primeiro PCR e primeiro conjunto de primers
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2ª parte: Segundo PCR e segundo conjunto de primers (Nested)
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- Aplicações

· Aplicações forenses

· Casos genéticos

· Análise de patógenos como HPV
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PCR IN SITU E HOTSTART PCR – M1

PCR in situ

É uma técnica de PCR feita diretamente em uma lâmina de tecido animal ou vegetal, e essa lâmina propriamente recebe todos os componentes usuais de uma PCR e vai para um termociclador adaptado ao seu formato.

A PCR in situ combina a técnica de PCR com a versatilidade de ensaios imunológicos, pois após a reação de PCR são utilizadas técnicas para identificar a presença de certas cargas de DNA no produto que foi amplificado, a exemplo de DNA viral.

Vantagens:

- Possibilidade de identificação de patógenos desconhecidos:
Muitas doenças têm desenvolvimento lento de seus patógenos, mas apresentam sintomas. Portanto a PCR in situ é uma saída para a amplificação e identificação de DNA estranho em tecidos e células do organismo doente e reconhecimento de que tipo de doença está ocorrendo.

- A PCR permite a correlação direta dos resultados com as características histológicas e citológicas da amostra:

Como se trata de uma reação diretamente num tecido, pode-se correlacionar as características do tecido em que se está aplicando a técnica com os resultados da reação de PCR, melhorando a interpretação dos resultados. 

- A identificação de quantidades ínfimas de DNA, bem como de células que possuam genes específicos:

Como toda reação de PCR, a in situ também amplifica o DNA, e em se tratando de DNA viral por exemplo, a quantidade é muito pequena, portanto o uso da PCR in situ nesse caso aumenta as possibilidades de se identificar qual o agente patogênico está agindo.

Desvantagens:

- O tempo é maior que o da PCR convencional: 1 ciclo dessa PCR leva 15 minutos, enquanto o da PCR comum leva cerca de 1 minuto.
- Não permite a análise molecular do produto da PCR: poderia ocorrer degradação do DNA amplificado no momento da extração das células da lâmina (por conta da fixação).

- O tempo de espera para o DNA alongar-se é maior, pois há a barreira da própria célula retendo o DNA no meio intracelular e intranuclear.
Montando a PCR in situ:

1) Preparação das lâminas

Os procedimentos de preparação do tecido ou das células a serem submetidas à PCR in situ diferem de acordo com a origem do tecido e seu estado após a manipulação, mas em geral, tecidos animais passam pelos processos normais de preparação de lâminas (em micrótomo) e tecidos vegetais passam por processos de secagem para irem às lâminas.

2) Fixação: são usadas substâncias que aumentam a aderência do material à lâmina.

- Fixadores:


- FAA


- Paraformaldeído

3) Degradação celular: é necessário degradar alguns componentes das células do tecido na lâmina para expor o DNA.
Enzimas:


- Pectinase (plantas)


- Pepsina (animais)
4) Adição dos componentes comuns da PCR e da Taq polimerase.

5) Termociclização e PCR (amplificação) em si.

6) Detecção

A detecção da amplificação do DNA pode ocorrer de duas maneiras diferentes:


- Direta: marcadores (ex: Biotina) são incorporados pelo produto da PCR e na seqüência detectados por Imunohistoquímica.


- Indireta: hibridização in situ de uma sonda de DNA (radiomarcada ou não) no produto da PCR, também seguida de Imunohistoquímica. 

*Para detecção de vírus RNA em tecidos, pode ser usado em conjunto com a PCR in situ uma etapa RT (Transcrição reversa), em que a enzima Transcriptase reversa atua e forma DNA a partir do RNA viral, e esse DNA pode ser então amplificado e o vírus identificado.

PCR Hot Start
A PCR Hot Start é uma forma de PCR que utiliza meios de inativar as DNA polimerases ou utiliza DNA polimerases específicas que só podem ser ativadas e amplificar o DNA em certas condições. Isso é usado para evitar a amplificação de DNA não desejado, aumentando a especificidade da reação.

Vantagens:

Aumento da especificidade da PCR:

1 - A DNA polimerase contém um anticorpo, que se desnatura e ativa a enzima somente ao atingir a temperatura de 94°C. 

2 - Outro exemplo é o da AmpliTaq Gold, que é uma enzima que atinge sua forma ativa apenas se permanecer 10 minutos em temperatura de 94ºC.
3 – A enzima está encapsulada em cera, e essa cera se decompõe a certa temperatura, possibilitando a ação da enzima.
*Ao mesmo tempo em que as enzimas estão sendo ativadas, o DNA está sofrendo desnaturação, portanto a enzima irá trabalhar em temperatura ideal e no momento correto (levando ao aumento da especificidade).

Desvantagens:

- É um processo manual, portanto pode haver contaminação.

- O uso de enzimas especiais encarece o processo.

- Outra forma de ativar a enzima somente em temperatura alta é adiciona-la quando essa temperatura for atingida, mas isso aumenta o risco de contaminação.
PCR IN SITU E HOTSTART PCR – M2

A PCR é uma técnica que consiste em isolar sequências específicas de DNA que precisa ser estudada, é utilizada em rotina de laboratórios.
PCR in Situ é variação da reação de PCR, ocorre dentro da célula, além de poder ser realizada na superfície da lâmina ou em tecidos fixados. PCR In Situ tem suas próprias variações:
· RT In Situ PCR: É a combinação entre o PCR in situ e a transcrição reversa.
· PCR em Hibridização In Situ: são utilizadas sondas para marcação, elas podem ser radioativas ou não com uma substância que permita a visualização.
A técnica de PCR In Situ pode ser aplicada: na identificação de marcadores celulares; nas localizações de sequências de células específicas dentro das populações das células; na detecção de RNAs que ocorrem num número de cópias relativamente elevado; na metodologia da técnica de hibridação de ácidos nucleicos em nível celular e para diagnóstico viral. Tem com vantagens permitir a localização do sinal amplificado dentro da estrutura do tecido; detectar DNA viral, proviral, rearranjos do DNA e translocações e pode detectar quantidades pequenas de DNA. A barreira física de uma célula fixada aumenta o tempo do alongamento do DNA é uma desvantagem que essa técnica apresenta.
Já a PCR Hot Start também é uma variação da PCR, na qual a reação de amplificação é iniciada a temperaturas elevadas. Sendo aplicada em testes genéticos; diagnósticos clínicos; exames de sangue; forense; biodefesa. Essa técnica apresenta as vantagens de aumentar a especificidade, a rentabilidade e a sensibilidade do produto; também é ideal para ensaios quantitativos. Como desvantagens há risco maior de contaminação e o trabalho intensivo.
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Degenerate PCR


Esse tipo de PCR é um dos tipos mais parecidos com o PCR convencional, porém, com uma única diferença: ao invés de usar primers específicos com uma sequencia já conhecida, são usados primers degenerados (mixed pcr primers) para amplificar um misto de sequencias desconhecidas em um único PCR. Primers degenerados são apenas um misto de primers com uma sequencia similar. Caso não se conheça exatamente a sequencia de genes a ser amplificada são inseridas ‘’oscilaçoes’’ nos primers onde existe mais de uma possibilidade para a sequência


Quanto mais oscilações são inseridas no PCR, mais degenerado ele fica (a degeneração do primer é produzida durante a síntese do DNA, evitando a produção de diferentes primers para diferentes primers mistos)

Por que usar? – Degenerate-PCR tem sido usado como uma ferramenta muito na descoberta de novos genes ou famílias de genes (genes que possuem características similares). Alinhando as sequencias do numero de proteínas relatadas é possível determinar quais partes estão conservadas e quais são variáveis. Com base nessas informações é possivel usar protein motif  (elementos estruturais conservados em diferentes proteínas, como os carboidratos) conservadas para pontos de partida para a concepção de primers para Degenerate PCR.

1. Ao isolar um proteína, gerir uma sequencia de aminoácidos da mesma e precisa achar o gene correspondente.

2. Possui um gene humano e quer clonar o gene homologo de Drosophila, sendo que é possível realizar este processo através de hibridizações, no entanto a probabilidade de encontrar ‘’falsos positivos’’ é maior

3. Estudos de família de genes

4. Descoberta de um gene interessante em leveduras e quer achar o gene homologo em humanos

Requisitos: 

1. Seis ou sete resíduos de cadeias polipeptídicas devem ser selecionados, correspondendo a um oligo de aproximadamente 20pb
2. A parte N-terminal de uma proteína, obtida através do sequenciamento proteico) fornece informação suficiente para ser usada no processo de PCR
3. A sequencia peptídica que possui muitos códons deve ser evitada, tais como: leucina, arginina e serina, pois são os que mais oscilam podendo resultar em nada
4. Primers que estão muito degenerados podem gerar competição pois os primers ‘’cegam’’ a sequencia correta que eles devem se ligar. Isso significa que muitas vezes o primeiro ciclo desse PCR resulta em nada, precisando fazer mais ciclos para conseguir uma banda.
Protocolo:  esse tipo de PCR é padrão, mas com a diferença de que uma maior concentração de primers é usada. A concentração de MgCl2 e a temperatura de de anelamento podem variar(5º-10ºC) para optimizar a reação. O tempo de reação também pode precisar ser aumentado. Reações de hot-star podem ser feitas para reduzir o anelamento de primers não específicos.  A Taq não é adicionada até que a temperatura atinja 94°C (pausar quando tiver atingido 94 graus num intervalo de dois minutos e adicionar a Taq)
Implicaçoes e limitaçoes: usando o Degenerate PCR é possível achar a maioria dos genes de leveduras e animais, independente do organismo. Podem acontecer problemas se tentar pegar os genes que estão evoluindo mais rápido, caso contrario o processo será realizado com sucesso. É mais difícil pesquisar por genes em protistas, onde muitos genes foram submetidos a ‘’deriva genética maciça’’(gene não é repassado a próxima geração) e mudaram muito,comparado aos eucariotos.

Evitar produtos de PCR com mais de 1000pb

Caso o organismo a ser analisado possua um DNA com um fragmento que contem muita GC é possível a amplificação de muitos fragmentos incorretos

“Dinosaur Genes’’ – genes que deixaram de existir durante a evolução.

PCR DE COLÔNIA:


O Colony PCR nada mais é que uma variação bem simples do PCR convencional. Neste tipo de PCR, as colônias de bactérias são avaliadas diretamente pelo PCR sem a necessidade da purificação do DNA, ou seja, a amplificação do gene de interesse ocorre diretamente da célula, tanto em bactérias como em leveduras. Esta técnica foi inicialmente aplicada
em bactérias, posteriormente em leveduras e,no caso  das microalgas, houve apenas um exemplo relatado na espécie de uma alga verde unicelular denominada Chlamydomonas reinhardtii .


Seu protocolo consiste em se selecionar uma colônia com uma ponteira estéril e a colocar em um tubo contendo 50uL de tampão de lise; Aquecer a mistura a 95 graus Celsius durante 10 minutos; Centrifugar através da microcentrífuga durante 10 minutos para a remoção dos restos celulares; Para a técnica de PCR, é utilizado 4uL.

Nessa técnica são feitos trinta ciclos, onde a desnaturação ocorre a 95 graus Celsius e tem a duração de 1 minuto, o anelamento ocorre a 55 graus Celsius e também tem a duração de 1 minuto e, por fim, a extensão ocorre a 72 graus Celsius e tem a duração de 2 minutos.


A vantagem da utilização desse tipo de PCR consiste na diminuição do tempo de triagem em comparação com as demais técnicas. No colony PCR é possível que vários perfis de diversas colônias sejam traçados em muito pouco tempo, já que não há necessidade de se realizar uma minipreparação individual para as colônias. Já, como desvantagem neste processo, pode se ressaltar a grande facilidade com que a enzima Taq polimerase pode ser inibida e, com isso, criar resultados muito inconsistentes. A solução para que este problema fosse amenizado, poderia ser encontrada em outra enzima denominada KAPA2G Polimerase DNA Robust que tem por característica ser uma enzima com tolerancia superior a grandes inibidores de PCR comum, sendo usada então quando se vai trabalhar com sequências mais difíceis de serem polimerizadas, como as ricas em GC e AT.
DD-PCR:


Análise da expressão do gene é um objetivo central, na maioria dos estudos em molecular e biologia celular. O interesse em tecido específico a expressão do gene e, nomeadamente, em alterações nos padrões de expressão que ocorrem em resposta a uma mutação ou genes transfectados tem estimulado a busca por métodos adequados para identificar as diferenças reais entre duas situações. Durante muito tempo diferencial, hibridização foi o único método que permita o isolamento de genes que foram em qualquer uma das duas situações, não havia nenhum método disponível que indicaria o número total de genes sujeitos a para cima ou para baixo em uma regulação especial criação.


Pardee e colaboradores foram os primeiros a mostrar (1-3) que as combinações de primers arbitrários (previamente utilizados para a amplificação de polimorfismos de DNA (4) e para a obtenção de marcas de mRNA (6)) com primers ancorados cDNA pode ser aplicado com sucesso para gerar um conjunto de fragmentos de ADNc derivado a partir do ARNm total de uma célula. Sob as condições apropriadas, o padrão de fragmentos derivados de um tipo de células é reprodutível e pode ser comparado com a de um outro tipo de célula. (1'3'7) Nossos cálculos teóricos e resultados experimentais confirmaram que o método pode gerar padrões de bandas que podem representar quase todos os genes expressos em uma célula particular e também pode detectar diferenças de forma reprodutível a expressão do gene entre dois ou mais tipos de células ou situações. (7'8) O método denominado de "display diferencial '' (~) Ou DDRT-PCR. (7'8) Este método já foi aplicado com sucesso por vários grupos que utilizam apenas um conjunto limitado de primers (9 - ~) e, provavelmente, tornar-se um método padrão para os estudos sobre a expressão diferencial de genes. aqui, apresenta um protocolo detalhado que é aplicável a qualquer conjunto de dois ou mais comparáveis ​​tipos de células eucarióticas e resultará em padrões de reproduzíveis
Os produtos de PCR que correspondem a genes expressos.

ESBOÇO DO MÉTODO


A estratégia do método consiste em três básicas e dois passos adicionais: Transcrição reversa em fracções, utilizando um conjunto de ancorada primers, amplificação de cDNA a partir de espécies de cada fracção utilizando um conjunto de iniciadores arbitrários e primers ancorados, a separação electroforética dos fragmentos resultantes, reamplificação de fragmentos que são diferentes em duas situações, clonagem e sequenciamento, e a confirmação do diferencial expressão por uma técnica de análise de RNA independente (Northern blotting, RNase, proteção e / ou nuclear executar-on).  O método utiliza o citoplasmático ou mRNA como material de partida. 


O RNA é primeiro reversamente transcrito para produzir DNAc de cadeia simples. O passo de transcrição reversa é já uma parte inerente do método. Para ser capaz de mostrar como muitos diferentes genes expressos quanto possível, uma subdivisão inteligente de o número total de mRNAs é necessária. Bairro dos mRNAs deve, no ao mesmo tempo, fornecer uma sequência de âncora para a subsequente amplificação por PCR.
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Degenerate PCR

Esse tipo de PCR é um dos tipos mais parecidos com o PCR convencional, porém, com uma única diferença: ao invés de usar primers específicos com uma sequencia já conhecida, são usados primers degenerados (mixed pcr primers) para amplificar um misto de sequencias desconhecidas em um único PCR. Primers degenerados são apenas um misto de primers com uma sequencia similar. Caso não se conheça exatamente a sequencia de genes a ser amplificada são inseridas ‘’oscilaçoes’’ nos primers onde existe mais de uma possibilidade para a sequência

Quanto mais oscilações são inseridas no PCR, mais degenerado ele fica (a degeneração do primer é produzida durante a síntese do DNA, evitando a produção de diferentes primers para diferentes primers mistos)

Por que usar? – Degenerate-PCR tem sido usado como uma ferramenta muito na descoberta de novos genes ou famílias de genes (genes que possuem características similares). Alinhando as sequencias do numero de proteínas relatadas é possível determinar quais partes estão conservadas e quais são variáveis. Com base nessas informações é possivel usar protein motif  (elementos estruturais conservados em diferentes proteínas, como os carboidratos) conservadas para pontos de partida para a concepção de primers para Degenerate PCR.

5. Ao isolar um proteína, gerir uma sequencia de aminoácidos da mesma e precisa achar o gene correspondente.

6. Possui um gene humano e quer clonar o gene homologo de Drosophila, sendo que é possível realizar este processo através de hibridizações, no entanto a probabilidade de encontrar ‘’falsos positivos’’ é maior

7. Estudos de família de genes

8. Descoberta de um gene interessante em leveduras e quer achar o gene homologo em humanos

Requisitos: 

5. Seis ou sete resíduos de cadeias polipeptídicas devem ser selecionados, correspondendo a um oligo de aproximadamente 20pb
6. A parte N-terminal de uma proteína, obtida através do sequenciamento proteico) fornece informação suficiente para ser usada no processo de PCR
7. A sequencia peptídica que possui muitos códons deve ser evitada, tais como: leucina, arginina e serina, pois são os que mais oscilam podendo resultar em nada
8. Primers que estão muito degenerados podem gerar competição pois os primers ‘’cegam’’ a sequencia correta que eles devem se ligar. Isso significa que muitas vezes o primeiro ciclo desse PCR resulta em nada, precisando fazer mais ciclos para conseguir uma banda.
Protocolo:  esse tipo de PCR é padrão, mas com a diferença de que uma maior concentração de primers é usada. A concentração de MgCl2 e a temperatura de de anelamento podem variar(5º-10ºC) para optimizar a reação. O tempo de reação também pode precisar ser aumentado. Reações de hot-star podem ser feitas para reduzir o anelamento de primers não específicos.  A Taq não é adicionada até que a temperatura atinja 94°C (pausar quando tiver atingido 94 graus num intervalo de dois minutos e adicionar a Taq)
Implicaçoes e limitaçoes: usando o Degenerate PCR é possível achar a maioria dos genes de leveduras e animais, independente do organismo. Podem acontecer problemas se tentar pegar os genes que estão evoluindo mais rápido, caso contrario o processo será realizado com sucesso. É mais difícil pesquisar por genes em protistas, onde muitos genes foram submetidos a ‘’deriva genética maciça’’(gene não é repassado a próxima geração) e mudaram muito,comparado aos eucariotos.

Evitar produtos de PCR com mais de 1000pb

Caso o organismo a ser analisado possua um DNA com um fragmento que contem muita GC é possível a amplificação de muitos fragmentos incorretos

“Dinosaur Genes’’ – genes que deixaram de existir durante a evolução.

Artigos:  

1º O primeira artigo trata da detecção de DNA proviral em caprinos através da reação de polimerase em cadeia utilizando primers degenerados.A fim de que a PCR possa permitir a detecção de diferentes amostras virais, os primers utilizados devem reconhecer diferentes genomas virais, por isso foram utilizados primers degenerados, desenhados a partir do alinhamento de sequencias nucleotidicas virais.

Na primeira reação foram utilizados os primers L3 e LRT3 e logo após foi realizada uma segunda PCR, mas utilizandos o par de primers L4(complementar a uma sequencia interna do produto gerado na primeira PCR) e LRT3 e com 2µl do produto da primeira PCR como fita molde.

Como resultado notou-se que dentre as 39 amostras, 4 foram negativas e 35 suspeitas utilizando a técnica de imunodifusão em ágar e utilizando a PCR foi comprovado que 8 das 39 amostras eram positivas.

2º O segundo artigo trata da clonagem de genes do alface resistentes a patógenos através da técnica de PCR degenerado. A clonagem de genes resistentes tem revelado uma grande quantidade de genes comuns conservados entre as plantas, isso permite o isolamento desses genes através da  técnica de PCR. Foram amplificados candidatos a genes resistentes(RGC’s) do alface com uma múltipla combinação de primers com baixa degeneração feitos através de nucleotídeos da Arabidopsis thaliana.Clones artificiais de DNA Genomico, cDNA e cromossomo artificial bacteriano(BAC) foram usados como template. Como resultado, foram descobertas 4 familias de genes que possuem uma semelhança de genes resistentes com outras espécies.

DDRT-PCR
Differential Display (DDRT-PCR) é uma poderosa técnica utilizada para análise de diferenças na expressão de genes. Após seu desenvolvimento em 1992, DDRT-PCR tem sofrido uma série de
modificações com o propósito de melhorar e otimizar a técnica principalmente no que se refere a eliminação ou diminuição de “falsos positivos”. Visto que o entendimento do padrão de expressão gênica e  a comparação de genes diferencialmente expressos em vários tecidos são de fundamental importância nas diferentes áreas da biologia molecular.

Suas etapas consistem em: isolamento e purificação do RNA total, síntese de cDNA, PCR, visualização dos produtos de PCR, reamplificação e clnagem dos fragmentos de interesse, confirmação por análise de northern blot(verificar se um determinado gene de um genoma é ou não transcrito em RNA e quantificar isso), sequenciamento dos clones confirmados e seleção em bibliotecas de cDNA para isolamento do gene de interesse.

Esse tipo de PCR é usado em sua essência na identificação, comparação e isolamento de mRNA e aplicados em diferentes técnicas, como embriogênese e organogênese, diferenciação de tecidos, análise de respostas celulares e principalmente análise de expressão gênica.

Dentre as vantagens, está que é uma técnica simples, pois é baseado somente em PCR e eletroforese em gel de poliacrilamida; é uma técnica versátil, já que mais de uma amostra de RNA pode ser comparada ao mesmo tempo;é uma técnica econômica, pois o ensaio pode ser verificado a cada passo, sem a necessidade da espera ate o final para a certificação do sucesso ou não; é uma técnica rápida. Além disso, é uma técnica que, diferente de muitas outras técnicas, não exige conhecimento prévio da seqüência de mRNA.

Colony-PCR
O Colony PCR nada mais é que uma variação bem simples do PCR convencional. Neste tipo de PCR, as colônias de bactérias são avaliadas diretamente pelo PCR sem a necessidade da purificação do DNA, ou seja, a amplificação do gene de interesse ocorre diretamente da célula, tanto em bactérias como em leveduras. Esta técnica foi inicialmente aplicada
em bactérias, posteriormente em leveduras e,no caso  das microalgas, houve apenas um exemplo relatado na espécie de uma alga verde unicelular denominada Chlamydomonas reinhardtii .

Seu protocolo consiste em se selecionar uma colônia com uma ponteira estéril e a colocar em um tubo contendo 50uL de tampão de lise; Aquecer a mistura a 95 graus Celsius durante 10 minutos; Centrifugar através da microcentrífuga durante 10 minutos para a remoção dos restos celulares; Para a técnica de PCR, é utilizado 4uL.

Nessa técnica são feitos trinta ciclos, onde a desnaturação ocorre a 95 graus Celsius e tem a duração de 1 minuto, o anelamento ocorre a 55 graus Celsius e também tem a duração de 1 minuto e, por fim, a extensão ocorre a 72 graus Celsius e tem a duração de 2 minutos.

A vantagem da utilização desse tipo de PCR consiste na diminuição do tempo de triagem em comparação com as demais técnicas. No colony PCR é possível que vários perfis de diversas colônias sejam traçados em muito pouco tempo, já que não há necessidade de se realizar uma minipreparação individual para as colônias. Já, como desvantagem neste processo, pode se ressaltar a grande facilidade com que a enzima Taq polimerase pode ser inibida e, com isso, criar resultados muito inconsistentes. A solução para que este problema fosse amenizado, poderia ser encontrada em outra enzima denominada KAPA2G Polimerase DNA Robust que tem por característica ser uma enzima com tolerancia superior a grandes inibidores de PCR comum, sendo usada então quando se vai trabalhar com sequências mais difíceis de serem polimerizadas, como as ricas em GC e AT.
PCR RAPD, ALU PCR E MULTIPLEX PCR – M1

PCR RAPD

A técnica de RAPD é basicamente uma variação do protocolo de PCR, onde o primer se hibridiza com baixa especificidade em muitos sítios do DNA através do pareamento com baixa estringência do mesmo. 
Utiliza como primer um único oligonucleotídeo, contendo de 9 a 10 bases. A seqüência é construída aleatoriamente, o que resulta na amplificação de uma seqüência alvo desconhecida. A temperatura de hibridização é de 45 graus ou menos.

RAPD: randomly amplified polymorphic DNA - DNA polimórfico amplificado aleatoriamente.

O nome gera confusão, uma vez que se repetirmos o experimento nas mesmas condições experimentais, obteremos as mesmas bandas mais uma vez, logo, não são uma amplificação completamente aleatória de trechos de DNA, mas sim de trechos preenchidos por sequências que pareiam com o primer com baixa estringência, o que é muito diferente.

O RAPD é aplicado na obtenção de fingerprints genômicos de indivíduos, variedades e populações; na análise da estrutura e diversidade genética em populações naturais, populações de melhoramento e bancos de germoplasma; no estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies; e na construção de mapas genéticos de alta cobertura genômica e a localização de genes de interesse econômico.

Uma das vantagens do RAPD é que a técnica necessita de apenas uma pequena quantidade de DNA para a análise genotípica de um indivíduo. Consequentemente, numerosas reações podem ser feitas a partir do DNA de um único indivíduo. Uma desvantagem desta técnica é a dificuldade do sucesso e da repetibilidade da reação devido ao numero de variáveis envolvidas como a temperatura de anelamento dos primers.
PCR Multiplex

O PCR Multiplex é uma reação que detecta múltiplas sequencias alvo numa mesma amostra utilizando vários primers.

Há dois tipos desse método:
1. Single Template PCR Reaction - uma amostra de DNA com vários primers.
2. Multiple Template PCR Reaction – mais de uma amostra de DNA com mais de um conjunto de primers, nessa reação pode ocorrer a hibridização cruzada entre os DNAs.

A técnica é muito similar a do PCR convencional, a maior diferença está no uso de vários primers.
Existem kits comerciais do PCR Multiplex e eles são mais vantajosos do que os caseiros.

As vantagens do PCR multiplex são as seguintes:
Economia de tempo, reagentes e trabalho no laboratório: devido ao fato de que a preparação da mistura de todos os primers evita a a pipetagem individual desses iniciadores e a manipulação dos materiais, reduzindo o tempo e aumentando a reprodutibilidade. Assim não comprometendo a qualidade do experimento;
Diminuição do risco de contaminação das amostras e erros no experimento.
O procedimento demorado e problemas com a otimização das corridas de sequenciamento e amplificação, são desvantagens dessa técnica.

O PCR Multiplex é usado em análises de deleções, mutações e polimorfismos; em detecções de deleções ou duplicações em um gene, na investigação de parternidade, na identificação de patógenos; e na Medicina Forense, amplificando amostras de DNA degradados.


Alu PCR

É um PCR que utiliza um primer que hibridiza repetições Alu para amplificar fragmentos de DNA localizados entre duas sequências Alu opostas. Os primers dirigidos as sequências Alu.

 OBS: 
Sequências Alu: São sequências curtas de DNA (300 nucleotídeos) capazes de gerar cópias de si e depois inserí-las no genoma em posições aleatórias

DNA fingerprint é a identificação de sequências específicas no DNA humano que são altamente variáveis e, portanto, são característicos de cada pessoa.

A capacidade de verificar genomas inteiros para analisar polimorfismos e não ter apenas uma sequência de leitura a montante de inserção, mas também a sequência da região 5 'da junção de inserção propriamente dito, assim proporcionando um mecanismo para verificar se a primeira sonda de PCR foi colocada corretamente durante o anelamento do primer Alu especifico é o que torna esse método vantajoso.

A capacidade limitada para consultar a referencia do genoma humano, especialmente nas regiões altamente repetitivas é sua desvantagem.

Esse método permite mapeamento genético, fornece método simples para isolamento e amostras de regiões cromossômicas específicas e permite a detecção de polimorfismos genéticos e mutações nos genomas humanos.

PCR RAPD, ALU PCR E MULTIPLEX PCR – M2

Alu - PCR

    Para a compreensão do Alu-PCR  é necessário saber o que a terminação Alu significa.

Em 1979 no artigo “A ubiquitous family of repeated DNA sequences in the human genome” foram identificados diversos elementos transponíveis de retrotransposons classificados como SINE’s (pequenas sequências de DNA menores que 500 pares de base) que continham um local de reconhecimento para a enzima de restrição Alul, e por isso receberam o nome de elementos Alu. Tais elementos tem relação comprovada com a evolução humana e várias doenças hereditárias.

    O Alu-PCR é semelhante ao PCR padrão com a particularidade do primer, que se anela nas repetições terminais de sequencias Alu, obtém-se a amplificação de sequências de nucleotídeos desconhecidas compreendido entre duas sequências repetidas Alu  posicionadas em direções opostas.

     Essa variação do PCR pode ser usada para detectar inserções ou deleções no genoma, além da detecção da presença das sequências Alu. 
Multiplex-PCR

Técnica de PCR onde mais de um segmento genômico é amplificado numa única reação, cada um com seu par de primers específico. Utilizando essa técnica haverá uma considerável economia de tempo, já que com um único PCR poderá ser verificada a presença de mais de um elemento na amostra apenas com a variedade de primers.

    Em virtude do uso de mais de um primer é necessário seguir algumas regras na hora de montar o conjunto de iniciadores: os primers devem ter comprimento apropriado, possuírem um temperatura de fusão semelhante, cada um ser específico para o elemento que irá ser amplificado e a formação de dímeros deve ser evitada. Claro que um kit de primers comercializado será sempre mais específico e confiável e essas regras não serão uma preocupação.

    A técnica é utilizada na identificação de patógenos, análise de mutações, análise de genes, estudos forenses, entre outros. Uma limitação é a sua pouca sensibilidade de detecção.

RAPD - PCR:

     A técnica de RAPD é uma variação da PCR convencional, diferem em poucos aspectos, como por exemplo, o número de primers e sua especificidade e a temperatura de anelamento. A RAPD baseia-se na análise do polimorfismo dos fragmentos de DNA amplificado aleatoriamente, ou seja, é utilizado na técnica primers arbitrários, o que resulta na amplificação de uma sequência alvo desconhecida.

   São detectados pela técnica de RAPD alguns polimorfismos, tais como: inserções que colocam dois sítios de iniciação próximos a uma distância acima daquela que a DNA polimerase é capaz de percorrer, deleções de sítios de iniciação, detectam também  substituições de nucleotídeos que criam ou apagam sítios de homologia com o primer, entre outros.
         Em relação a ocorrência da amplificação é necessário que as sequências de DNA complementares ao primer arbitrário estejam suficientemente próximas e em sentido oposto, de maneira a permitir a amplificação exponencial de um seguimento de DNA pela DNA polimerase.

         Como vantagens a RAPD se mostra ser simples e rápida, não exige conhecimento prévio da sequência a ser amplificada e possui baixo custo. Como desvantagens da técnica pode-se citar a reprodutibilidade, pois é determinada por uma variedade de fatores e influenciada pelas condições de cada laboratório e o baixo conteúdo de informação genética por loco por ser dominante. A dominância deste marcador se refere a interpretação entre o genótipo e fenótipo do indivíduo, ou seja, não é possível distinguir se aquele segmento originou-se de uma ou de duas cópias da seqüência amplificada.
    A técnica de RAPD demonstrou ser indicada para estudos de espécies

desconhecidas geneticamente, por utilizar primers pequenos e de seqüência

arbitrária. Também é eficiente em estabelecer relacionamentos filogenéticos (estudo da relação evolutiva) entre diferentes espécies e por construir mapas genéticos (representação das posições e das distâncias relativas do lócus gênico ou marcadores genéticos, ou seja, a região ocupada por um gene ao longo da molécula cromossômica, transmissora das características hereditárias) de alta cobertura genômica.

TOUCHDOWN PCR, RACE-PCR E PCR-SSCP – M1
TOUCHDOWN PCR

Assim como diversas variações da técnica padrão de PCR (Polimerase Chain Reaction), o “Touchdown PCR” visa uma otimização dos resultados de uma forma simples, sem a necessidade de alterações nos componentes da reação, tendo como base a modificação de apenas um fator: A temperatura de anelamento dos primers.  

A temperatura de anelamento dos primers utilizada na técnica padrão é estipulada normalmente como sendo ~5ºC abaixo do Tm (melting temperature).  Por sua vez, o Tm pode ser definido como a temperatura em que cada metade da fita dupla de DNA dos Primers é dissociada se tornando uma fita simples, e é variável conforme a composição do primers quanto a quantidade de pares AT e CG, estando idealmente entre 50ºC – 65ºC
A determinação de uma correta temperatura de anelamento dos primers tem interferência direta sobre o resultado da técnica, provocando variações na amplitude e especificidade dos resultados, sendo determinante na presença ou não de amplificações não desejadas. Temperaturas de anelamento altas aumentam a especificidade dos primers, mas diminuem o rendimento do produto. Enquanto que temperaturas de anelamento baixas tem menor especificidade aumentam o rendimento do produto, mas podem produzir amplificações indesejadas.

Sobre essas informações, a técnica de Touchdown PCR busca a produção de amplificações especificas e de grande rendimento através da mudança na temperatura de anelamento á cada ciclo. Segundo protocolo da empresa TECHNE, Utiliza-se no ciclos iniciais uma temperatura entre 5ºC e 10ºC acima da Tm buscando a especificidade, baixando-se em  1Cº ou 0,5Cº a cada ciclo até se alcançar uma temperatura entre 2ºC à 5ºC abaixo da Tm. Assim, após os produtos específicos já terem sidos amplificados e estarem presentes em grande escala, eles serão preferencialmente amplificados mesmo em temperaturas que permitem menos especificidade.
Aplicações

A técnica de Toucdown PCR, diferentemente de outras variantes do PCR, não possui uma aplicação específica, sendo utilizada quando simplesmente objetiva-se um produto com maior especificidade, livre de amplificações não desejadas.
Vantagens e Desvantagens

Podemos concluir assim como vantagem principal da técnica de Touchdown PCR o fato de esta permitir a produção de fragmento de alta especificidade possuindo, mesmo assim, alto rendimento do produto final, o que normalmente referem-se a forças opostas.

Também devemos considerar como vantagens:

Melhora no resultado do produto sem a necessidade de alterar os componentes da reação (Mg, tampão e etc.),

pode até mesmo compensar o fato de não existir quantidades perfeitas destes componentes.

Pode ser utilizado rotineiramente, não precisando ser encarado apenas como uma técnica de optimização.

Como desvantagem, podemos relatar a necessidade de alteração dos programas já estabelecidos nos termocicladores, necessitando uma programação de inúmeras temperaturas, o que em alguns casos pode não ser suportado pelo aparelho.

Além disso, devemos considerar que em casos de obtenções prévias de bons resultados utilizando a técnica tradicional, o Touchdown PCR não se faz necessário.

RACE PCR

Amplificação Rápida de Extremidades de cDNA (RACE) é um processo para a amplificação de sequências a partir de um molde de RNA mensageiro entre um local definido internamente e desconhecido em ambas as sequências, na extremidade 3 'ou na extremidade 5' do mRNA.

Esta metodologia de amplificação com um único lado especifico tem sido descrito por outros como "one-sided" PCR (2) ou "Anchor" PCR (3). Em geral, a amplificação por PCR tradicional requer duas seqüências de primers específicos para determinar a sequência a ser amplificado. No entanto, para amplificar e caracterizar as regiões de sequências desconhecidas, este requisito impõe uma limitação grave. A metodologia do RACE 3 'e 5' oferecem soluções possíveis para este problema.

RACE 3 'aproveita a cauda natural de poli A (terminador) do mRNA como um priming genérico local para a amplificação por PCR. Neste procedimento, os mRNAs são convertidas em cDNA usando a transcriptase reversa (RT) e um iniciador poli T.  O cDNA é então diretamente amplificado por PCR utilizando um iniciador específico do gene (SPG), que hibridiza para a região determinado a qual possui sequências de exons e um iniciador adaptador que tem como alvo a região da cauda poli (A). Isto permite a captura do mRNA com sequencias 3’ desconhecidas que se situam entre o exon e a cauda poliA

O RACE 5’ é uma técnica que facilita o isolamento e caracterização de extremidades 5 '. o protocolo exato varia entre os diferentes utilizadores, a estratégia geral permanece consistente. Após a síntese de cDNA, o produto da primeira cadeia é purificado retirando-se os nucleotídeos não incorporados e GSP1.  A enzima TdT (Terminal desoxinucleotidilo transferase) é usado para adicionar caudas homopoliméricas. Após a adição da cauda homopoliomérica utiliza-se um outro primer específico (GPS2) e um primer de ligação a cauda. Isto permite a amplificação de sequências desconhecidas entre o GSP2 e a extremidade 5 'do mRNA.

Polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP PCR)
A análise do polimorfismo de conformação de cadeia simples (SSCP) foi estabelecida por Orita e colegas (1989) como um método simples, eficaz e viável para a detecção de alterações sequênciais em loco genômicos. Com base na PCR, SSCP foi desenvolvida pouco tempo depois da introdução de tecnologia PCR, e contou com o fato de que fragmentos relativamente curtos de cadeia simples de DNA pode migrar num gel não desnaturante em função não só do seu tamanho mas também de sua sequência. Em outras palavras, seguindo a amplificação de qualquer sequência determinada de DNA, os fragmentos de DNA amplificado são sujeitos a desnaturação, com o calor ou o agentes químicos. Posteriormente, os fragmentos de DNA desnaturados são corridos em eletroforese em gel de poliacrilamida não desnaturante ( baixa temperatura). Durante a eletroforese, os fragmentos de DNA de cadeia simples adota uma determinada forma tridimensional de acordo com a sua sequência de nucleotídeos, e, consequentemente, apresentam uma conformação única. Por conseguinte, a sua mobilidade eletroforética é dependente da anteriormente mencionada forma tridimensional. Baseado nesses estes princípios, é bem entendido que mesmo uma única base diferente entre um fragmento e do seu tipo selvagem de DNA a ser testada é suficiente para adotar uma diferente conformação e, portanto, para migrar numa posição diferente durante eletroforese.
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Representação gráfica do principio da técnica SSCP.  O DNA amplificado do tipo selvagem e com alelos mutantes são submetidos a desnaturação, onde ocorre a separação das fitas e então ocorre um resfriamento brusco para que as fitas não voltem a se parear.  As fitas mutantes adquirem uma conformação diferente da tipo selvagem, que será  visível na eletroforese, pois elas aparecem em diferentes bandas.

A análise de SSCP é extremamente vantajosa para rápida triagem de mutação em loco conhecidos, porque é fácil de usar e pode impedir o uso de substâncias radioativas para a detecção . Por outro lado, SSCP não é considerado escolha de método para a análise de sequências  desconhecidas, como não há fundamentação teórica estabelecido até agora, que poderia permitir  prever a exata mobilidade eletroforética de um fragmento de DNA de acordo com à sua sequência . É digno de nota que SSCP já desfrutou de um enorme sucesso na detecção de mutações e ainda é o método de escolha em muitos laboratórios de genética molecular.
Amplificação do DNA
Certos aspectos chave durante a amplificação do fragmento de DNA em questão são de grande importância na realização da análise de SSCP. Preferencialmente, o tamanho do fragmento de DNA a ser amplificado deve ser entre 150 e 300 bp. Este intervalo é relativamente seguro e chegou a um consenso entre diferentes laboratórios.  A escolha das enzimas de restrição poderá afetar consideravelmente a conformação resultante  e, portanto, o desempenho do ensaio de SSCP. Em geral, quanto maior os fragmentos, mais difícil é para qualquer alteração de um único nucleotídeo  ter um efeito na conformação do fragmento,  a detecção de conformação diminuiu com o aumento do fragmento de DNA. Além disso, um negativo e, sempre que possível, um controle positivo de cada produto de PCR deve ser incluído em cada passo de amplificação, uma vez que esta será a única prova indireta de que o ensaio é efetuado em o desejado produto de PCR. Os produtos de PCR podem ser armazenadas em tubos de DNase-livres, a 4 ° C. No entanto, a armazenagem prolongada deve ser evitada e as etapas subsequentes de SSCP protocolo deve ser realizada o mais rapidamente.

Desnaturação

Na análise de SSCP, é importante para alcançar o máximo e completa desnaturação irreversível das cadeias de DNA quanto possível. Desnaturação incompleta, dobragem parcial, e recombinação de DNA de cadeia dupla irá reduzir grandemente a quantidade de DNA de cadeia simples no ensaio e, subsequentemente afetam a detecção das moléculas de cadeia simples. Normalmente, a desnaturação de produtos de PCR é realizada por incubação a temperaturas elevadas, isto é, 95 ° C durante 5-7 min e, imediatamente após, são resfriadas em gelo durante cerca de 10 min. Em determinadas condições, é aconselhável a utilização de 5 - 10% de glicerol antes do carregamento das amostras no gel. Esta estratégia foi mostrada anteriormente para produzir bandas mais nítidas de DNA, que facilitam muito posterior interpretação dos resultados.

Parâmetros que influenciam a analise de polimorfismo de conformação de fita simples

Existem vários parâmetros de análise de SSCP que influenciam o padrão de conformação de cadeia única que acabará por afetar a migração eletroforética. Estes são de amplificação de DNA (tal como o tamanho dos produtos de PCR), a desnaturação, bem como as condições eletroforéticas (o comprimento e a duração da corrida do gel, a força iónica do tampão que está sendo utilizado, a temperatura, assim como a composição da matriz de gel). Outro aspecto importante da análise de SSCP é a visualização dos fragmentos de DNA de cadeia simples, utilizando-se um certo número de métodos de detecção
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· C- CONTROLE ;  

· 1,2,4,6- SEM MUTAÇÃO; 

· 3,5-  APRESENTARAM  MUTAÇÃO
Vantagens
Rastreio SSCP tem duas vantagens principais, como uma técnica de triagem de mutação:

· Você pode selecionar de mutações em uma região do DNA especificado pela escolha primers de PCR que abrangem a região.
· É possível um número elevado de amostras, porque a técnica é simples e rápido.
Limitações
Triagem SSCP só lhe diz que uma mutação existe. É necessário executar subsequente sequenciação de DNA para determinar a natureza da mutação que causou uma mudança de mobilidade electroforética de uma dada amostra. Além disso, nem todas as mutações pontuais numa sequência dada causará uma mudança detectável na mobilidade electroforética. No entanto, por meio da otimização reações de PCR e as condições de execução antes de tentar uma triagem em larga escala pode aumentar a sensibilidade.
TOUCHDOWN PCR, RACE-PCR E PCR-SSCP – M2
Amplificação Rápida das Extremidades de cDNA ( RACE ) é uma técnica utilizada em biologia molecular para se obter uma sequência de comprimento completo de um RNA transcrito encontrado dentro de uma célula, possui um primer de sequência âncora e primers sense e/ou anti-sense. O que diferencia essa técnica das outras é o fato dela poder amplificar as extremidades 3’ ou 5’ através de primers específicos no DNA completo, por isso, mesmo elas sendo parecidas, possuem algumas diferenças durante a aplicação da PCR.  O RACE é o resultados na produção de uma cópia de cDNA da sequência de RNA de interesse, produzido através de transcrição reversa , seguida de PCR amplificação das cópias de cDNA(Estudar o RT-PCR).  Devido às diferenças entre as duas extremidades, existe um protocolo para cada uma, ou seja, um protocolo 5’RACE e um 3’RACE. A utilização do RACE permite criar bibliotecas de cDNA completos e também é possível amplificar, fazer cópias de mRNA raros, devido ao fato do RACE fazer RT-PCR e também é possível amplificar sequencias desconhecidas de DNA nas extremidades.
Um dado interessante que vale ressaltar é que essa técnica pode não ser muito precisa muitas vezes, por isso se faz necessário fazer um NEXTED PCR  para se obter uma maior precisão da sequencia desejada.
Touchdown-PCR(TD-PCR) é uma modificação de PCR em que a temperatura de recozimento inicial é mais elevada do que a T°m(Temperatura média) ótima dos iniciadores e é gradualmente reduzido ao longo dos ciclos(geralmente -1°C por ciclo) subsequentes até que a temperatura T°m ou "temperatura de touchdown" é alcançada.
SSCP-PCR (Single Strand Conformation Polymorfism) - É definida como uma técnica de diferenciação de filamentos únicos de DNA de comprimentos idênticos. Essa propriedade permite distinguir o polimorfismo nas sequências, por meio de eletroforese. PCR normal acoplado com uma corrida em gel de poliacrilamida.
REP-PCR, INVERSE-PCR E VECTORETTE-PCR – M1

Vinicius Almeida

Rodolfo Baldinotti

REP-PCR: A técnica Rep-PCR faz uso de sequências oligonucleotídicas iniciadoras complementares de sequências de DNA repetitivas presentes em numerosas cópias no genoma da maioria das bactérias Gram negativas e de várias bactérias Gram positivas.




Foram identificadas três famílias de sequências repetitivas:


· as sequências REP (Repetitive Extragenic Palindromic elements) com 35-40 pares de bases, as quais são conservadas em várias espécies bacterianas;

· as sequências ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus elements) de 124-127 pares de bases, as quais contêm um elemento repetitivo central invertido altamente conservado e que estão localizados em regiões intergênicas.

· o elemento BOX de 154 pares de bases.
A técnica consiste no anelamento dos primers nessas regiões descritas anteriormente, amplificando a região desconhecida entre elas. É usado para identificar e classificar bactérias em suas espécies, sub-espécies e cepas.

VECTORETTE-PCR: É uma técnica de PCR que utiliza vetores nas extremidades de uma amostra de DNA previamente clivada por enzimas de restrição. É necessário se conhecer um pequeno fragmento de pares de bases desta região. Os vetores são pequenos fragmentos de DNA que possuem duas regiões distintas: as extremidades, cujas bases possuem pareamento completo, e o meio, que é formado por bases não-pareadas (formam o aspecto de bolha). O sistema do Vectorette PCR pode ser realizado com quantidade limitada de material, ou seja, é necessário apenas pequenas amostras. Não precisa de DNA de alta pureza. Se o DNA-alvo pode ser digerido por enzimas de restrição, será suficientemente puro para o vetor.
INVERSE-PCR: É um método de amplificação do DNA onde se conhece apenas uma pequena região. Através da atuação de enzimas, o DNA é capaz de se circularizar e, depois, exteriorizar a região conhecida. É, então, usado para reconhecer retrovírus ou transposons, ou seja, elementos genéticos característicos por se inserirem aleatoriamente no genoma. 
REP-PCR, INVERSE-PCR E VECTORETTE-PCR – M2

A SER ENVIADO POR EMAIL
ASYMETRIC-PCR E RT-PCR – M1 E M2

PCR assimétrico
A Técnica

Consiste em uma variação da Técnica convencional de PCR, na qual uma fita do DNA é amplificada mais do que a outra.

Essa diferença na amplificação das fitas se dá pela diferença das concentrações  dos primers disponíveis durante o processo, então devemos por em excesso o primer da fita de interesse.

Assim, teremos no final do procedimento uma grande quantidade de ssDNA       ( Single-strand DNA).

Como ocorre?

Começa como uma PCR simétrica( amplificação exponencial), porém no decorrer dos ciclos a ausência de  um  dos primers faz com que ocorra a amplificação de ape- nas umas das fitas.


Utilização

· Métodos de Sequenciamento Genético -  Sanger : Pois esse método de sequenciamento utiliza uma fita simples de DNA.

· Sondagem de hibridização – grande amplitude térmica : Pois não precisa haver desnaturação para a sondagem, uma vez que já possuímos uma fita simples.

· Amplificar sequências específicas do gene
Vantagens

Com certeza a maior vantagem é dar origem a uma ssDNA, pois este pode ser usado para diversos fins. Contudo essa técnica é barata e rápida.

Reverse Transcription PCR

A reverse transcriptase sintetiza uma cadeia de DNAc (complementar) a partir de um RNA. Existem dois tipos de RT-PCR: one-step e two-step.

One-step:

· Todos os componentes das reações são adicionados no mesmo recipiente;

· Utiliza-se prímers gene-específico;

· Tem chances menores de contaminação pelo fato das reações ocorrerem juntas e não precisar abrir o recipiente durante o processo;

· Consequentemente é mais rápido e mais prático, sendo ideal para analisar várias amostras de poucos genes de interesse;

· Usa menos reagentes, se tornando mais barato;

· Sempre é necessário guardar a amostra de RNA inicial caso se queira fazer a analise de outro gene com uma nova reação;

· Tem chance de gerar dímeros de prímers que é quando os prímers se juntam em uma única molécula causando erros por não atuarem na formação do DNAc;

· Mais comumente utilizado em pesquisas com vírus de doenças epidêmicas e em pesquisas populacionais em geral por serem mais práticos e rápidos.

Two-step:

· É feito em duas etapas, primeiro se forma o DNAc a partir do RNA e depois se faz a amplificação como um PCR normal;

· Tem como opções de prímers: Oligo(dT) primer, Random hexamers, primers gene-específico;

· Oligo(dT) se liga a cauda de poli A do RNAm;

· Random hexamers se ligam a regiões aleatórias de RNA;

· Primers gene-específico se ligam a regiões determinadas de RNA;

· É possível a escolha tanto dos primers quanto de sistema de amplificação;

· Pode fazer várias reações de PCR a partir de uma amostra de DNAc;

· Não é necessário se conhecer o RNA estudado;

O RT-PCR em geral é utilizado para analise do genoma de vírus e em pesquisas de expressão gênica por analisar quais proteínas estão sendo mais expressas pela célula a partir da analise do RNAm. Também é importante para a observação de sequências de íntrons e éxons comparando o DNA com o RNAm que não apresenta íntrons.

Concluindo, o RT-PCR não tem vantagens em relação a outros PCRs por ter uma função diferente: analise de RNA. Pode se comparar entre suas duas variações, mas essencialmente é o mesmo processo. É muito importante no estudo do genoma viral e humano

LONG-PCR, QC-PCR E TAIL PCR – M1

1.LONG-PCR

1.1. Apresentação da técnica de Long-PCR 

Amplificação de fragmentos longos de DNA (5-25kb). Amplificação de:


(Plasmídeos 


(Cromossomas bacterianos


(Fragmentos maiores de DNA de eucariotos


(Regiões de DNA ricas em GC
Eficiência do método depende do uso de duas polimerases: 



(1) non-proof reading polimerase (↑ cc)



(2) proof reading polimerase (↓ cc/atividade exonucleotídica 3’-5’) 
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Na tabela abaixo, segue algumas enzimas de polimerização e suas respectivas atividades exonucletídicas.
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Devido à atividade intrínseca 3‘(5' exonuclease da DNA polimerase de alta fidelidade, o Mix de enzimas deve ser sempre o último componente adicionado à mistura de reação para evitar a degradação dos primers. 
 Abaixo segue o Protocolo de Long-(Modified from Cheng et. al., 1994.


Uma Redução da Tm a 68°C deve ser feita para se evitar a perda da enzima durante as prolongadas extensões. Se o conteúdo de CG for maior que 50%, prolonga-se a duração do ciclo inicial de desnaturação ou utiliza-se uma temperatura inicial de desnaturação maior (~95°C).  O uso de aditivos a PCR pode reduzir a Tm, mas estes aditivos influenciam na atividade das DNApols. Uso de uma DNA-pol termoestável é recomendado.

É recomendado o uso de Primers mais longos (20-23 bases comprimento). Pode-se fazer uso de Hot Start PCR para diminuir a amplificação de produtos inespecíficos.

2. QC-PCR

(Quantitative competitive PCR

Foi primeiramente descrita em 1990 por Gilliland e colaboradores.  Quantificação precisa da amostra é difícil de ser obtida por PCR normal (qualitativa), porque a quantidade de produto amplificado não reflete necessariamente a quantidade de DNA inicial presente na reação. Este fato é devido a fase de Platô da PCR.
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Figure 1. The plateau phase of PCR.
After approximately 30 cycles of PCR, almost the same amount of product will be obtained for samples
Aand B, even though they initially contain different amounts of template.




Este efeito é causado por:

1. A desativação da Taq DNA-polimerase 

2. A escassez de substratos de nucleotídeos

3. Escassez de primer*

4. A inibição pelo pirofosfato 

5. (Re)anelamento do DNA amplificado
Neste sentido uma PCR quantitativa e competitiva foi desenvolvida para superar as dificuldades de quantificação.
Princípios:

1. Adição de quantidades conhecidas de um competidor. O competidor consiste em um fragmento de DNA que deve conter sequencias para os mesmos iniciadores da sequencia-alvo. Competindo ambos pelo mesmo conjunto de iniciadores.

2. Uma vez que a quantidade inicial do competidor é conhecida, a quantidade de DNA alvo pode então ser estimada de acordo com a razão T:C:



→ T: quantidade de produto amplificado a partir d0 DNA/RNA alvo



→ C: quantidade de produto amplificado a partir de concorrente

Um competidor ideal para um PCR quantitativo deve ser amplificado pelos mesmos iniciadores como o DNA alvo distinguíveis do DNA alvo (tamanho diferente, o padrão dos fragmentos de restrição diferente, etc) e purificado e obtido numa quantidade ou concentração conhecida.
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Figure 2. Principle of competitive PCR.

Samples are analyzed by agarose gel electrophoresis and the amount of competitor required to give a T:C
ratio = 1 is determined. In this example, the amount of target DNA corresponds to 107 copies of competitor.




Há dois tipos diferentes de competidores:

· Competidor Homólogo - mesma sequência de nucleotídeos da sequencia alvo, mas contém uma deleção ou inserção, ou tem um sítio de restrição diferente, introduzida por mutagênese específica (possível formação de heteroduplex);

· Competidor Heterólogo - sequências de nucleotídeos diferentes do DNA/RNA alvo, exceto para as sequências de anelamento dos primers.
3. TAIL-PCR

→ Thermal Asymmetric Interlaced PCR
Criado por Liu e Whittier em 1995. Técnica utilizada para recuperar fragmentos adjacentes de sequências conhecidas do DNA e para detectar sequências flanqueadoras do DNA. Utiliza um conjunto de nested primers junto com um arbitrary degenarated (AD) primer menor. As eficiências de amplificação de produtos específicos e nãoespecíficos podem ser termicamente controlados. 

Vantagens:

1. Alta especificidade

2. A proporção de produtos coamplificados não específicos é muito baixa

3. Alta Eficiência

4. Alto rendimento de produtos específicos com qualquer AD primer 

5. Simplicidade

6. Análise em gel de agarose simples pode confirmar a especificidade do produto
7. Velocidade:


→ As reações de amplificação sucessivas podem ser concluídas em 1 dia

8. Alta sensitividade:


→ Sequência de cópia única do genoma pode ser amplificado 

 Detalhes e Passos:

1. Modelos de primers 
· Primers Específicos (SP):



 → Sequência específica de nested primer complementar a sequência vetor



 → Alta temperatura de fusão, Tm=58-63°C

· Arbitrary degenerate (AD) primer:



 → Relativamente menor



 → Temperatura de fusão menor, Tm =47-48°C

2. Temperaturas de anelamento
· Ciclo de alto rigor:

Temperatura de anelamento = 63ºC

· Ciclo de rigor reduzido:

Temperatura de anelamento = 44ºC

· Ciclo de baixo rigor:

Temperatura de anelamento = 30ºC

3. Ordem dos ciclos 
→ Protocolo:

1º) Reação de PCR primária com SP1 e AD: 5 ciclos de alto rigor à 1 ciclo de baixo rigor à 10 ciclos de rigor reduzido à 12 super ciclos (TAIL)

2º) Reação de PCR secundária com SP2 e AD: 10 super ciclos

3º) Reação de PCR terciário com SP3 e AD: 20 ciclos normais
