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PCR (reação em cadeia da polimerase)
Esta tecnologia foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 e, desde então tem revolucionado a pesquisa na área biológica. A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade, tornam a técnica poderosa para estudos genéticos.

A PCR (reação em cadeia da polimerase) é uma técnica de amplificação de segmentos de DNA in vitro, sendo para tanto utilizado primers (oligonucleotídios iniciadores) que se anelam com as fitas opostas do DNA, ladeando uma região específica que é então amplificada. O processo consiste de três etapas: 

· desnaturação do DNA: ocorre separação das fitas da DNA devido a quebra das pontes de hidrogênio entre as bases nitrogenadas, a uma faixa de temperatura variável de 94-95ºC;

· anelamento: anelamento dos primers com o DNA molde (template), a temperatura é variável de 50-65ºC, sendo que quanto maior for o tamanho do primer e maior o conteúdo G+C (entre estas bases ocorre a formação de três pontes de hidrogênio), maior será a temperatura de anelamento;

· polimerização: síntese da nova fita (polimerização) devido ao acréscimo de nucleotídeos (dNTPs) pela enzima DNA polimerase na extremidae 3´do primer, sendo que esta enzima só atua em fita dupla (por isso há necessidade do anelamento inicial de um primer) e a temperatura ideal é de 72ºC. Sendo que quanto maior for o fragmento, maior será o tempo de polimerização. Para cada kb de tamanho do DNA utilizamos 1 minuto no tempo de polimerização.

O número de ciclos é variável, assim como o tamanho dos primers (varia de 10 até cerca de 30 nucleotídeos) e as temperaturas de desnaturação, anelamento e polimerização, sendo o primer o responsável pela especificidade da técnica de PCR. A enzima Taq DNA polimerase (Taq de Termus aquaticus, bactéria termófila – 75ºC - da qual a enzima foi isolada, sendo de extrema importância para a estabilidade na reação de PCR) é a responsável pelas ligações fosfodiéster entre os nucleotídeos que serão incorporados na nova fita formada. A água milli-Q estéril é utilizada para diluir a solução e completar o volume final da reação, o tampão fornece as condições ótimas de pH e concentração salina, e o íon magnésio funciona como co-fator para a reação, facilitando o anelamento dos primers e estabilizando a reação.

As aplicações da técnica de PCR são as mais variadas possíveis, seqüenciamento de DNA, medicina forense, diagnóstico de doenças infecciosas e genéticas, teste de paternidade. As variações da técnica recebem o nome de RT-PCR, Nested-PCR, RAPD, DRE-PCR, multiplex-PCR, entre outros.

     Protocolo Reação de PCR

	Componentes
	Quantidade ((l)
	Controle Neg.

	Água milli-Q estéril
	17,75
	18,75

	Tampão 10 X
	2,5
	2,5

	Primer forward 400 nM
	1
	1

	Primer reverse 400 nM
	1
	1

	dNTPs 10 mM
	0,5
	0,5

	DNA molde 
	1
	-

	Taq DNA pol. 5 U/µl
	0,5
	0,5

	MgCl2 (50 mM)
	0,75
	0,75

	Volume final
	25 
	25
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Gel de agarose -2





Gel de agarose -1





Gel de agarose -3





Gel de agarose - 4








