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Amplificacio de Acidos Nucleicos:
1. PCR (DNA polimerase)

Quantificacao espectrofotométrica de
biomoléculas:
2. Proteinas
3. DNA



Enzymes in the central dogma

Cellular enzymes

(Mostly) RNA virus
enzymes D NA ‘ DNA polymerase

DNA polymerase transcriptase RNA polymerase

RNA-dependent Reverse A l

RNA-dependent .*"%
RNA polymerase RNA
l Ribosome
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DNA Technology in Forensic Science

TABLE 1.1 DNA Content of Biological Samples

Type of Sample Amount of DNA?
Blood 20,000-40,000 ng /ml
stain 1 cm® in area ca. 200 ng

stain 1 mm?2 in area ca. 2 ng

Semen 150,000-300,000 ng/ml
postcoital vaginal swab 0-3,000 ng

Hair:

plucked 1-750 ng /hair

shed 1-12 ng /hair

Saliva 1,000-10,000 ng,/ml
Urine 1-20 ng /ml

4 The amount of DNA is given in nanograms (ng); 1 ng = one-billionth of

a gram (107 g).

https://doi.org/10.17226/1866.



A reacao em Cadeia da Polimerase(PCR)

Definicao: PCR (Polimerase Chain Reaction)
e reacao de polimerizacao em cadeia de DNA

Objetivo:
eamplificar exponencialmente sequéncias especificas de DNA, de

amostras de genéma, plasmidios, etc., a partir de picogramas (10 g)
de material genético

Requisitos:
e conhecimento da sequéncia a ser amplificada

«“primers”, desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s), DNA polimerase
termoestavel, termociclador

Vantagens:
efunciona mesmo com amostras de DNA, mesmo que esteja
parcialmente degradado

eamplifica a partir de quantidades muito pequenas, na ordem de
picogramas
* etc.
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DNA genbmico

5'
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DNA e desenho de Oligonucledtidos
Forward

TCACGCATCAATTACGCGG

r
TCACGCATCAATTACGCGGCATCATGACGATCGATCGC TGACTTCC AATGTCC TAATCGC ATCTGATCG ACGTCGT

AGTGCGTAGTTAATGCGCCGTAG TACTGC TAGCTAGCGACTGAAGGTTACAGGATTAGCGTAGACTAGCTGCAGCA

CGTAGACTAGCTGCAGCA

<
Reverse

DNA e alinhamento de Olignucledtidos

TCACGCATCAATTACGCGGCATCATGACGATCGATCGCTGACTTCCAATGTCCTAATCGC A TCTGATCGACGTCGT

CGTAGACTAGCT GCAGCA

3’

5)

3'

LPTETLETET
.+ S

5’ TCACGCATCAATTACGCGG

LT

AGTGCGTAGTTAATGCGCCGTAGTACTGCTAGCTAGCGACTGAAGGTTACAGGATTAGCGTAGACTAGCTGCAGCA

3’

5'



1. Reacao de PCR — Taq DNA Polimerase

Em um microtubo de 200 uL, fazer uma mistura dos componentes do Kit completar com agua estéril a um volume
final de 20 uL. (Trabalhar sob um recipiente de isopor com gelo).

Componentes da mistura Volume (uL)

Tamp3o enzima 10x 2,0
MgCl, 25 mM 2
mmm) Mistura ANTPs 10 mM 2
=) Primer F 10 uM 1
mem) Primer R 10 uM 1
Enzima DNA polimerase 1,0
mmm) DNA molde (amostra, 0.01 pg-1 ug) 1
H,O (suficiente para volume final) 20
a) Desnaturacio inicial 95°C - 15 min.
Programa de
Ampliﬁcagfm' b) Desnaturacio Anelamento 95°C - 3 min.
Extensao .30
TM °C - .
1) pDNA — Primers PROEX-F ¢ PROEX-R et todos ox ftome b - 35 w8
TM= 40 °C (Repetir todos os itens b - 35x) 12 °C - 1 min.
2) gDNA Primers Bact8F e UNIV529-TM= ¢) Extensio final 725C - 10 min.

50 °C

d) Manter a reacao 4°C
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Tecnologia do PCR
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Tecnologia do PCR

Passos: 94°C, 1 min = desnaturacdo = rompimento das pontes de H entre as duas fitas de

DNA
55°C, 1 min = anelamento = os primers de hibridam em suas posicdes especificas
72°C, 1 min = extensao = a DNA polimerase sintetiza novas fitas de DNA
Ciclos:
94°C 1 min
72°C 1 min
55°C 1 min

CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3 CICLOA4.......



Enzimas DNA Polimerases

Thermo tolerant polymerases used for PCR (polymerase chain reactions) reactions

The total error rate of Tag polymerase has been variously reported

between 1 x 10-4to 2 x 10 errors per base pair.

Pfu polymerase appears to have the lowest error rate at roughly 1.5 x 10-® error per base
pair

Vent is intermediate between Tag and Pfu.

3'->§'

Polymerase
y Exonuclease

Source and Properties

From Thermus aquaticus. Halflife at 95C1s

Taq No 1.6 hours.

From Pyrococcus furiosus. Appears tohave
Pfu Yes the lowest error rate of known
thermophilic DNA polymerases.

From Thermococcus litoralis; also known as
Vent Yes Tl polymerase. Halflife at 95 C is
approximately 7 hours.



Enzimas RNA polimerase: Transcriptase Reversa

RNA-dependent DNA polymerase Reverse transcnptase (RT)
5 3 ssENA template
Polymenzation dNTPs
: RNA |
5 3
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RT-PCR: simples etapa ou duas etapas

N mANA A

— - X + Oligo(dT)s
- RT » Random Primers
* Sequence-specific Primers
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Diagnostico COVID-19: RT-PCR

! :

1. Coleta da amostra 2. Amostra contendo SARS-CoV-2 3. Extragdo de RNA
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6. Andlise e entrega do laudo 5. PCR em tempo real 4. Transcrigao reversa

A




Diagnostico COVID-19: RT-PCR

Protocolos ja estabelecidos e reconhecidos (Protocolo de Berlim e Pasteur)

- Extracao do RNA do material proveniente do Swab pelo método do Brazol

- RNA submetido a andlise por PCR quantitativo (qPCR ou PCR em Tempo Real), usando um conjunto de trés
primers, em reagoes individuais, em duplicatas:

1) Primer para avalia¢do da presenca de RNA humano (para a RNAseP), o qual indica a presenga de células humanas
nas amostras e o sucesso tanto da coleta quanto da extracao do RNA. Deve ser positivo para todas as amostras.

2) Primer para o gene E do virus. Deve ser positivo para amostras contendo RNA viral e para o controle positivo
(RNA sintético do virus).

3) Primer para o gene RdRp do virus. Deve ser positivo para amostras contendo RNA viral e para o controle
positivo, correspondendo a um teste confirmatorio que pode discriminar entre outros coronavirus.

Orf1a Orf1ab = E M N
MN908947 Wuhan-Hu-1
NC 004718 SARS-CoV
e sl o
15,361 - 15,460 26,141 - 26,253
RdRp E

Cycle
Sample Nucleic Acid | Data
Collection Isolation Analysis

& RT-qPCR doi: 10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045



MNasopharyngeal
swabs

Transportation of the
samples to the laboratory

Specimen lysis and
viral RNA extraction

Analysis with
real-time RT-PCR
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Multiplex real-time RT-PCR method for the diagnosis of SARS-
CoV-2 by targeting viral NV, RdRP and human RNase P genes

Nonstructural proteins (nsp)

Structural and accessory proteins
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https://doi.org/10.1038/s41598-022-06977-z



Provavel variacao do comportamento dos testes diagndsticos para deteccao da infeccao pelo
SARS-CoV-2 ao longo do tempo considerando-se o inicio dos sintomas

Antes do inicio dos sintomas || Apos inicio dos sintomas

RT-PCR — Provavelmente detectivel

Detecgdo de anticorpos

Aumento da probabilidade de deteccio ———

Exposiclo
ao SARS-
CoV-2
t I t t | t | t I t | t I t
Semana 1 Semana 2 Semanal Semana 2 Semana 3 Semanad Semanas Semana 6
Inicio dos sintomas
SWAB nasofaringeo RT- PCR lavado broncoalveolar/ escarrom s e s as  Anticorpos IgM
s |solamento viral- sistema respiratorio RT-PCR em amostras de fezes mm==== AnticorposigG

1- Deteccdo ocorre apenas se os pacientes forem acompanhados de forma proativa a partir do momento da exposicdo
2- Maior probabilidade de ocorrer um resultado ndo detectdvel de RT-PCR com amostras de SWAB nasofaringeo
FONTE: Adaptado de Sethuraman, N.; leremiah, 5.5. & Ryo, A., 2020.



Digitais de DNA

Regioes hipervariaveis do genoma:

V.N.T.R. (variable number of tandem repeats, 9 — 80 pb)

* microsatélites (2 a 4 pb)
*S.T.R. (short tamdem repeats 2 — 5 pb)

* minisatélites (>5 pb)



VNTRs (Variable Number Tandem Repeats)

All human share about 99.99% of their DNA. In order to create a DNA
fingerprint that is unique to each person scientists had fo identify areas in
the genome that are highly variable.

There are regions in the genome called minisatellite regions that contain a
variable number of repeated bases. These areas are called VNTRs.

VNTRS: 4 pares de cromosomas homélogos en tres personas

Individuo A Individuo B Individuo C

I
il
il




Variable Number Tandem

Repeat (VNTR)
Individual A Individual B Individual C
l i l ‘ l l Homologous {
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ApoB Utilizacao Pratica

Apo B is the main protein component of LDL, very low-density lipoprotein (VLDL)
and chylomicrons and plays an important role in cholesterol metabolism. It is
involved in the assembly and secretion of chylomicrons from the small intestine and
VLDL-C from the liver. The Apo B gene is a tissue-specific gene that is expressed
mainly in liver and intestine

* 500 pb “downstream” ao codon de terminacio do gene
da apolipoproteina B

* repeticoes de 15 pb

12 alelos diferentes:



V.N.T.R. Loci: 3’apoB

Exon Terminador V.N.T.R. (15 pb)
I Intron [ PNS000p6Y
Alelo 1
15X 29 = 435 pb
Alelo 2
15X 36 = 540 pb

I Intron [N BENS0075Y | [

Exon Terminador V.N.T.R.



Eletroforese para Genotipagem de
) 3’apoB
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Polimosfismo do Gene ECA

(Enzima Conversora de Angiotensina)

Localizacao do Gene eca:
e cromossomo 17
* posicao 1723

Localizacao do polimorfismo I/D (Inser¢cao/Delecao):
e intron 16 do gene eca

Funcao da Enzima Conversora de Angiotensina:




Polimorfismo do Gene ECA

(Enzima Conversora de Angiotensina)

exon 15 intron 16 exon 16
- .
/ \ Deleciao 190 pb
— C——
primer sense primer antisense
287 pb Insercio 490 pb
—) —

primer sense primer antisense



Polimorfismo do Gene ECA

3 $
o DI DD 1l ol

Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos amplificados
por PCR identificando polimorfismo na regido do intron 16 da enzima conversora
de angiotensina. Trés possiveis genotipos: heterozigoto (DI) e homozigotos (DD e

IT), os fragmentos de 190 e 490 pb correspondem, respectivamente, a dele¢ao (D) e
insercao (I).



Polimorfismo do gene ECA

&
b&}\
\‘b

" llll r \I.q.l :
‘1 2 3 4 5.67 849 100 1112 13 SEANI5 TGS NN ﬂ%ﬂ 22
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R 0 cpee - 490 pb

L1 “ .-“m- ”-"“'* — 190 pb

FE R
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Analise de amostra obtida na cena do crime

Genotipo
AL CS A B C D
Alelo

15| —

10| — AL: Allele ladder
7| — — - CS: Crime Scene
S5 | =—— — — A: Suspect A
4 | —— — B: Suspect B
3 C: Suspect C
) D: Suspect D
1 ——




Quantificacao espectrofotométrica de biomoléculas

2. Quantificacao de proteinas pelo método colorimétrico de Bradford

Procedimentos:

1. Preparar o reagente de Bradford, na razao Bradford: agua - 1:4;

2. Preparar 5 diluigdes da proteina standard (0.2, 0.4, 0.6, 0.8.¢ 1.0 mg/mL);

3. Transferir 50 uL de cada amostra standard e da sua amostra a um tubo limpo.
REALIZAR EM DUPLICATA OU TRIPLICATA;

4. Adicionar 950 pL de reagente de Bradford a cada tubo e vortexar.

5. Incubar durante 5 minutos em temperatura ambiente;

6. Medir a absorbancia a 595 nm.

7. Construir a curva padrao utilizando papel milimetrado.

8. Determinar a concentragdo de proteina na amostra utilizada.



Curva Padrao de Proteinas - Bradford

BSA (Albumina de Soro Bovino)

v v v v S minutos (reacao)
0,25 0,5 1.0 2,0 595 nm (leitura)
(mg/ml)

Curva Padrao

0,8

0,7
0,6
0,5

2 0,4 y = 0,3219x + 0,0366

R?=0,9977
0,3
0,2

0,1

0 0,5 1 1,5 2 2,5
BSA (mg/mL)
Ensaio:
50 uLL de Amostra + 950 uL do reagente de Bradford. Calcular a concentragdao da proteina total



3. Quantificacao de DNA

Procedimento:

1. Ligar o espectrofotdmetro e selecionar o comprimento de onda
de 260 nm, seguindo o procedimento indicado pelo fabricante;

2. Inserir no espectrofotdmetro a cubeta de quartzo contendo
agua (branco ou controle) e fazer a leitura para zerar o aparelho;

3. Preparar uma diluicdo de agua: DNA - 1:250, transferir para a
cubeta de quartzo.

4. Fazer a leitura e determinar a concentragao da amostra.

DO,,, = 1 equivale a 50 ug/mL de dsDNA
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