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Triagem laboratorial:

Biologia Molecular I

• O que é NAT ou NAAT ?

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

• NAT ou NAAT = “Nucleic Acid Amplification

Testing”

• Teste de amplificação do Ácido Nucléico
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RNA/DNA

HBV
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Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

• PCR – Reação em cadeia da polimerase

Real Time
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Tamanho dos vírus

Tamanho dos vírus

225 nm

300 nm

90 nm

150 nm

Hemácia

10.000 nm

E. Coli
(bactéria)

24 nm

nm = nanômetro



Breve Histórico

• 1952 – James Watson & Francis Crick

• Modelo da molécula de DNA
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Breve Histórico
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• O DNA é uma hélice dupla
composta por duas cadeias
complementares que giram para a
direita em direções opostas.

• As cadeias estão compostas por
milhões de nucleotídeos.

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
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– Nucleotídeos

Fosfato + Desoxirribose + Base Nitrogenada
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– Bases Púricas: A e G

– Bases Pirimídicas: T e C

Pareamento

das Bases
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– Ligações de Hidrogênio
– A T

– C G
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• 1962 – Watson, Crick e Maurice Wilkins
Prêmio Nobel de Medicina
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Rosalind Franklin

Breve Histórico
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• Rosalind Franklin morreu de cancer em 1958 aos 37
anos, possivelmente como resultado da exposição ao
Raio X usado nas suas pesquisas.
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• Vídeo DNA

http://backboneanimation.com/
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• 1969 – T. Brock e H. Freeze– Thermus aquaticus –

sobrevive na água a temperatura média de 75ºC
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• 1971 Professor Har
Gobind Khorana
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– Princípio: replicação de
um fragmento de DNA
através do uso de 2
primers
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– Primers, sequência de aproximadamente 15 a 25
nucleotídeos.
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– Os primers definem o alvo que se deseja amplificar.

TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGCTCAGGCGTGGTTAGTACTTGGATGGGAGA
CCGCCTGGGAATACCAGGTGCCGTAGGCTTTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTCCTCTGAACAGATGTCCC
CGCAGTAGGAGCTGCTCTCTTCTTTTCAGTCCGCCTCTGACATAGACTCTCGGCACTGCGCTTCTCAC
ATCAGCCCAGAAACGCAAGCACCCTGCTCCTGCTGTCAAGGCACAGGAATACAAGAATGTGCTTTTG
GTGGGCATCCTAGTGCTGCAAGTGCTTCCTCCATACCGCCGCGCTTCGCCACTCGCCTACTGCCGCCGG
ATCTCCCTCAGTCTCAGCCAGGCAGCAAGATGCAAGGGGCTCAAGCGTTCTTGCGCCTCTCTTCTGCG
CCTTGCGCAAACCGTCCATTCTCAGTTGAGGCTTACCTTTGCCTTCTGAGCAGGCATCAGCAAAGGCG
GCAGCTGCTTCCTGCGGCCAGCGGGCTGGCCGAGTAGCCTCTGATGGCTGAGACTGAGCAGCCTGTAT

DNA

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGCTCAGGCGTGGTTAGTACTTGGATGGGAGA
CCGCCTGGGAATACCAGGTGCCGTAGGCTTTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTCCTCTGAACAGATGTCCC
CGCAGTAGGAGCTGCTCTCTTCTTTTCAGTCCGCCTCTGACATAGACTCTCGGCACTGCGCTTCTCAC
ATCAGCCCAGAAACGCAAGCACCCTGCTCCTGCTGTCAAGGCACAGGAATACAAGAATGTGCTTTTG
GTGGGCATCCTAGTGCTGCAAGTGCTTCCTCCATACCGCCGCGCTTCGCCACTCGCCTACTGCCGCCGG
ATCTCCCTCAGTCTCAGCCAGGCAGCAAGATGCAAGGGGCTCAAGCGTTCTTGCGCCTCTCTTCTGCG
CCTTGCGCAAACCGTCCATTCTCAGTTGAGGCTTACCTTTGCCTTCTGAGCAGGCATCAGCAAAGGCG
GCAGCTGCTTCCTGCGGCCAGCGGGCTGGCCGAGTAGCCTCTGATGGCTGAGACTGAGCAGCCTGTAT

DNA

– Os primers definem o alvo que se deseja amplificar.
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TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGCTCAGGCGTGGTTAGTACTTGGATGGGAGA
CCGCCTGGGAATACCAGGTGCCGTAGGCTTTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTCCTCTGAACAGATGTCCC
CGCAGTAGGAGCTGCTCTCTTCTTTTCAGTCCGCCTCTGACATAGACTCTCGGCACTGCGCTTCTCAC
ATCAGCCCAGAAACGCAAGCACCCTGCTCCTGCTGTCAAGGCACAGGAATACAAGAATGTGCTTTTG
GTGGGCATCCTAGTGCTGCAAGTGCTTCCTCCATACCGCCGCGCTTCGCCACTCGCCTACTGCCGCCGG
ATCTCCCTCAGTCTCAGCCAGGCAGCAAGATGCAAGGGGCTCAAGCGTTCTTGCGCCTCTCTTCTGCG
CCTTGCGCAAACCGTCCATTCTCAGTTGAGGCTTACCTTTGCCTTCTGAGCAGGCATCAGCAAAGGCG
GCAGCTGCTTCCTGCGGCCAGCGGGCTGGCCGAGTAGCCTCTGATGGCTGAGACTGAGCAGCCTGTAT

DNA

ATGCGGGTAGAGCAGGCTA

ACTCTGACTCGTCGGACATA

– Os primers definem o alvo que se deseja amplificar.

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGCTCAGGCGTGGTTAGTACTTGGATGGGAGA
CCGCCTGGGAATACCAGGTGCCGTAGGCTTTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTCCTCTGAACAGATGTCCC
CGCAGTAGGAGCTGCTCTCTTCTTTTCAGTCCGCCTCTGACATAGACTCTCGGCACTGCGCTTCTCAC
ATCAGCCCAGAAACGCAAGCACCCTGCTCCTGCTGTCAAGGCACAGGAATACAAGAATGTGCTTTTG
GTGGGCATCCTAGTGCTGCAAGTGCTTCCTCCATACCGCCGCGCTTCGCCACTCGCCTACTGCCGCCGG
ATCTCCCTCAGTCTCAGCCAGGCAGCAAGATGCAAGGGGCTCAAGCGTTCTTGCGCCTCTCTTCTGCG
CCTTGCGCAAACCGTCCATTCTCAGTTGAGGCTTACCTTTGCCTTCTGAGCAGGCATCAGCAAAGGCG
GCAGCTGCTTCCTGCGGCCAGCGGGCTGGCCGAGTAGCCTCTGATGGCTGAGACTGAGCAGCCTGTAT

DNA

ATGCGGGTAGAGCAGGCTA

ACTCTGACTCGTCGGACATA

– Os primers definem o alvo que se deseja amplificar.
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• O genoma humano tem cerca de 6 milhões de
pares de base de comprimentos . Cada par de
base tem 3,4×10^ 10 m de comprimento (3,4
Angstrom). Portanto, cada célula terá cerca de 2
m de DNA.

• Multiplicando pelo número de células do corpo
humano (1×10^13), obtemos o valor de 2×10^10
km. Dividindo pelo dobro da distância ao Sol (ida
e volta), concluímos que temos DNA suficiente
para ir e vir ao Sol… 66,8 vezes.
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• Alvos genômicos no HIV, HCV e HBV

• HIV Integrase – HCV 5’UTR – Proteína S

Regiões genômicas mais conservadas com cerca de 100pb;

• Menor risco de perda de sensibilidade devido a variantes
virais (genótipos e subtipos);
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• 1976 Taq DNA polimerase termoestável é
isoldada da bactéria Thermus aquaticus.
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Yellowstone National Park
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• 1985 Kary B. Mullis – Sugeriu a utilização da Taq
DNA polimerase termoestável para PCR.
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Breve Histórico

2010
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Kary Mullis
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1985; 230 (4732): 1350-4.
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• 1993 – Prêmio Nobel em Química
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• 1993 Michael Crichton – Jurassic Park
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• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
1) DNA molde (Amostra/Sample/Template)
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Extração conjunta de DNA (HBV) e RNA (HIV/HCV)
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• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
2) Iniciadores/Primers
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1 par para HIV

1 par para HCV
1 par para HBV

1 par para PC
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• Primer
– Comprimento de 15 – 25 nucleótidos;

– Os dois primers devem ter temperatura de fusão(Tm)
próxima

Tm = 2(A+T) + 4(C+G)

– A temperatura de anelamento é aproximadamenteTm 5ºC

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

• Exemplo

CTA GCT ACA TGG ACT CCC

A + T = 08 X 2 = 16

C + G = 10 X 4 = 40

Tm= 56º

Tanelamento = 51º

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
3) DNA Polimerase termoestável (Taq)
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• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
4) dNTP (Desoxinucleotídeos Trifosfatos)

ATP, TTP, CTP e GTP
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• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
5) MgCl2

Fornece íons Mg2+que são cofatores indispensáveis para o
funcionamento da Taq.

Aumenta a interação do DNA template com o primer
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• A PCR requer 6 Componentes essenciais:
6) Tampão

Mantém o pH ótimo para a atividade enzimática.
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• Taq Dna polimerase

• DNTP

• MgCl2
• Tampão
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Termocicladores
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Etapas da Reação de PCR
1) Desnaturação

2) Anelamento

3) Extensão
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1) Desnaturação

Separação das duas cadeias de DNA por ação do calor

92 94ºC

As ligações de hidrogênio entre nucleotídeos de cada cadeia são
quebradas

Originam se duas cadeias simples de DNA

Etapas da Reação de PCR
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2) Anelamento

Os primers ligam se especificamente ao DNA

No local de hibridização forma se um pequeno fragmento de
cadeia dupla

A partir destes a polimerase começa a síntese das duas
novas cadeias

T = Tm–5º

Etapas da Reação de PCR
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3) Extensão
Síntese de uma nova cadeia

A polimerase procede à elongação da nova cadeia por adição
dos nucleotídeos disponíveis no mix

T = Tótima Taq
T = 72º

Etapas da Reação de PCR
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Ciclo 01 Ciclo 02...

Etapas da Reação de PCR
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Etapas da Reação de PCR
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Etapas da Reação de PCR
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http://backboneanimation.com/

Etapas da Reação de PCR
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• Vídeo PCR

• Gel de Agarose

Análise do Produto de PCR
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• PCR convencional

– Eletroforese em gel de Agarose ou Acrilamida

– Análise do produto é feita “in vitro”.

Análise do Produto de PCR
• Vídeo PCR
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Análise do Produto de PCR

• Vídeo Eletroforese
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Uso de sondas marcadas que enviam sinal
fluorescente diretamente para um software onde
a análise é realizada em tempo real.

Análise do Produto de PCR
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HIV

HCV

PC

HBV

PC

Análise do Produto de PCR
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– Contatos

milena.oliveira@hemominas.mg.gov.br
nat@hemominas.mg.gov.br

(31) 3768 4695 ou 3768 4697
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