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MODULO 6

ANALISANDO A PCR ENQUANTO ELA OCORRE

No capitulo anteriortrabalhamos com a técnica de PCR como uma ferramenta para
investigar desde a variabilidade genética de populacdes e espécies até mesmo detectara
presenca de um gene ou uma mutacgao especifica. No contexto da pandemia de COVID-19,
que foi declarada pela OMS no inicio de 2020, a técnica de PCR passou a fazer parte
das reportagens de jornais e revistas eletrénicas como nunca. Lembre que a técnica
surgiu nos anos 1980! Midias sociais tais como Twitter, Instagram, Facebook, LinkedIn e
outras frequentemente se referem ao teste de PCR para deteccdo do coronavirus. Mas
como de fato a técnica é utilizada para detectar o virus? Neste texto vamos esclarecer
brevemente a potencialidade da técnica em detectar genes especificos e variantes
genéticas. Apesar de tratarmos do exemplo do coronavirus, tenha em mente que a
técnica pode ser utilizada para diversas outras aplicacoes.

Para o caso do coronavirus é importante entender como o material genético do
virus é constituido. O virus é chamado SARS-CoV-2 e 0 seu material genético é constituido
por RNA de filamento simples, com cerca de 29.000 bases. Para vocé ter uma ideia, o
material genético (ou genoma) humano tem mais de 3 bilhGes de bases (unindo 0s 23
cromossomos que apresentamos de apenas um dos nossos pais, ou seja, a metade de
uma célula somatica). Entdo, o virus é muito pequeno comparado ao nosso genoma.
Mesmo assim causou inimeras mortes e internacdes.

Ao longo do material genético do virus ha varios genes que sdo responsaveis
pela sua montagem e também pela sua capacidade de infectar humanos. A porta
de entrada do virus nos seres humanos é através de um gene especifico, o Spike (do
inglés que pode ser literalmente traduzido como espinho ou espicula) ou gene S.
Esse gene codifica a proteina S do virus. Essa proteina se deposita na superficie do
virus e da o aspecto de coroa do mesmo. Através dessa proteina e de uma proteina
receptora humana, ACE2, o virus consegue entrar nas células humanas e se multiplicar.
Se vocé quiser saber mais sobre isso, assista um video produzido por nossa equipe
pelo link: https://www.youtube.com/watch?v=vH720910bWM. Nao esqueca que esse
video é de agosto de 2020. Conforme o tempo passa, novas evidéncias surgem. De
qualquer modo, é um bom resumo de como os cientistas comecaram a compreender
a estrutura e a evolucdo do coronavirus.

Com base nesses conhecimentos, os cientistas passaram a utilizar a PCR para
detectar o virus por meio do gene S. Utilizando primers que conseguem se anelar ao
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material genético do virus e produzir copias de parte desse gene em quantidade suficiente
para deteccao, passou-se a realizar os procedimentos para confirmar a infeccao pelo
virus nos primeiros dias apds a infecgdo. Portanto, para o teste acusar resultado positivo,
é necessaria uma quantidade minima de carga viral que, por PCR, sera multiplicada e
detectada por um aparelho.

o 7

Mas entdao vocé pode se perguntar: ora, g.a
tratgrgos disso no modulo anterior, por que repetir
entao:

Bom, neste mddulo estamos introduzindo conceitos e a operacionaliza¢do da
técnicade PCR em tempo real. A chave, portanto, é a expressao ‘em tempo real’. O que
isso significa? A PCR em tempo real permite que vocé acompanhe ciclo apos ciclo
de multiplica¢do ou amplificacdo do material genético na tela de um computador.
Basicamente, é preparada uma solucdo de reag¢do que contém: nucleotideos (com
as bases A, G, T e C), primer (pequena sequéncia de nucleotideos que se liga a regido
de interesse), tampdo de PCR, cloreto de magnésio (cofator da enzima, sem ele ndo
é possivel a enzima fazer o seu trabalho), DNA polimerase (enzima que fara a adi¢do
dos nucleotideos a partir do primer e que precisa do cloreto de magnésio), agua, o
material genético alvo e um marcador de fluorescéncia.

O segredo da técnica de PCR em tempo real estd no marcador de fluorescéncia,
que consiste em uma espécie de ‘corante de DNA’. Quimicamente, é uma molécula
que funciona como intercalante, ficando entre os filamentos de DNA que vao sendo
produzidos ao longo dos ciclos da PCR. Quanto maiora quantidade de DNA produzido,
mais dessa molécula intercalante estara presente entre as fitas produzidas.

Falando do processo inteiro, podemos basicamente repetir o que ja foi falado no
maodulo anterior, adicionando o fato de que essa molécula intercalante estara presente
ao longo de todos os ciclos. Vamos de novo? Ao material genético em filamento simples
liga-se o primer, por complementaridade, em temperatura adequada. A partirdo primer,
aenzima DNA polimerase adiciona os nucleotideos complementares, formando novas
cbpias de cada fita.
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Esse processo se repete por até 40 a 45 ciclos. O segredo esta aqui: a cada ciclo
dentro do termociclador, aintensidade da fluorescéncia é capturada atravésde um
laser e o sinal é transferido a um computador (Figura 6.1). Nos primeiros ciclos, ha
pouca fluorescéncia porque ha pouco material amplificado. Apds cerca de 15 a 20 ciclos
(varia com a concentracdo do gene ou fragmento alvo), a intensidade da fluorescéncia
aumenta se a quantidade de DNA aumenta significativamente. Essa intensidade vai
aumentando e é mostrada na forma de uma curva ascendente. Apds 35 a 45 ciclos,
essa curva atinge um platd, pois os materiais necessarios a PCR vao ficando escassos
e degradando, ou seja, a PCR chega ao seu final. Afigura 6.2 ilustra a curva ascendente
de fluorescéncia, comparada a um controle, que ndo contém material genético. No
controle, a fluorescéncia usualmente permanece na base do grafico, sem sinal, portanto.

O que pode acontecer as vezes é o primer se anelar a ele mesmo e gerar algum
produto residual, este podendo servisualizado poruma leve ascendéncia da curva nos
ultimos ciclos. Na figura, as linhas roxas indicam trés repeti¢cdes do controle, nenhuma
apresentando qualquer sinal de ascendéncia até o final.
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Figura 6.1 - Uma sintese do principio da PCR em tempo real. Um
intercalante de DNA (F na figura a direita) emite fluorescéncia,
esta capturada pelo computador quando raios laser passam
pelas moléculas em amplificagdo. Criada no BioRender.
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Figura 6.2 - Exemplo de curva de amplificagao por PCR.

Para termos um resultado positivo de infeccdo com o coronavirus, é necessario
que a curva de fluorescéncia seja formada de forma consistente. Importante também é
que duas ou trés amostras independentes sejam testadas para verificar se o resultado é
repetido (Figura 6.3). Se ndo houver a formagdo dessa curva, o resultado sera negativo.
Isso ndo nos da 100% de certeza que a pessoa de quem foi coletada a amostra ndo estava
infectada com o coronavirus, por alguns motivos. A carga viral da pessoa infectada
pode estar baixa no momento em que a coleta é feita, ou a fase de replicacdo viral ja
pode terencerrado. Ultimamente, é claro, o resultado negativo pode realmente indicar
que a pessoa nao contraiu ainfecgcdo, mas esteja ciente de que os fatores mencionados
podem levar a certos falsos negativos. Ndo nos cabe entrar no mérito desta questdo
neste material.
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Figura 6.3 - Representacdo esquematica de curva de
amplificacdo de trés repeticoes de uma amostra.

De forma muito resumida, vocé obteve uma no¢do sobre PCR em tempo real. Saiba
que a técnica é aplicada ha varios anos para identificar variantes, quantificar micro-or-
ganismos do solo, quantificar a expressao de genes de procariotos e eucariotos,
dentre diversas outras aplica¢des. Quanto a testagem para infec¢do com o coronavirus,
certamente vocé conhece alguém que ja fez o tal teste de PCR. Bom, o resultado, seja
positivo ou negativo, foi obtido apds todos esses passos que vimos.
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ATIVIDADE DO CAPITULO

Considere uma situacao hipotética em que duas pessoas estdo infectadas com
0 SARS-CoV2 e possuem carga viral semelhante. No entanto, uma das pessoas esta
infectada com a variante A do virus, enquanto a outra foi infectada pela variante B. O
primer utilizado para PCR tempo real foi desenvolvido para amplificagcdao de parte do
gene S da variante A. Ao realizar o teste de PCR, o resultado foi positivo para a pessoa
infectada com a variante A e negativo para a pessoa infectada com a variante B. O que
explica o resultado negativo? Qual cromatograma se refere a infeccdo com a variante

A, dentre os abaixo? E qual gel? J

Cromatograma e gel | Cromatograma e gel Il
Amostra (apds 40 ciclos)

Amostra (apos 40 ciclos)

Controle (sem cDNA)

Controle (sem cDNA)
Amostra Controle Amostra Controle
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