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O que é o PCR:
O PCR, é um processo de amplificacdo do DNA, caracterizada por 4 fases de reacdo: basal,
exponencial, linear e fase estaciondria. Como ja falamos do processo de PCR nas aulas, ndo o
iremos abordar em profundidade. O PCR “end-point”, que nés chamamos de convencional tem
a sua fase estaciondria em diferentes ciclos, devido as diferentes velocidades de reacdes
guimicas e diferentes fatores que as influenciam, traduzindo-se assim, em diferentes resultados.
Por este motivo, o PCR convencional ndo pode ser quantificado. No entanto, ha uma relacao
guantitativa entre a sequencia-alvo no inicio e no fim de cada ciclo, que segue uma regra
exponencial.
PCR em tempo real:
O objetivo do PCR em tempo real é distinguir e quantificar sequencias de nucleétidos especificas
numa amostra mesmo que se encontrem em baixas concentragoes.
Para poder haver quantificacao, sdo adicionados corantes fluorescentes a mistura de PCR, o que
permite quantificar os seus produtos em cada ciclo. Para além do mais, o PCR em tempo real
deve ser realizado durante a fase exponencial, quando o sinal de fluorescéncia é diretamente
proporcional a concentracao de DNA.
Vantagens:
- Estd menos suscetivel a contaminacdes (devido a auséncia de processamento pés-PCR dos
produtos resultantes);
- E mais facil de implementar;
- Utiliza menos material genético quando comparado com ensaios convencionais;
- E uma técnica mais sensivel, especifica e reprodutivel;
- O procedimento é mais rapido (passa-se menos tempo no laboratoério);
- Grande quantidade de resultados;
- E quantitativo;
Isto levou ao uso amplo desta técnica com diversas aplicacdes, uma vez que é capaz de
apresentar muitos resultados em pouco tempo.
Desvantagens:
- Elevado custo de equipamento
- Elevadas exigéncias técnicas e cientificas (como um controlo rigoroso) sdo necessarias para o
correto manuseamento e manutencao do equipamento.
Falhas nestes controlos e na interpretacao dos resultados desta técnica conduziram a ideia
errada de que as vacinas podem potenciar o autismo, por exemplo. Contudo, apesar de
existirem vdrios relatérios sobre as falhas deste método, ndo foram apresentadas alternativas.
No entanto existem normas e diretrizes para a sua correta utilizagdo (por exemplo: The MIQE
guidelines)
Exemplos de aplicagdes:

- Estudo da presenca de niveis de OGM nos alimentos;

- Detecdo de agentes patogénicos;

- Toxicologia forense.
Conclusao:
A técnica de PCR em tempo real tanto pode ser aplicada em utilizagdes mais tradicionais, como
em novas aplicagdes. Nestas novas aplicagdes, o PCR convencional comparativamente com o
outro, responde de forma pouco eficaz.



