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Até há cerca de 10 anos a quantificação da expressão gênica 

era majoritariamente analisada através de metodologias de 

hibridação 

 A detecção e quantificação de ácidos nucléicos estão entre as 

técnicas mais importantes nos estudos de ciências da vida 

Introdução 
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Microarray (1992 a 2013) Northern Blotting (1981 a 2013) 

• Tecnologia mais utilizada por 

muito tempo 

• Intensidade da banda de 

hibridação relacionada a 

quantidade 

• Barata 

• Análise em baixa escala 

• Hibridação em miniatura 

• Não utiliza radioativo 

• Análises de genes em larga escala 

Introdução 
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PROBLEMAS  

Northern Blotting 

•Como fazer quando se tem pouco material?  Northern Usa 10ug de RNA 

•Protocolo sujo (usa radioativo) 

•Protocolo muito elaborado e extenso 

SOLUÇÃO 

Conseguir usar PCR para quantificação 
• Mais sensível 

• Mais rápida 

Microarray 

•Protocolo caro 

•Análise difícil dos dados 

•Precisa de validação dos resultados através de uma outra técnica 

Introdução 
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PCR CONVENCIONAL:  

- Consiste em amplificar cópias de DNA  “in vitro” 

OBJETIVO: Multiplicar sequencia específica do DNA a 

concentrações que possa ser detectado 

RESULTADO: Valores Qualitativos 

Introdução 
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PCR convencional 

6 



2012 Life Science Research 

Número de 

Ciclos 

Quantidade de 

DNA 

0 1 

1 2 

2 4 

3 8 

4 16 

5 32 

6 64 

7 128 

8 256 

9 512 

10 1024 

11 2048 

12 4096 

13 8192 

14 16384 

… … 

27 134217728 

28 268435456 

29 536870912 

30 1073741824 

Introdução 
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-PCR Qualitativa:  Presença ou Ausência do produto amplificado; 

 

-Baixa Precisão; 

 

-Baixa Sensibilidade; 

 

-Pós-Processamento do Produto da PCR; 

 

-Contaminação (brometo); 

 

-Demanda de tempo; 

 

-Custos 

PCR Convencional 
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Fase 

 Exponencial 

Fase Linear 
Platô 

Detecção no 

gel com 

brometo – 

PCR comum 

1x 2x 10x 
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Introdução 
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Limitações da PCR comum: 

•Sistema de detecção não quantitativo e de sensibilidade mais reduzida (Brometo 

de etídeo) 

 

•Contaminação do ambiente de trabalho (uso do brometo para poder analisar o 

resultado) 

 

•Necessidade de pós-processamento do produto da PCR 

PCR TEMPO REAL 

Habilidade de monitorar em tempo real o progresso de uma 

reação de PCR através do uso de moléculas fluorescentes 

Introdução 
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A técnica de PCR em tempo real foi descrita por Higuchi e colaboradores em 1992 

PCR em tempo real 
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A partir de 1996 começou a ser utilizada para a quantificação de ácidos 

nucléicos 

Evolução do uso da técnica 

 

• 1999          Apenas 8% dos artigos utilizavam essa técnica para quantificar 

As técnicas mais utilizadas para quantificação 

de RNA era RT-PCR e Northern blott 

• 2007/08 88% dos artigos publicados utilizam essa técnica 
 

 

Vantagens da PCR em Tempo Real: 

 

• Alta sensibilidade  

• Boa reprodutibilidade 

• Evita contaminação por não precisar de pós processamento 

 

 

 

PCR em tempo real 
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PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

Existe uma relação quantitativa entre a quantidade inicial da amostra e a 

quantidade de produto de PCR após um determinado número de ciclos  

P=T(1+E)n 

P= produto final 

T= amostra inicial 

E=eficiência do primer 

n= número de ciclos 

threshold 

Ct  

PCR em tempo real 
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Fase Exponencial 

Fase Linear 

Platô 

Fase de detecção da Real Time – Alta eficiência 

PCR em tempo real 
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Tipos de sistemas de detecção de fluorescência: 

1.  Ligantes de DNA  

 

 

 

 

 

2.  Sondas de Hidrólise sequência específica 

Brometo de Etídio 

Sybr green 

SYTO 9 

EVA Green 

 

Taqman 

FRET 

 

 

PCR em tempo real 
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1.  Ligantes de DNA  

 

 

 
O mais usado é o SYBR 

 

 
•Se liga ao sulco menor 

da dupla fita 

 

• Permite curva de 

dissociação 

 

 

PCR em tempo real 
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1.  Ligantes de DNA 

 
 

Curva de Dissociação 

 

T melting do produto determinada por: 

•  Tamanho do fragmento 

•  Composição (conteúdo de A/T e 

C/G) 

  

 

 

 

 

 

PCR em tempo real 



2012 Life Science Research 

 

 

 

2.  Sondas de Hidrólise sequência específicas 

O sistema mais usado é Taqman 

 

 

• Baseado na atividade 5’– 

3’ exonuclease da Taq 

PCR em tempo real 



2012 Life Science Research 

Comparação Sybr X Taqman 

SYBR Taqman 

Especificidade 

 

 

Custo 

 

 

Multiplex 

 

 

Distinção alélica 

Inespecífico Específico 

Mais barato Mais caro 

Não permite Permite 

Sim, apenas com 

tamanhos diferentes 
Sim 

PCR em tempo real 
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Qual o resultado de uma PCR em tempo real??? 

Fase onde a intensidade de sinal de produto 

amplificado ainda não ultrapassa a intensidade 

da fluorescência encontrada no meio. 

BASELINE 

TRESHOLD 

Nível de fluorescência que é maior que o 

background onde a reação é 

detectada durante a fase exponencial 

PCR em tempo real 
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Qual o resultado de uma PCR em tempo real??? 

Cq Ciclo de quantificação (ponto no tempo) 

onde a reação cruza o limiar de 

detecção (Threshold) 

PCR em tempo real 



2012 Life Science Research 

10 100 1.000 10.000 1.000,000 

10x mais diluido 

2(ΔCq) = Y vezes mais concentrado 

PCR em tempo real 
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Aplicações da qPCR 
Aplicações da qPCR 



2012 Life Science Research 

• A qPCR pode ser utilizada em diversas aplicações dependendo do 

tipo de molécula utilizada 

DNA RNA/cDNA PROTEÍNA 

1. Detecção/ quantificação de 

patógenos 

2. Detecção de mutações (SNP, 

CNV) 

3. Alterações da cromatina 

(metilação) 

1. Expressão Gênica (técnica gold) 

2. Detecção de vírus de RNA 

3. Pequenos RNAs 

1. Thermal shift 

Aplicações 

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=m0wM2n_LPXDULM&tbnid=gvgZT5nQrJCv9M:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.fcfar.unesp.br%2Falimentos%2Fbioquimica%2Fintroducao_proteinas%2Fintroducao_proteinas_tres.htm&ei=P-QPUbb3DcTtigKiuIDgDA&bvm=bv.41867550,d.cGE&psig=AFQjCNFXKVlemRvP17FaGYxCwMwLGwwDRg&ust=1360082343565511
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•Quantitativas 

 

1.Quantificação relativa (estudos de expressão gênica) 

 

2.Quantificação absoluta (carga viral/nº cópias) 

 

•Qualitativas 

 

1.Genotipagem (SNPs) 

 

2.Detecção (diagnóstico: +/-) 

 

3.Thermal shift 
 

 As aplicações também podem ser classificadas quanto a 

quantitativas ou qualitativas 

Aplicações 
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•Quantitativas 

 

1. Quantificação relativa 

Avaliar mudanças entre dois grupos experimentais distintos 

 

Resultado em ordem de grandeza (quanto eu tenho de difrença 

de quantidade de um target em quantidades equivalentes 

entre células cancerosas vs. Normais)  

 

Normalização com genes de referência 

 

2. Quantificação absoluta 

Avaliar mudanças entre dois grupos experimentais distintos 

 

Resultado é uma quantidade (nº de cópias, ug de ácido nucleico) 

 

Resultado através da interpolação o resultado obtido com uma curva 

padrão 

Aplicações 



2012 Life Science Research 

1. Quantificação relativa 

Um pesquisador quer saber se a expressão do gene p53 é 

diferente entre cleluas normais e células cancerosas de 

ovário. Se sim, quanto é essa diferença? 

 

Porque fazer essa 

pergunta?? 

 

≠ tipos celulares 

genoma igual 

Transcriptoma diferente 
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Quando precisamos medir a expressão de um determinado RNAm, como 

garantir que uma possível diferença de Ct  seja devido a diferença de expressão 

e não uma diferença de quantidade inicial de molde colocada??? 

Utilização de gene de 

referência 

gene que se expresse homogeneamente 

entre as diferentes amostras e que não 

tenha sua expressão alterada pelas 

condições experimentais do estudo 

Exemplos: 

 

18S, 28S 

GPDH 

β- actina 

MHC I 

EF1-α 

 

1. Quantificação relativa 
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Como selecionar esse genes? 

 

Através de dados da literatura:  

 

 

1. Quantificação relativa 
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Como selecionar esse genes? 

 

Através de painéis comerciais de genes de referências:  

 

 Experimentos comerciais validados onde é possível 

testar diversos genes de referencia na sua amostra 

BIO-RAD    Reference Genes H96 

Predesigned 96-well panel for use with SYBR® Green 

1. Quantificação relativa 
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•Selecionar pelo menos 4 genes de referencia para realizar o experimento completo 

•Utilizar programas que selecionem os melhores genes de referência para suas amostras                                                 

                            

Como avaliar quais os melhores genes de referência? 

 

 

CFX Manager já permite essa análise 

                            Ex. NormFinder (Andersen et al. 2004) 

                                  GeNorm (Vandesompele et al. 2002) 

                                  BestKeeper (Pfaffl et al. 2004) 

 
•Utilizar pelo menos os 2 melhores genes de referência para analizar os resultados 

1. Quantificação relativa 
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Métodos de quantificação relativa? 

 

 
Método de Livak (2-ΔΔCq) = Eficiências entre genes de referência e 

target  próxima a 100% e com um máximo de diferença entre eles de 

5%                                       

 

 

  

Método de Pfaffl  = Eficiências entre genes de referência e target  

diferentes 

 

 

  

Método de Livak modificado (E-ΔΔCq) = Eficiências entre genes de 

referência e target iguais (5% diferença) mas   diferentes de 100% 

 

  

1. Quantificação relativa 
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Método de Livak (2-ΔΔCq) 

Amostra Cq Gene Especifico Cq  Referência 

Normal 29,71 25,54 

Tumor 28,63 25,69 

ΔCq = Cq Gen espe – Cq referência 

 

 

 

   

1. Quantificação relativa 

Um pesquisador quer saber se a expressão do gene p53 é diferente entre cleluas 

normais e células cancerosas de ovário. Se sim, quanto é essa diferença? 

 

Normal Tumor 

RNA RNA 

cDNA cDNA 

ΔΔCq = ΔCq Amostra – ΔCq Controle ΔΔCq= 2.94-4,17 =  -1,23 

 

ΔCq Normal = 29,71– 25,54 = 4,17 

ΔCq Tumor = 28,63– 25,69 = 2,94 

Expressão relativa = 2.34x mais 

expresso que o normal 
Expressão relativa = 2-ΔΔCq 
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Ereferência 
(Cq Controle – Cq Amostra ) 

Egen esp 
(Cq Controle – Cq Amostra ) 

= Expressão relativa 

Método de Pfaffl 

Normal Tumor 

RNA RNA 

cDNA cDNA 

Amostra Cq Especifico Cq  Referência E específico E referência 

Normal 29,71 25,54 1,88 1,95 

Tumor 28,63 25,69 

1,95(25,54– 25,69 ) 

1,88 (29,71 – 28,63 ) 

= Expressão relativa 

Expressão relativa = 2,18 

1. Quantificação relativa 
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• Baseia-se na comparação com um padrão cujo número de moléculas é 

conhecido. 

Construção de uma CURVA 

PADRÃO (diluição seriada de 

uma amostra com 

concentração conhecida)  

2. Quantificação absoluta 

• Quantificação DNA = standard DNA 

• Quantificação RNA = standard RNA 

• Melhores resultados com normalização com um gene interno 
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• O que pode ser o padrão? 
RNA/DNAg comercial 

Óligo sintético 

Plasmídeos contendo a 

sequencia alvo 

•  Pontos importantes: 
Precisão ao fazer a diluição 

Qualidade das pipetas 

Qualidade do padrão 

2. Quantificação absoluta 
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300.000 cópias 30.000 cópias 3.000 cópias 300 cópias 30 cópias 

qPCR 
C

t 

Log Quantidade (nºde cópias) 

2. Quantificação absoluta 
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Análise estatística dos dados 

2º Passo = Checar se os dados são ou não paramétricos 

Apresentam distribuição normal Teste: Shapiro-wilks 

Apresentam homogeneidade de variâncias 

(as possíveis variações verificadas não são explicadas pela 

variação experimental) 

1º Passo = Os experimentos de real time devem ser feitos em triplicata 

técnica e em triplicata biológica 
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Métodos estatísticos 

Amostras Paramétrico Não Paramétrico 

2 amostras t- Student Wilcoxon 

Mais de 2 

amostras 
ANOVA Kruskal Wallis 
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Métodos estatísticos 

Softwares específicos para análise de expressão gênica: 

qBASE: da mesma empresa do geNorm - utiliza o Método de 

Pfaffl modificado para aceitar mais de um gene de referência para 

calcular a expressão. 
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Métodos estatísticos 

Softwares específicos para análise de expressão gênica: 

REST: programa muito citado – utiliza o Método de Pfaffl para calcular a 

 expressão 
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Métodos estatísticos 

Softwares específicos para análise de expressão gênica: 

fgStatistics: programa grátis – primeiramente pensado para 

microarray – utiliza o         Método de Pfaffl para calcular a 

expressão. 

https://sites.google.com/site/fgstatistics/Home  

 

 

https://sites.google.com/site/fgstatistics/Home
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•Quantitativas 

 

1.Quantificação relativa (estudos de expressão gênica) 

 

2.Quantificação absoluta (carga viral/nº cópias) 

 

•Qualitativas 

 

1.Genotipagem (SNPs) 

 

2.Detecção (diagnóstico: +/-) 

 

3.Thermal shift 

 

• As aplicações também podem ser classificadas quanto a quantitativas ou 

qualitativas 

Aplicações 
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1.Genotipagem (SNPs) 

Utiliza o sistema de detecção de sonda de hidrólise 

Aplicações: 

 

• Farmacogenômica 

•Qualitativas 
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1.Genotipagem (SNPs) 

•Qualitativas 

Curva de melting de alta resolução 

•Utiliza intercalantes de DNA de alta saturação (Ex. EvaGreen, LCC Green, 

SYTO9) 
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•Qualitativas 

Curva de melting de alta resolução 
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Gráfico da curva de melting Gráfico de HRM 

•Qualitativas 

Curva de melting de alta resolução 
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2.Detecção (+/-) 

Aplicações : 

 

• Detecção de patógenos 

•Organismos geneticamente modificados 

 

•Qualitativas 
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Desenho Experimental 
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 qPCR técnica “gold” para quantificação da expressão 

gênica 

• Técnica que exige vários passos: 

Desenho experimental (1) 

Extração de RNA/DNA (2) 

Transcrição Reversa (3) 

qPCR (4) 

Análise dos dados (5) 

• Deficiências em todos os passos podem afetar a 

performance de um experimento de qPCR 
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• Existe um artigo guia para a publicação de experimentos que 

envolvam qPCR – MIQE – Informação minima para a publicação 

de experiemtnos de qPCR 
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Desenho Experimental (1) 

• Escolher se o experimento será single ou multiplex 

Quando fazer multiplex: 

1.  Pouco material (RNA em pouca quantidade) 

2.  Aumentar o rendimento sem aumentar o custo 

3.  Minimizar o manuzeio de amostras, evitando contaminações 

• Escolher o tipo de sistema de detecção que será utilizado 

-Intercalante de DNA = muitos genes, poucas amostras 

-Sondas                      = poucos genes, muitas amostras 

• Seleção dos controles da reação e do experimento 
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Extração RNA (2) 
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Extração RNA (2) 

• As amostras devem ser estocadas em condições apropriadas (-

80º) 

 

•Processadas em pequenos grupos (10 a 20 amostras) 

 

• Procedimento de extração de RNA deve incluir um passo de 

tratamento com DNase (remoção de contaminação com DNA 

genômico) 

 

• Deve-se evitar ao máximo a contaminação com RNase (usar 

soluções com dietil pirocarbonato DEPC) 
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Extração RNA (2) 

Soluções BIO-RAD para extração de RNA: 
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Extração RNA (2) 

 A  qualidade do RNA extraído deve ser verificada nos seguintes 

aspectos: 

 

        Pureza da amostra (Razão 260/280 = Entre 1,8 a 2,0) 

 

        Integridade da amostra 
 

 
Pureza da amostra Integridade da amostra 

28s 
18s 
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Extração RNA (2) 

• Nem sempre ao se utilizar os métodos de quantificação e identificação 

da pureza por spectofotometro e verificação da integridade por gel são 

eficientes. 

 

 • Novas tecnologias trouxeram melhorias na quantificação e análise de 

integridade = Sistema de eletroforese em chip (ExperionTM) 

 

 

Eletroforese 
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Transcrição Reversa (3) 

• RNA                 cDNA  

 

 

• O principal nesse passo é garantir uma cobertura completa dos 

RNAs transcritos 

Que tipo de primer será usado? 

A conversão RNA=cDNA é eficiente? 
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Que tipo de primer será usado? 

Primers Randômicos 

• Hexâmero de primers 

•Todos os RNA servem como molde = A especificidade é dada pela 

qPCR 

•Ótimo para gerar cDNA de RNAm longo 

Oligo dT 

• Primers que hibridam com a cauda poliA = Específico para RNAm 

aaaaaaaaaaaaa 

RNAm 

Oligo dT tttttttttt 

Ideal para qPCR 

• Primer randômico + Oligo dT = Melhor sensibilidade e cobertura 

Transcrição Reversa (3) 
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Transcrição Reversa (3) 
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Eficiência na conversão RNA = cDNA 
• 1 Step X 2 Step  

RNA 
Primer específico 
Buffer 
Enzima para qPCR 
Enzima para RT 
 

Amplificação 
 

1 Passo 2 Passos 

RNA 
Primer (oligo dT e/ou random) 
RT Buffer 
Enzima para RT 
 

RNA = cDNA 

CDNA 
 

cDNA 
Primers qPCR 
qPCR Buffer 
Enzima qPCR 
 

Amplificação 
 

Cq 
 

Cq 
 

Transcrição Reversa (3) 
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Transcrição Reversa (3) 

Soluções BIO-RAD: 
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qPCR (4) 

•  Para resultados reprodutíveis e confiáveis deve-se levar em 

consideração: 

 

A. Eficiência da reação = Relacionado com enzima e sistema de 

detecção  

B. A eficiência do primer (e sonda) = Diretamente relacionado com 

o desenho 
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Desenho dos primers para Real Time (SYBR/TaqMan) 

T annealing = 55 a 60ºC  (se multiplex as temperaturas de todos devem ser iguais 

Produto de amplificação único e específico (blast) (Super importante para SYBR) 

Produto de PCR com no máximo 150pb Produtos pequenos amplificados 

 com mais eficiência 
Conteúdo de GC           > de 50% 

Começar e terminar o primer com C/G 

Evitar estruturas secundárias 
Self-dimer 

Hetero-dimer 

Hairpin temperatura de dissociação baixa  

Primer em éxons diferentes 

qPCR (4) 
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Possíveis Soluções: 

 

• Reduzir a concentração dos primers 

• Avaliar a complementaridade e a formação de estruturas 

secundárias 

• Redesenhar os primers se necessário 

  

Formação de Dímeros de Primers 
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Desenho de Sonda (TaqMan) 

qPCR (4) 

T annealing = 5 a 10º maior que a do primer (se multiplex todas devem ser 

iguais)    

Conteúdo de GC           > de 50% 

Não possuir G no extremo 5’ 

Sonda tem que ter < 30nt 

Desenhar a sonda sobre a fita que tenha mais Gs do que Cs 

Filtro Fluoróforo Quencher 

1 FAM BHQ1 

2 TET BHQ1 

2 HEX BHQ1 

3 TEXAS RED BHQ2 

3 ROX BHQ2 

4 CY5 BHQ2 

Fluoróforos e Quenchers 
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qPCR (4) 

Otimização e Validação do Experimento 

• Checar qual a melhor temperatura e concentração de anelamento dos 

primers (gradiente) 

Produz os menores Ct, sem formação de dímero  

• Checar a eficiência do primer na melhor condição  

Diluições seriadas de um estoque de cDNA 

y = -3.3407x + 27.17    R² = 0.9991 

 

C
t 

Log [ ] DNA 

E= 10 (-1/slope)  -1 
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qPCR (4) 

• Checar a sensibilidade do experimento 

Diluição de cDNA na ordem de 10X deveriam produzir Ct com uma ≠ de 3.3 

• Checar a repetibilidade do experimento 

Utilização de réplicas experimentais – As curvas de amplificação das 

réplicas devem se sobrepor 

Todas as amostras a serem quantificadas devem se encaixar na faixa de 

concentração onde essa premissa é mantida 

Otimização e Validação do Experimento 
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qPCR (4) 

Otimização e Validação de experimentos multiplex 

• Otimizar e validar cada reação individual (como explicado anteriormente) 

• Testar na mesma placa se Cq de um experimento individual ≠multiplex 

Se não = Otimizado e validado 

Se sim =  NÃO otimizado e validado 

• Para otimizar =  alterar condições da reação ( Enzima, dNTP, Mg+2) e testar 

novamente experimento individual Vs. multiplex 
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Dúvidas?! 

70 



2012 Life Science Research 

 

71 

Contato: juliana_giusti@bio-rad.com 

 


