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O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é a bactéria que causa a tuberculose (TB), sendo a princi-

pal causa de morte por um nico agente infeccioso no mundo. Uma parte do material genético

dessa bactéria corresponde a uma sequéncia de nucleotideos, a chamada sequéncia de insercio

6110 (IS6110), pertencente A familia IS3. Essa sequéncia é um elemento genético mével de

classe 2 (transposon) sendo especifico do M. tuberculosis. A partir dos seus mecanismos de

transposi¢io, o 1S6110 pode ser capaz de induzir fenétipos associados a viruléncia e 4 vanta-

gem adaptativa diante do sistema imunoldgico do hospedeiro. A compreensio da dinimica

do IS6110 é essencial para elucidar mecanismos de viruléncia do Mtb e aprimorar estratégias

diagndsticas e de controle da TB.

Mycobacterium
tuberculosis e a
Tuberculose

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é uma
bactéria que é o agente etioldgico da tuber-
culose (TB), uma doenga infectocontagiosa
responsdvel por altos indices de morbidade
e mortalidade no mundo. Morfologicamente,
o Mtb apresenta-se na forma de bacilo, e é
transmitido pelo ar, alcangando os pulmaes,
onde tem como alvo inicial os macréfagos

e com alta homogeneidade genética (99,9%
de similaridade de nucleotideos), mas distin-
guem-se em suas caracteristicas fenotipicas
e mecanismos patoldgicos no hospedeiro.
Tal elevada similaridade sugere um gargalo
evolutivo recente e uma subsequente expan-
sdo clonal a partir de um ancestral comum

(do inglés, most recent common ancestor —
MRCA), que surgiu hé cerca de 40.000 anos
na Africa Oriental, regiio considerada o local
de sua origem. Entretanto, evidéncias hist6-
ricas e moleculares indicam que a associagio
entre o Mtb e os seres humanos é muito mais
antiga, com infec¢des presentes em homini-

dos alvéolos pulmonares, etapa fundamen-
tal para o estabelecimento da infec¢io. Em
2023, ultrapassando a COVID-19, a TB
voltou a ser a principal causa de morte por
um unico agente infeccioso, somando cerca
de 1,25 milhées de bitos e 10,8 milhdes de
casos. Atualmente, o Brasil estd entre os 30
paises mais afetados pela TB e considerados
prioritirios pela Organizacio Mundial de
Satde (OMS) no combate 2 doenca, regis-
trando, somente em 2024, cerca de 84 mil
casos e cerca de 6 mil ébitos em 2024,

O Mtb faz parte de um grupo de sete or-
ganismos muito préximos geneticamente,
denominado de complexo Mycobacterium

deos na Africa Oriental hi milhées de anos.
Registros de tuberculose foram identificados
em mumias do Egito Antigo, confirmados
por anilises de DNA e por alteracdes sseas
caracteristicas, demonstrando a persisténcia
da doenga ao longo de diferentes civilizagdes
até os dias atuais, quando permanece como
um importante problema de satde publica
mundial.

tuberculosis (CMTB), incluindo M. tubercu-
losis, M. bovis, M. africanum, M. pinnipedii,
M. caprae, M. microti e M. canetti (Figura
1). O CMTB ¢ um grupo que comparti-
lha, no seu genoma, sequéncias idénticas de

DNA que codificam RNA ribossémico 16S
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No genoma do Mtb, certos elementos gené-
ticos, como a sequéncia de inser¢io 6110 (do
inglés, Insertion Sequence 6110 — 1S6110),
apresentam a capacidade de transpor-se
(“saltar”) para diferentes regides gendmicas,
caracterizando um transposon. A compreen-
sdo do papel do IS6110 é fundamental para o
entendimento dos processos de patogénese e
evolu¢io do patdgeno, além da sua relevincia
clinica no diagnéstico da TB e, consequente-
mente, no controle da transmissibilidade da
doenca em escala global.

Gargalo evolutivo - Trata-
se de um evento evolutivo
no qual o tamanho de uma
populacdo é drasticamente

reduzido, decorrente de eventos

ambientais ou isolamento
geografico.

Expansao clonal -
Multiplicacdo de um grupo
de bactérias geneticamente
idénticas a partir de um
ancestral comum.

Macrofagos - Células

do sistema imunolégico
responsaveis por reconhecer,
englobar e destruir
microrganismos, além de
participar da ativacao da
resposta imune por meio da
apresentacdo de antigenos a
outras células de defesa.

Complexo - Conjunto de

microrganismos geneticamente

muito semelhantes,
pertencentes ao mesmo
grupo, que compartilham
caracteristicas bioldgicas e
patogénicas, mas que podem
ser classificados em espécies
diferentes.
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IS6110:
o gene saltador

Na década de 1950, a pesquisadora Barbara
McClintock identificou a presenga de ele-
mentos genéticos méveis (EGMs) e elucidou
seu papel na remodelagio cromossdomica
de espécies de milho. Os EGMs podem ser
classificados em duas categorias principais:
classe I e classe II. Os EGMs de classe I,
também conhecidos como retrotransposons,
possuem a capacidade de mover-se no geno-
ma por meio de um mecanismo de “copiar
e colar”. Em primeiro lugar, sio transcritos
em RNA e posteriormente convertidos no-
vamente em DNA por agio de uma enzima
transcriptase reversa (Figura 2A). No caso
dos EGMs de classe II, geralmente deno-
minados transposons, eles codificam outro
tipo de enzima chamada transposase, que
permite seu deslocamento no genoma por
meio de um mecanismo de “cortar e colar”

(Figura 2B). Em bactérias, esses transposons

sdo chamados de sequéncias de inser¢io (IS
— Insertion Sequences).

O IS6110 é um elemento de insercio do tipo
transposon, especifico do CMTB. Trata-se
de uma sequéncia com 1358 pares de bases
(pb), que pertence a familia IS3 de sequén-
cias de insercdo. Estudos demonstram que
esse elemento pode estar presente em multi-
plas cépias — variando de aproximadamente
10 a 156 — em diferentes cepas de Mtb. O
IS6110 possui duas regides do DNA cha-
madas ORFs (open reading frames ou qua-
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M. microtti _g® . .
Linhagem 2 (L2): Oeste Asiatico
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i capmae inhagem 4 (L4): Europa e —merlcas
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R e R M. canetti

Figura 1.

Filogenia e distribuicao
geografica do CMTB.
Sugere-se que as espécies

do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB) surgiram
de um ancestral comum mais
recente (MRCA), que teria
surgido ha cerca de 40.000
anos. As linhagens capazes de
infectar exclusivamente os seres
humanos estao representadas
de forma colorida, enquanto

as linhagens adaptadas aos
animais estao na cor cinza.
Além disso, destaca-se o mapa
com a distribuicdo global das
sete principais linhagens de
CMTB adaptadas aos humanos.

ORF - Trecho de uma sequéncia

dros de leitura abertos), denominadas orfA e
orfB que, apds serem transcritas, podem ser
traduzidas em proteinas nas células. Essas
duas ORFs apresentam sequéncias repetidas
invertidas em suas extremidades e se sobre-
pdem parcialmente, ou seja, compartilham
um par de bases (1 pb) da sua sequéncia no
DNA (Figura 3). Cada uma dessas ORFs
pode ser traduzida separadamente, originan-
do proteinas individuais (A e B) que ajudam
a controlar a movimentagio do IS6110 den-
tro do genoma.

do DNA que potencialmente
pode ser traduzido na célula
para produzir uma proteina.

Ele comeca em um ponto
especifico de inicio (codon
ATG), termina em um cédon de
parada e possui varios codons
correspondentes a aminoacidos,
indicando que aquela sequéncia
pode gerar uma proteina
funcional.
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Remodelacdo Cromossomica
- Alteragao na estrutura,
quantidade ou arranjo dos
cromossomos, como delecdo,
duplicacao e insercao.
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Frameshift translacional - —
Mecanismo no qual o ribossomo
muda a forma de leitura do RNA
(deslocando a matriz de leituras
das trincas) durante a producdo
de uma proteina. Essa mudanga
permite que dois quadros de
leitura (ORFs) diferentes do
DNA sejam traduzidos juntos,
formando uma Gnica proteina
maior e funcional.

sejam traduzidas em conjunto, formando uma proteina de
fusdo, chamada orfAB. No caso do IS6110, essa proteina de

fusio corresponde A transposase, a enzima responsivel por

Proteina de fusdo - E uma
Gnica proteina formada pela
juncao de duas sequéncias
nucleotidicas diferentes,
originarias de sequéncias
que codificam duas proteinas
distintas.

Além disso, em algumas situagdes, ocorre um mecanismo es-
pecial na tradugio do RNA, chamado de mudan¢a do quadro
de leitura (frameshift) translacional, no qual o ribossomo (a
estrutura responsivel por produzir proteinas) muda a forma
de leitura do RNA e passa a ler as trincas de modo diferente
e deslocado. Esse “deslizamento” permite que as duas ORFs

permitir que essa sequéncia de inser¢io se mova e se insira em
diferentes regioes do DNA bacteriano.

A
RETROTRANSPOSON (CLASSE 1) TRANSPOSON (CLASSE 2)
DNA
Gendmico
Ligacao e Clivagem
da Transposase
Transcricao
Transposase
[
/TN, /7 MRNA _E [ 6‘ D_
Transcricdo reversa F -
Integracao Integracao
DNA
Gendmico l:‘ - I:I N | / I:I
Excisao
Figura 2.

As duas principais classes

de elementos genéticos
moveis (EGMs). (A) Os
retrotransposons (Classe 1),
utilizam o método de “copiar

e colar”, a partir da transcricao
dos transposons em RNA,
seguida de uma transcricao
reversa e integracdo a um
novo local do DNA gendmico.
(B) Os transposons (Classe

2) executam um processo de
“cortar e colar”, no qual sdo
removidos do local de origem a
partir da acdo das transposases
e integrados em outra regido
alvo do DNA gendmico,
enquanto o local de origem
sofre o processo de exciséo e
reparo.

Figura 3.

llustracdo esquematica da

orfB sequéncia IS6110. O gene

Mycobacterium
tuberculosis
H37Ra 4.411.529
pb
(15 copias 1S6110)

- 274-1311pb
e ofA

-~ 6-275pb

— I ————

5 RIT RIT 3

. 1358pb
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1S6710, comumente presente
em 10 a 15 copias nas cepas

de Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), é constituido por dois
quadros de leitura abertos
sobrepostos (ORFs, orfA e orfB)
e possui repeticdes invertidas
terminais (RITs) em suas
extremidades.
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IS6170: uma faca

de dois gumes
para o Mtb?

Atualmente, sabe-se que a frequéncia de
transposi¢io do IS6110 pode influenciar di-
retamente o fendtipo do Mtb, uma vez que
esse elemento pode atuar como sequéncia
promotora no local em que ele se insere,
modulando a expressio de genes vizinhos
e, potencialmente, aumentando a viruléncia
do patdgeno. Isso ocorre porque o 1S6110

contém, em sua prépria sequéncia, regides

semelhantes A sequéncia dos promotores |

bacterianos, incluindo sequéncias consenso
reconhecidas pela RNA polimerase, espe-
cialmente em seu extremo 3. Assim, quando
0 IS6110 se insere préximo a um gene e na
orientagio adequada, ele pode aumentar ou
alterar o nivel de expressio desse gene. En-
tretanto, ainda nio hi consenso na literatu-
ra acerca do impacto do nimero de cdpias,
da redu¢io ou do aumento da atividade de
transposi¢io sobre o aumento ou diminui¢io

da patogenicidade do Mtb.

Ja foi relatado, por exemplo, que o IS6110
pode atuar como um promotor mével, uma
vez que, apds sua transposicio e integragio
préxima a regides génicas, pode iniciar ou
aumentar a transcri¢io de genes adjacentes.
Dentre os genes que sofreram influéncia,
destaca-se o phoP, um gene associado ao cres-
cimento prejudicado de Mtb em macréfagos

de camundongos. Em um isolado clinico |

responsivel por um surto de Mycobacterium
tuberculosis resistente a drogas (Mtb-DR),
observou-se que a transcri¢io de phoP foi au-
mentada cerca de dez vezes apds a insergio
do IS6110 a montante do cédon de inicio da
tradugio (ATG). Portanto, acredita-se que
essa regulacio positiva provavelmente esteja
associada ao aumento da viruléncia durante
o processo infeccioso.

Nesse contexto, surgiu a hipStese de que o
maior nimero de copias do IS6110 estaria

Genética na Escola | Vol.21 | N°1 | 2026

relacionado ao aumento da viruléncia do
Mtb durante a infec¢io. Essa suposi¢io ba-
seou-se em um estudo realizado em 2004, no
qual se observou que a linhagem Mycobacte-
rium tuberculosis Beijing/ W apresentava 21
cépias do IS6110 — o maior nimero entre
todas as cepas analisadas —, sendo reconhe-
cida por sua elevada patogenicidade e resis-
téncia a maltiplos firmacos.

No entanto, cepas com baixo nimero de cé-
pias desse transposon também sio capazes
de causar surtos e desenvolver resisténcia a
medicamentos. Espécies como M. bovis, que
apresentam apenas uma c6pia do IS6110 em
seu genoma, demonstram elevada capacida-
de de transmissio e infec¢do. Além disso, ja
foi descrito na literatura que a presenca de
um ndmero excessivo de cpias desse ele-
mento em diversas regides do genoma do
Mtb pode resultar na inativagio ou exclusio
de genes essenciais, e isso pode ser potencial—
mente prejudicial ao patdgeno. Sendo assim,
os efeitos da inser¢io do IS6110 no genoma
micobacteriano podem ser deletérios ou van-
tajosos do ponto de vista evolutivo, a depen-
der da regido afetada. Esses achados sugerem
que diferentes espécies micobacterianas ado-
tam distintos mecanismos de sobrevivéncia e
adaptagio, independentemente do contetido
gendmico relacionado ao IS6110.

Diante disso, surge o questionamento: qual
é, de fato, o papel do IS6110? Trata-se de um
gene egoista ou de um fator vantajoso para o
patégeno? Na primeira hipStese, sua presen-
¢a ndo teria impacto significativo para o Mtb,
atuando apenas como um elemento genético
passivo, com potencial de gerar desequili-
brios quando presente em elevado niimero
de cépias. Ja na segunda hipdtese, o 1S6110
poderia representar uma estratégia adapta-
tiva utilizada pelo patdgeno como uma “vil-
vula de escape” frente a ambientes hostis ou
condigdes de estresse. Essa caracteristica pos-
sibilitaria eventos de transposi¢io que culmi-
nariam na indugio de fendtipos associados a
viruléncia e 4 vantagem adaptativa diante do
sistema imunoldgico do hospedeiro.

Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

Promotor bacteriano -
Conjunto de sequéncias
consenso (conservadas
evolutivamente) que sao
reconhecidas pelas enzimas
RNA polimerases bacterianas,
permitindo o inicio da
transcricao de um RNA.

Isolado clinico - Corresponde
a uma amostra bacteriana
obtida diretamente de um
paciente e posteriormente
cultivada em laboratério para
fins de identificacdo e analise.
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Importancia
diagnostica
do IS6110

O IS6110 possui significativa importincia
laboratorial, sendo amplamente utilizado
como alvo em métodos moleculares para a
detec¢io do Mtb. A presenca de multiplas
cépias no genoma aumenta o nimero de
alvos disponiveis, contribuindo para a eleva-
¢do da sensibilidade dos testes diagndsticos.
Atualmente, diversas metodologias, incluin-
do algumas em desenvolvimento ou aprimo-
ramento, utilizam o IS6110 como gene-alvo
principal para diagnéstico da TB.

Entre essas metodologias, destaca-se a PCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction), téc-
nica versatil, especifica, econdmica e de rapi-
da execugio, que permite utilizar diferentes
tipos de amostras bioldgicas. Para detalhes
sobre a PCR, ver Genética na Escola. V 14,
n.2 (2019). Neste caso, o gene 1S6110 é o
alvo da reagio, sendo multiplicado de forma
exponencial e detectado em amostras biols-
gicas de pacientes com TB. A PCR requer
ciclos térmicos distintos para a desnatura-
¢do, hibridagio dos iniciadores (primers) e
extensdo do DNA. Existem variagdes dessa
técnica. Além da PCR convencional, de na-
tureza qualitativa, com anélise do produto
por eletroforese e/ou sequenciamento, existe
também a PCR em tempo real (qPCR ou
PCR quantitativa), que permite a avaliacio
dinimica da quantidade do DNA amplifica-
do durante a reagio (Figura 4A).

O LAMP (do inglés, Loop-mediated isother-

espontaneamente, resultando na formacio
de estruturas em alca (loops). Essas estrutu-
ras em alca facilitam a amplificacdo porque
funcionam como moldes altamente eficientes
para novas sinteses de DNA. Cada al¢a cria
multiplos pontos de inicio para a atividade
da DNA polimerase, permitindo que a sin-
tese ocorra de forma continua e simultinea.
Como resultado, o DNA-alvo é amplificado
de maneira ripida e eficiente, mesmo em
temperatura constante (65°C), o que explica
a alta velocidade e sensibilidade do método
LAMP. Essa caracteristica elimina a neces-
sidade de equipamentos complexos, como
os termocicladores, geralmente utilizados
na PCR. Por sua simplicidade e rapidez,
o LAMP ¢ especialmente indicado para o
diagnéstico da tuberculose em locais com
poucos recursos e é atualmente recomen-

dado pela Organizacio Mundial da Saude

mal amplification, veja 0 BOX 1) representa
uma alternativa simples de diagndstico, tam-
bém especifica e de baixo custo. No método
LAMBP, estruturas em al¢a se formam devi-
do 20 modo como a sintese do DNA ocorre.
Durante o processo, as fitas recém-formadas
passam a conter sequéncias complementares
em sua prépria estrutura. Quando essas fitas
sdo liberadas da molécula original, elas ten-
dem a se dobrar sobre si mesmas, pois suas
extremidades complementares se pareiam

Genética na Escola | Vol.21 | N°1 | 2026

(OMS) (Figura 4B). A diferenca principal
entre 0 LAMP e a PCR consiste no fato de
que a PCR requer variagio de temperatura
para desnaturacio, hibridagio de iniciado-
res (primers) e extensio do DNA, enquanto
o LAMP promove a amplificagio em tem-
peratura constante, utilizando primers que
induzem a formagio de estruturas em alga,
permitindo sintese continua do DNA sem
necessidade de variagio de temperatura.

J4 o TRM-TB (teste rdpido molecular para
tuberculose, ou Xpert MTB/RIF) é uma
plataforma automatizada baseada em PCR
multiplex em tempo real. O sistema possibi-
lita tanto a extragio do DNA na preparagio
da amostra bioldgica quanto a amplificagio
e detecgio do Mtb em um tnico processo,
fornecendo resultados em cerca de 90 minu-
tos (Figura 4C). No Xpert MTB/RIF, duas
sequéncias sio o alvo para o diagndstico de
TB, ambas de transposons: o IS6110 e o
IS1081. Além da identifica¢io do patdgeno,
o teste também detecta mutagdes associadas
A resisténcia A rifampicina, principal firmaco
utilizado no tratamento da TB. Apesar das
limitagdes relacionadas ao custo elevado e a
restricio de uso a certos tipos de amostras,
excluindo o sangue, o TRM-TB ¢é considera-
do, pela OMS, o padrio-ouro entre os testes
moleculares para o diagnéstico de TB.

Genética na Escola — ISSN: 1980-3540

LAMP - E uma técnica de
amplificacao do DNA, que
ocorre em uma temperatura
constante (~65°C), sem

a necessidade de um
termociclador como na PCR. O
DNA amplificado no processo
pode ser detectado a partir da
mudanca de coloracdo, turbidez
ou fluorescéncia.

PCR multiplex - Trata-se de
um tipo de PCR que permite,
em uma Qnica reacao, a
amplificacao simultanea de
diversas sequéncias alvo,
porque na reacao sao utilizados
mais de um par de iniciadores
(primers).
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O que
aprendemos?

Diante do exposto, foi possivel compreender
de forma mais aprofundada aspectos con-
ceituais, estruturais e mecanisticos do gene
1S6110. Sua classificagio como EGM do tipo
transposon possibilita mudangas fenotipicas
significativas relacionadas a evolugio, patoge-
nicidade e sobrevivéncia do Mtb, agente etio-
légico da TB. Ademais, ficou evidenciada sua
importincia laboratorial para o diagnéstico
molecular da doenga, sendo 0 IS6110 a prin-
cipal sequéncia alvo dos métodos moleculares
atualmente utilizados. Estudos que elucidam
os mecanismos e as consequéncias da agdo
desse gene sio indispensdveis para compreen-
der seu papel no ciclo de vida do patdgeno e
como ele pode influenciar a infecgio no hos-
pedeiro — especialmente os seres humanos.

Genética na Escola | Vol.21 | N°1 | 2026
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Figura 4.
Principais técnicas
moleculares utilizadas para a
deteccao do Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) a partir
da amplificacdo do 1S6710.
(A) Para o diagnéstico por
PCR, inicialmente realiza-se a
extracao do DNA gendmico. Em
seguida, ocorre a amplificacdo
do IS6710 e, por fim, analise
de resultados a partir da
quantificacdo dindamica do DNA
amplificado durante a reacao.
(B) O LAMP também é iniciado
com a extracdao de DNA e o
material genémico é submetido
__a amplificacdo isotérmica em
banho-maria, por 60 minutos, a
65°C. A analise dos resultados
baseia-se na colorimetria,
sendo a cor verde indicativa
de resultado positivo e a cor
laranja, de resultado negativo.
(C©) No caso do TRM-TB, as
amostras bioldgicas de urina
e escarro sao processadas,
misturadas com um reagente
(buffer) e posteriormente
adicionadas ao cartucho, que
é inserido no aparelho para as
reacoes de PCR e analise dos
resultados. O asterisco (*) na
amostra de sangue indica que
esse tipo de amostra biolégica
nado é processada pelo TRM-TB.

L Amplificacdo isotérmica - E
um método de multiplicacao de
moléculas do DNA que ocorre
em temperatura constante, sem
a necessidade de aquecer e
resfriar a amostra varias vezes.
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Box 1.
Amplificacao isotérmica mediada por loop.

1. Hibridacdo do primer interno forward

O primer interno forward (PIF), composto por sequéncias das regides
F2 e F1C, se liga a regido complementar F2C da fita molde e inicia a
sintese de uma fita complementar pela DNA polimerase.

s [B]> [} =
% Primer interno
forward (PIF)

Primer externo
forward (PEF)
5

2. Extensao e deslocamento via primer externo

O primer externo F3 se hibrida a regido F3C e promove a sintese de
DNA (DNA PE-F), deslocando a fita recém-sintetizada iniciada pelo
primer interno forward.

+ 1Bl—{RHRA]l |ads >

DNA sendo sintetizado via primer
externo forward (DNA PE-F)

3. Acdo do primer interno reverse

A fita deslocada forma uma estrutura complementar (DNA PI-F)
contendo as regides B1C, B2C e B3C. Entdo, ocorre 0 mesmo processo
da etapa 2, porém no sentido backward: o primer externo backward
(PEB) desloca a fita sintetizada pelo PIF. Dessa forma, ocorre a
formacao da fita DNA PI-B com as extremidades complementares.

5 :||=1c|—| F2 |{ F1 |-——[B1c}-{B2C] {B3€C}-
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DNA sendo sintetizado via primer
externo backward (DNA PE-B)
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A amplificacao isotérmica mediada por loop (do inglés, Loop-mediated isothermal amplification - LAMP) é uma técnica molecular de amplifi-
cacdo de DNA realizada em temperatura constante. O método utiliza um conjunto de primers especificos - geralmente quatro principais (F3, B3,
PIF e PIB) - que reconhecem miiltiplas regides do DNA-alvo, conferindo alta especificidade. Durante a reacao, sao formadas estruturas em alca
(loops) que permitem a amplificacdo exponencial do material genético. O DNA amplificado no LAMP pode ser detectado por eletroforese em gel,
pela visualizacao de bandas de DNA; por fluorescéncia, utilizando corantes intercalantes que se ligam ao DNA dupla fita e emitem fluorescéncia
em contato com a luz visivel ou ultravioleta ou por métodos colorimétricos, nos quais indicadores quimicos mudam de cor durante a reacdo,
permitindo a identificacao do produto amplificado a olho nu. Abaixo, as etapas do LAMP:

4. Formacao do loop (alca) e hibridacao PIF

Devido a complementaridade entre as regides F1 e F1C (B1 e B10), a
molécula de DNA dobra-se, formando uma estrutura em alca (loop)
nas extremidades 3' e 5', que servem como sitio para novas reacoes
de amplificacdo a partir da hibridacdo dos primers internos. Nessa
etapa, a partir da ligacao do PIF, ocorre a formacao de uma fita DNA
PI-F.

DNA PI-B

s [B1¢

B1C

3

5. Sitio de ligacao permite a amplificacao exponencial

A partir da complementaridade entre B1 e B1C ocorre a hibridacao
na extremidade 3' do PIB, ocorrendo o mesmo processo da etapa 4
e a formagdo de uma fita DNA PI-B. Como ambas as extremidades
sdo complementares, isso permite que os primers PIF e PIB liguem-
se a esses sitios de ligacao, permitindo uma reacao de amplificacao
exponencial.

DNA PI-B

B1C

daid

3’

DNA PI-F
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6. Métodos de deteccao

O DNA amplificado pode ser identificado tanto em gel de eletroforese
(a), emissao de fluorescéncia (b) ou deteccao colorimétrica (c),
permitindo diferentes estratégias de visualizacao do resultado.

b) )
c—
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