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de biologia molecular. A obtengdo de DNA de boa qualidade tem

impacto direto sobre os resultados de técnicas como: reagdo em "’ '
cadeia da polimerase (PCR), Southern blotting, sequenciamento e '

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Nos

procedimentos de extragcdo de DNA, duas etapas sdo criticas: a lise
das células para liberagdo do DNA do nucleo e a remogdo de
proteinas, restos celulares e de organelas. O DNA, apesar de possuir
certa estabilidade, pode, ao longo do procedimento de extragdo,
sofrer quebras cromossémicas devido as agitagdes mecdnicas e ao
manuseio da amostra. Diferentes protocolos tem sido descritos com

Figura 1. Analise da integridade do DNA gendmico apds as extragdes
(eletroforese horizontal em gel de agarose 1%). Em cada canaleta foi

0 objetivo de minimizar essels danos e aumentar a pureza do DNA, aplicado 3 pL de DNA extraido pelas técnicas: (l) Salting out com agitagdo
visando o sucesso das andlises. Dentre esses protocolos estdo orbital, (1) Salting out com vortex, (Ill) Proteinase K/Fenol-cloroférmio com
extragdes conhecidas como: Salting out' e Proteinase K/Fenol- agitacdo orbital e (IV) Proteinase K/Fenol-cloroférmio com vértex. As
cloroférmio?. técnicas I, Il e IV apresentaram uma maior quantidade de fragmentos
Objetivo peqtjerTos do que a Ill, mostrando um maior nimero de quebras do DNA

gendmico.

Comparar a integridade e a qualidade de DNAs obtidos através
da aplicagdo de quatro protocolos de extragdo de DNA, visando a CN
utilizagdo da técnica de PCR. M
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Metodologia
Seis amostras de sangue total foram colhidas e separadas cada 3000 pb
uma em quatro aliquotas de 1 ml. As técnicas de Salting out e 2500 pb =
Proteinase K/Fenol-cloroférmio foram utilizadas aplicando-se etapas
com agitagdo leve (orbital) das amostras ou agitacdo vigorosa (vortex)
(4 protocolos distintos).

Extragdo de DNA

1) Salting out! com agitagdo tipo orbital

1l) Salting out! com agitagdo tipo vértex
1ll) Proteinase K/Fenol-cloroférmio? Figura 2. Andlise da eficiéncia da amplificagao dos DNAs através da técnica
com agitagdo orbital de PCR (eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%). Em cada canaleta

IV) Proteinase K/Fenol-cloroférmio? foi aplicado 5 uL do produto do PCR referente as seis amostras submetidas
i 2y fietse as técnicas: (1) Salting out com agitagdo orbital, (I1) Salting out com vértex,

(1) Proteinase K/Fenol-cloroférmio com agitagdo orbital e (IV) Proteinase K/
Fenol-cloroférmio com vértex. M: Marcador de peso molecular: 1 Kb. CN:

Ty m— Quantificagdo das amostras de controle negativo.
DNA utilizando espectrofotometro ~
Gel de agarose BioSpectrometer basic (marca Con CI usao

Coleta de sangue periférico em
tubo com EDTA

el A partir dos resultados obtidos através da quantificagdo das
amostras (tabela 1), pode-se concluir que os protocolos | e Il
geraram maior concentragdo de DNA do que os protocolos Il e IV.

Eletroforese horizontal Ja em relagdo a pureza do DNA, nota-se que os protocolos I, il e IV

Gel de agarose 1,5% geraram os melhores graus de pureza. Em relagdo a integridade do
DNA obtido (figura 1), é possivel observar que o protocolo IlI
ReSUItadOS apresentou DNAs com menor numero de quebras genomicas em
relagdo aos demais. Na figura 2 é possivel observar a amplificagdo
do fragmento de 3000 pb em todos os protocolos, demonstrando a
boa qualidade das amostras. Por fim, conclui-se que as duas
versdes da técnica de extragdo por Salting out (I e Il) podem ser

PCR para amplificagdo de um
fragmento de 3.000 pb

Tabela 1. Comparagdo entre concentragdes e graus de pureza da
molécula de DNA apéds aplicagdo de quatro protocolos de extragdo
(médias dos resultados obtidos).

Pardmetros/ | I I W Referéncias utilizadas em técnicas de biologia molecular, cujos resultados
Técnicas dependem da presenga de uma boa concentragdo de DNA ou cujas
Concentragdo . ~ . ) . .
DNA | 332,03 | 282,02 165,63 165,3 quebras genomicas ndo interfiram na interpretacao da andlise. Por
(ng/“.) outro lado, a extragdo com Proteinase K/Fenol-cloroférmio com
Absorbancia 2 N . . .
260/280 1,77 1,86 1,87 1,85 1,8-20 agitagdo orbital se mostrou mais adequada por preservar mais a
anci integridade do DNA e, nesse caso, pode indicada para uso em
Apsorbancia |y 25 | g4 2,22 2,38 2,0-22 B . licon - b .
260/230 técnicas, cujas andlises visem a deteccao de mutagdes do tipo
Raz&o absorbancia 260/280: abaixo de 1,8 indica presenca de proteinas. grandes dele¢Bes, a exemplo da técnica de MLPA.
Razdo absorbancia 260/230: abaixo de 2,0 indica presenga de fenol e outros A .
contaminantes. Agéncias de fomento

Referéncias FDRH/FEPPS, CNPq, CAPES, FAPERGS.
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