O S o B SALAO DE INICIACAO CIENTIFICA
ﬂ‘-&&fﬁg XXVII SIC
v $
> oaz no pluradl UFRGS
Evento Saldo UFRGS 2016: SIC - XXVIII SALAO DE INICIACAO

CIENTIFICA DA UFRGS

Ano 2016
Local Campus do Vale - UFRGS
Titulo AVALIACAO DE EFICIENCIA DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO

NA RECUPERACAO DE PARTICULAS VIRAIS DE HAdV-5

Autor GRAZIELE PRESSI

Orientador CAROLINE RIGOTTO




AVALIACAO DE EFI~CIENCIA DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO NA
RECUPERACAO DE PARTICULAS VIRAIS DE HAdV-5

Graziele Pressit; Caroline Rigotto?
! Académica de Biomedicina da Universidade Feevale/ Bolsista PROBIC Fapergs
2 Professora da Universidade Feevale/ Orientadora da Pesquisa

A etapa de extracdo de genomas virais € um dos fatores a ser considerado na recuperagédo
dessas particulas, uma vez que perdas de &cidos nucleicos ocorrem durante a execugdo deste
processo, induzindo a uma subestimacdo da concentracao viral presente na amostra. Para isto,
diversos protocolos séo descritos, destacando-se os que utilizam colunas de silica, tendo em
vista que estes proporcionam a obtencdo de material gendmico com elevado grau de pureza.
Estudos recentes demonstram que etapas adicionais a extracdo com kit padrdo auxiliam em
uma maior eficiéncia de recuperacdo viral, sendo estas ebulicdo e tratamentos prolongados
com proteinase K anteriormente ao uso do kit. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia de protocolos distintos de extracdo de suspensdes de HAdV-5, visando a elaboracgéo
de técnicas capazes de extrair e recuperar genomas virais com maior efetividade. Para isto,
aliquotas de suspensdes de HAdV-5 (com titulo de 2,20 x 108gc/5uL) foram submetidas a
quatro condicdes distintas de extracdo, sendo estas: 1) Amostras diluidas em tampdo AE e
extraidas com o uso do kit comercial BioPur®; 2) Amostras diluidas em tamp3o AE, fervidas
em termociclador por 10 minutos a 100°C, alocadas gelo e, logo apds, acrescentados 5 pL de
Proteinase K (BioPur®) e inseridas por uma hora em termobloco a 37°C; 3) Condicio 2,
seguido de extracdo padrdo com o uso do kit BioPur®; 4) Extracdo com kit BioPur® nio
empregando a etapa da diluicdo em tampdo AE. As amostras foram submetidas a gPCR
empregando iniciadores que amplificam parcialmente a regido da proteina de capsideo hexon.
Foram realizados trés experimentos independentes. As concentra¢fes médias obtidas para 0s
testes realizados foram de 1,99 x 107, 6,13x10° e 4,18 x 107 cg/5L, respectivamente para as
condic¢des um, trés e quatro. Destaca-se que na segunda condicdo foram obtidos valores nulos
de recuperacdo de HAdV-5. Com isto, foi possivel observar que, ao contrario de estudos
recentes, no presente trabalho nas condicdes testadas a ebulicdo de amostras ndo foi eficiente
para a extracdo do genoma de HAdV-5, sendo que amostras ndo diluidas em tampdo AE e
extraidas através do uso de kit padrdo BioPur® foram as que apresentaram maiores indices de
recuperacdo de particulas virais.



