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1.1

OBJETIVO

Estabelecer normas para a Técnica de Acidos Nucleicos (DNA/RNA) através da

Eletroforese em material congelado.

ABRANGENCIA

Todos os colaboradores, alunos e estagiario.

RESPONSABILIDADES

Todos os profissionais que realizarem, a Técnica de Acidos Nucleicos (DNA/RNA) através

da Eletroforese.

DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Nao aplicavel.

DEFINICOES

A analise de DNA por eletroforese € uma das técnicas fundamentais nos laboratérios de
pesquisa e de diagndstico. O principio € baseado no fato da molécula de DNA possuir
carga negativa em valores de pH neutro ou alcalino e consequentemente, quando aplicado
ou imerso em uma matriz de gel submetida a um campo elétrico, migra em diregdo ao pdlo
positivo (an6do). A velocidade da migragéo depende do tamanho da molécula. Por isso em
um dado momento da eletroforese moléculas de tamanhos distintos se encontram em
diferentes pontos da matriz.Utiliza-se normalmente o gel de agarose para a separagao de
fragmentos que variam de 0,2 kb a 50 kb (1 kb = 1000 pares de bases). O gel de agarose &
feito apenas através da mistura de um tampao e agarose, a eletroforese em gel de agarose
pode ser usada como método analitico ou preparativo, isto €, quando o fragmento de DNA
€ recuperado e purificado a partir do gel.

Frequentemente se utiliza a coloragdo com brometo de etidio (EtBr), uma substancia
mutagénica. Em adicdo, para a visualizagdo do DNA corado com EtBr, é necessaria a
utilizagédo de transiluminador de luz ultravioleta. Para a utilizac&o de tal aparelho e paraa o
uso do brometo de etidio, € necessario o cuidado com a biosseguranca nado somente do

manipulador, mas de todos os que compartilham o uso do laboratério.
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6. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS
6.1 Extracao de RNA e DNA de Material Congelado:

Os fragmentos de biopsias foram colhidos em vial de congelamento contendo 1ml de
RNAlater (Ambion — cat n°® AM7021), o frasco ficou na geladeira por aproximadamente 3

dias antes de serem estocados em nitrogénio liquido.

6.1.1 Lise Celular:
As amostras com mais de 0,5mm foram maceradas em cadinho e colocadas em eppendorf
a seguir, foram adicionados

6.1.2 1000p! de tampao de lise (10mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0, SDS e Triton X-100
na concentracéo final de 0.8% e 0.06% respectivamente + 20ul de proteinase K 20mg/ml) e
a amostra foi incubada a 60°C por = 24 horas. Apds 16 horas, as amostras que nao
estavam totalmente digeridas foram adicionados 20ul de Proteinase K 10mg/ml. Apds a
incubagao, o material foi centrifugados por 1 minuto por 13.000rpm, e o sobrenadante
recolhido em dois eppendorfs, um foi usado para a extracdo de DNA com Fenol
Cloroféormio e o outro para extracdo de DNA/RNA com PureLink Viral RNA/DNA kit —
Invitrogen — cat 12280-050.

6.2 Tampao de Lise Celular (modificado)

Com Fenol Cloroférmio Extraido do artigo: AFV1, a novel virus infectinghy perthermophilic
archaeaofthe genus Acidianus.MarcusBettstetter, XuPeng, Roger 2 Garrett, David

Prangshvili.

6.2.1 Apo6s a incubacgao, centrifugar 2000g por 10 minutos (remogao dos debis celulares),
adicionar o mesmo volume do sobrenadante de fenol tamponado, centrifugar 10000rpm por
5 minutos, recolher o sobrenadante e adicionar o mesmo volume de solugéo de

fenol/cloroformio/isoamilico.

6.2.2 Homogeneizar gentiimente e centrifugar 10000rpm por 5 minutos. Recolher o sobrenadante
e adicionar o mesmo volume de solugao de fenol/cloroformio/isoamilico.
6.2.3 Homogeneizar gentiimente e centrifugar 10000rpm por 5 minutos. Recolher o sobrenadante

e adicionar 0,1volume de acetato de sédio 3M pH8.0 e 2 volumes de etanol absoluto.
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6.2.4 Incubar 24 horas a —20°C. Centrifugar a 13000g por 30 minutos a 4°C. Desprezar o

sobrenadante. Deixar os eppendorfs secando a temperatura ambiente por

aproximadamente 20 minutos. Ressuspender com 50ul de agua de injegao.

6.3 Extragcao DNA - PureLink Viral RNA/DNA kit - Invitrogen
6.3.1 Adicionar 200ul de lysis buffer contendo 5.6ug de Carrier RNA (preparo da solugéo pag 6 —

user manual) e incubar a 56°C por 15 minutos. A seguir foram adicionados 250ul de etanol
absoluto e misturados no vortex por 15 segundos.

6.3.2 Os tubos foram incubados atemperatura ambiente por 5 minutos. Os lisados foram
adicionados as colunas (Viral Spin Colum) e estas colocadas dentro de tubos coletores. O
material foi centrifugado por 1 minuto a 6.800g, o tubo coletor foi descartado e as colunas
foram colocadas em tubos coletores novos.

6.3.3 Foram adicionadas as colunas 500ul de Wash Buffer com etanol, os tubos contendo as
colunas foram centrifugados a 1 minuto a 6.800g, o liquido centrifugado foi descartado. As
colunas foram novamente lavadas com 500ul de Wash Buffer com etanol os tubos
contendo as colunas foram centrifugados a 1 minuto a 6.800g, o liquido centrifugado foi
descartado.

6.3.4 As colunas foram novamente centrifugadas a 1 minuto na velocidade maxima para remover
residuos de Wash Buffer. As colunas foram colocadas em tubos de 1,7ml. Foram
adicionados 30pl de agua Rnasefree no centro da coluna (eluigcao).

6.3.5 As colunas foram incub adas por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugadas por 1
minuto na rotacdo maxima. As colunas foram descartadas e as amostras foram

quantificadas em espectrofotometro e armazenadas a —20°C.

6.4 Quantificagao DNA/RNA

6.4.1 Apdés a extracdo, as amostras de DNA/RNA foram submetidas a analise de sua
concentragao e pureza determinadas através da leitura de absorbancia em 260nm (UV -
Concentragcao do DNA em mg/mI=Absx100x50ug/ml) e em 280nm (quantificagdo de
proteinas) no espectrofotdbmetro (NanoDropThermoScientific 2000). Os valores foram

expressos em ug/ul.
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N° | Identificagcdo da amostra | RNA DNA
260/280 ng/ul 260/280 ng/pl
1
2
3
4
5
6
6.5 Limpeza: Apods o uso limpar com uma gaze com alcool 70°C, o local e guardar o material
utilizado. Conservar o local limpo e organizado
7. FLUXOGRAMAS
7.1 Nao aplicavel.
8. ANEXOS
8.1 Nao aplicavel.
9. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
9.2 A Analise de DNA por Eletroforese. Autores: Elisete Marcia Corréa e Patricia Abrao
Possik.

2021. Direitos autorais reservados ao InCor.
Vedada a reproducédo sem o consentimento expresso do InCor.




