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FUNDAMENTOS TEORICO-PRATICOS E PROTOCOLOS DE EXTRAGAO E DE
AMPLIFICACAO DE DNA POR MEIO DA TECNICA DE REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE!

1. INTRODUCAO

A extracdo e a purificacdo de acidos nucléicos a partir de diversas amostras
experimentais (bactérias, fungos, tecidos vegetais e tecidos animais) é uma etapa
fundamental para se obter alta eficiéncia de amplificacdo nos protocolos que usam a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica tem sido amplamente empregada
em estudos moleculares, em razao da facilidade relativa com que é possivel amplificar
in vitro regides especificas do genoma de qualquer organismo. A PCR possibilita a
amplificacdo de sequéncias de DNA que estejam presentes em misturas complexas e
permite estudos de natureza variada, tais como desenvolvimento de métodos de
diagnéstico altamente sensiveis e especificos, obtencdo de grandes quantidades de
DNA para seqliienciamento e andlises sobre a diversidade genética de populagdes.
Apesar da facilidade de amplificacdo de DNA possibilitada pela técnica de PCR, existe
a necessidade da adequada padronizacao dos protocolos a serem utilizados em todas
as fases dos procedimentos, desde a obtencdo do acido nucléico até a reacdo de
amplificagdo propriamente dita. O DNA, em sua forma original de dupla fita, apresenta
alta estabilidade e é muito resistente e se mantém inalterado em varias condicoes de
meio. No entanto, alguns cuidados sdo aconselhaveis, para que seja evitada a
degradacdo das amostras obtidas em laboratério. A extracgdo de DNA inclui
basicamente dois procedimentos principais: a lise das células presentes na amostra e a
purificacdo do DNA. Apés a lise das células, o DNA deve ser separado dos restos
celulares e das proteinas, precipitado e suspenso em volume adequado de agua
ultrapura ou solugdes-tampao adequadas. As amostras de DNA podem também ser
submetidas a processos de concentracao e de purificagdo, com a finalidade de se obter
melhores resultados nas amplificacées. Para cada tipo de amostra, varios protocolos
podem ser testados, adaptados e otimizados, de maneira a se conseguir DNA de boa
qualidade. Neste manual apresentam-se, de maneira simples, alguns fundamentos da
analise de DNA.

' Polimerase chain reaction, PCR.
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2. CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ACIDOS NUCLEICOS

As células vivas sao capazes de preservar e de transferir a informacéo genética
para as novas geracoes por meio da complementaridade estrutural das moléculas de
acidos nucléicos: o DNA e o RNA. A unidade basica tanto do DNA como do RNA sao
polimeros de subunidades monoméricas, denominadas nucleotideos, que estao
arranjados em sequUéncia precisa. Em organismos eucariéticos (cujas células
apresentam-se organizadas com membrana, citoplasma e nucleo), o DNA é encontrado
no nucleo das células e também nas mitocéndrias e nos cloroplastos. As moléculas de
DNA e de RNA consistem de apenas quatro tipos de nucleotideos. Os nucleotideos sao
compostos precursores da sintese dos acidos nucléicos que contém um grupo fosfato,
uma pentose (molécula de acucar com cinco carbonos) e uma base nitrogenada.
Durante o processo de polimerizacdo do acido nucléico, a ligacao de um nucleotideo a
cadeia em extensao ocorre pela acao nucleofilica de uma hidroxila da pentose (3’-OH),
do residuo de nucleotideo mais externo da cadeia, sobre o fosfato a ligado ao carbono
5" da pentose (5-PQO4) do nucleotideo que sera incorporado, resultando na liberacao
de um ion difosfato. A pentose que compée o RNA é sempre a ribose e o0 DNA, a
desoxirribose. As bases adenina, guanina e citosina sdo encontradas tanto nas
moléculas de DNA como de RNA, enquanto timina aparece exclusivamente nas
moléculas de DNA e uracila, nas de RNA. Tanto o DNA quanto o RNA sao utilizados na
pesquisa, dependendo, principalmente, do objetivo de cada trabalho.

O DNA apresenta diferentes sequiéncias de nucleotideos, que formam diferentes
unidades, conhecidas por genes. O gene é definido como o segmento de DNA que
codifica a informacéao requerida para a produgao de determinado polipeptideo ou de um
segmento de RNA. Formas alternativas dos genes sdo denominados alelos e a
totalidade do DNA presente na célula € chamada de genoma. Os genes estdo
organizados em Cromossomos € a sua posi¢do no cromossomo € denominada locus.
Na maioria dos organismos, chamados diploides, cada célula contém duas cépias de
cada tipo de cromossomo. Nestes organismos, cada individuo possui dois alelos para
cada loécus, um originario da mae e outro do pai. Se os dois alelos de um lécus nao
podem ser diferenciados pela sua sequéncia de nucleotideos, ele € chamado de
homozigoto para o lécus considerado; e, caso contrario, ele é denominado
heterozigoto. O principio da segregacao estabelece que cada célula reprodutiva
originaria de individuos heterozigotos contém apenas um dos dois alelos, enquanto as
demais células contém os dois alelos em igual freqiéncia. Em seu estado nativo, o
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DNA apresenta-se arranjado em dupla hélice, com as fitas das seqléncias
complementares ligadas entre si por pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.
O DNA de todas as bactérias (organismos procariéticos) e de muitos virus sao
arranjados de forma circular. O cromossomo da Escherichia coli contém cerca de
0,0044 picogramas de DNA, cerca de 4 x 10° pares de bases que codificam cerca de
3.300 proteinas diferentes. Os seres humanos apresentam ao redor de trés bilhdes de
pares de bases que codificam de 50 a 100 milhares de genes em 24 cromossomos. Os
virus apresentam quantidade reduzida de informacédo genética, quando comparados
aos organismos celulares, porque usam recursos da célula hospedeira para se
reproduzir. Apesar do tamanho relativamente pequeno da informacao genética contida
em bactérias e virus, o DNA desses organismos precisa ser compactado para que
possa ser contido nessas células.

Com base nas caracteristicas estruturais dos acidos nucléicos, algumas técnicas
moleculares sao utilizadas na manipulacao do DNA dos organismos. A hibridizagéo € a
técnica que se baseia na complementaridade entre as fitas de DNA. Um fragmento de
DNA marcado por uma substancia radioativa é usado como sonda para determinar a
presenca da fita complementar em uma amostra especifica. Essa técnica foi muito
utilizada em testes de diagnéstico, porém, atualmente em conseqiéncia de sua baixa
sensibilidade e de problemas advindos do uso de radioatividade, ela caiu em desuso. A
clivagem é outra técnica que pode facilitar a manipulacdo do DNA. Para esse fim,
existem as chamadas enzimas de restricdo, que sdo capazes de cortar o DNA em
sitios especificos, definidos geralmente pela seqiéncia de bases distribuidas ao longo
da molécula, produzindo fragmentos de comprimento menor. As enzimas de restricdo
sado sintetizadas naturalmente por muitas bactérias e centenas (com especificidade
para diferentes sitios de restricao) estdo disponiveis comercialmente. Outros tipos de
manipulagcdo de DNA incluem a amplificacdo (utilizando a técnica de PCR) e a
eletroforese, que serdo apresentados em detalhe.

3. OBTENGAO DE AMOSTRAS PARA EXTRAGAO DE DNA

As amostras pereciveis devem ser acondicionadas de forma adequada até o
momento de serem submetidas a extragcdo do DNA. Amostras de sangue e de outros
tecidos animais devem ser refrigeradas até chegarem ao laboratério. Amostras de
tecidos vegetais também devem ser cuidadosamente colhidas, armazenadas e
refrigeradas. As partes da planta devem ser lavadas e enxaguadas com agua destilada
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ou submetidas a processo de esterilizacdo superficial, de acordo com o objetivo dos
estudos a serem realizados. Para melhor conservagdo, as amostras devem ser
mantidas em temperatura de -20°C a -80°C, dependendo do tempo de
armazenamento. Para utilizacdo de amostras conservadas em estoque, € interessante
o fracionamento em pequenas aliquotas, para que o material ndo sofra
descongelamentos sucessivos, que poderiam contribuir para a oxidacdo do tecido e
para a degradacdo do DNA. O manuseio dessas amostras deve ser feito
preferencialmente com o uso de luvas, para que uma parte dos acidos nucléicos nao
sejam degradados por nucleases, enzimas que normalmente estdo presentes nos

fluidos corporais liberados principalmente nas maos das pessoas.

4. CUIDADOS DURANTE E APOS A EXTRAGCAO DE DNA

Com a finalidade de se obter amostras de DNA adequadas aos protocolos de
amplificacdo, é importante que exista uma sala exclusiva para esse fim. O DNA
apresenta grande afinidade pelo vidro e pode ser adsorvido na presenca de alguns
sais; por isso, esse material ndo deve ser empregado durante o processo de extracao.
Todo o material plastico (polipropileno) utilizado deve ser esterilizado e novo (ndo deve
ser usado material reciclado), para que as amostras apresentem boa qualidade e para

que se diminuam os riscos de contaminagao entre amostras no momento da analise.

5. MATERIAL NECESSARIO PARA EXTRACAO DE DNA

Para executar os protocolos de extracao de DNA, é necessario que o laboratério
tenha os equipamentos bésicos, o material plastico e todas as solugbes utilizadas nos
procedimentos. O material minimo necessario é o seguinte:

a) Centrifuga com rotor para varios tipos de tubos (ou para o tipo de tubo empregado
no laboratério). E aconselhavel que a centrifuga tenha controle de refrigeragéo.

) Capelas de exaustao.

c) Banho-maria com termostato ou com termémetro para afericdo da temperatura.

) Vidraria para preparo das amostras (provetas, pipetas, bastdes de vidro).

) Microtubos de polipropileno.

f) Micropipetas automaticas para volumes diversos (com ponteiras).

g) Gelo e nitrogénio liquido, quando necessario.
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6. EXTRACAO DE DNA DE AMOSTRAS DE TECIDOS DE MAMIFEROS

6.1. Material (ver Apéndice)

a) Tampao de digestao 1.

b) Solucao de fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1); para essa solucao, usar
fenol tamponado.

c) Acetato de ambnio 7,5 M.

d) Etanol absoluto.

e) Etanol a 70%.

f) Tampao TE (tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 8,0; tris =
hidroximetilaminometano).

g) Solucao de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 0,1%.

h) Nitrogénio liquido.

Frascos e bastdes esterilizados.

Microtubos de polipropileno.

6.2. Digestao da amostra

As amostras de tecidos de origem animal ou vegetal que serdo submetidas a
extracdo de DNA devem sofrer fragmentacdo e digestdo enzimatica das proteinas.
Para produzir a fragmentacdo, as amostras podem ser cortadas, submetidas a
congelamento em nitrogénio liquido e rapidamente pulverizadas por processo manual
(utilizando um bastdo) ou mecéanico (utilizando equipamentos para esse fim).
Quantidades da amostra (entre 200 mg e 1 g) sao adicionadas a uma solugédo-tampao
de digestdo (na proporcao de 1,2 mL de tampéo para cada 100 mg de tecido) e
colocadas em banho-maria em temperatura proxima a 50°C, para que ocorra a
digestao. O tempo de incubacdo pode variar entre oito e dezesseis horas, ou até que a
amostra se apresente totalmente digerida, ou seja, apresente aspecto viscoso.

6.3. Extracao do DNA com fenol

O método mais utilizado para purificacdo do DNA é a extracdo com fenol
tamponado, que provoca a desnaturagcdo das proteinas de maneira eficiente. O
cloroférmio também é usado como agente desnaturante das proteinas contidas na
amostra. A mistura de fenol e de cloroférmio é muito eficiente para desproteinizar e sua
acao se fundamenta na propriedade hidr6foba das proteinas que apresentam afinidade
por solventes organicos. O alcool isoamilico previne a formagéao de espuma quando a



6 Fundamentos tedrico-praticos e protocolos de extragao e de amplificagdode DNA por meio da técnica de Reagdo em cadeia
da polimerase

mistura é agitada, o que torna mais facil a separacao da fase organica e da fase
aquosa. A proteina que foi desnaturada pelo tratamento com fenol e cloroférmio forma
uma camada na interface das duas fases, separando-se do DNA que se mantém na
fase aquosa. Para extrair o DNA de uma amostra, usar igual volume de solucdo de
fenol, de cloroformio e de alcool isoamilico (25:24:1). A extracdo com o fenol é
dependente do pH. O fenol empregado nas extragdes de DNA deve ter o pH préximo
de 8,0 (fenol tamponado), ja que faixas mais baixas de pH deslocam o DNA para a
interface na hora da centrifugacdo. Em pH 7,0 ou acima, o DNA permanece na fase
aquosa e em pH abaixo de 7,0, ele é desnaturado e migra para a fase organica. Nesse
ultimo caso, o RNA permanece na fase aquosa. Metodologia para tamponamento do
fenol esta descrita no Apéndice. Apds a adicdo da solucao de extracao, centrifugar a
amostra por dez minutos a 1.700 g e transferir 0 sobrenadante para um novo tubo.

Cuidado: A manipulacdo de solucbes que contém fenol exige cuidado, pelo fato de

serem extremamente causticas, volateis e irritantes para as mucosas.

6.4. Purificacao do DNA por meio de precipitacao com etanol

A precipitacdo do DNA é feita por meio da utilizacdo de etanol absoluto
associado a uma solugcdo com alta concentragdo de um sal catidénico. O etanol induz a
transicdo estrutural nas moléculas de &cido, fazendo-as se agregarem, com
consequente precipitacdo. A precipitacdo com etanol absoluto, além de concentrar o
DNA, ajuda a remover residuos de fenol e de cloroférmio presentes na amostra. O
etanol a 70% € utilizado para remover residuos de sais. Embora tanto o cloreto de
sédio como o acetato de sodio e o acetato de ambnio sejam eficazes na precipitacao
do DNA, é mais dificil remover o cloreto de sodio, em razao da sua menor solubilidade

em etanol.

Procedimento:

Adicionar meio volume de solucédo de acetato de aménio 7,5 M e dois volumes
de etanol absoluto. Centrifugar a 1.700 g por cerca de dois minutos (o tempo deve ser
ajustado de acordo com a amostra). Eliminar a solugédo alcodlica e preservar o pellet de
DNA. Ressuspender o pellet em etanol a 70% (para eliminar impurezas presentes na
amostra), centrifugar novamente a 1.700 g por dois minutos. Descartar o sobrenadante
e deixar secar o pellet de DNA. Ressuspender o DNA em tampao TE (ver item 6.1.f).
Para facilitar a completa dissolugdo do DNA nesse tampédo, as amostras podem ser
incubadas em agitador a 65°C por algumas horas.
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7. PROTOCOLOS EMPREGADOS NA ROTINA DE EXTRAGCAO DE DNA DE
AMOSTRAS DE SANGUE

Existem muitos tipos de protocolos e muitos kits comerciais para a extracao de
DNA que se adaptam a diversos tipos de amostras. Para cada tipo de tecido podem ser
testadas adaptacbes, de acordo com as caracteristicas de cada espécime a ser
analisado. A extracao de DNA a ser empregada na PCR com fins de diagnéstico deve
seguir um protocolo em que a obtengdo de amostras de alta pureza é fundamental. O
volume a ser submetido a extracdo é muito importante, mesmo porque em alguns
procedimentos ele é extremamente restrito (amostras podem ser colhidas com swabs
ou de esfregacos de sangue e de cortes histoldgicos). A grande dificuldade verificada
em alguns casos é que, quando se extrai DNA de uma amostra, existe a mistura de
acidos nucléicos do hospedeiro e de acidos nucléicos de outros microrganismos que
podem estar presentes no tecido. Para exemplificar, a extracdo do DNA de sangue de
um bovino, para pesquisa de hemoparasitas, produz a mistura de DNA que contém o
acido nucléico do hospedeiro e o acido nucléico de todos os microrganismos presentes
na amostra de sangue. O genoma de qualquer microrganismo é muito menor do que o
de um mamifero e, para que se consiga a amplificacdo adequada, é preciso obter
amostras muito puras. Existem varios métodos para extragdo de acidos nucléicos que
podem ser usados no estudo de parasitas, no entanto, em razdo da pequena
quantidade de DNA algumas vezes presente nesses agentes, é necesséaria a
otimizacdo do processo. Nos protocolos de extracdo de DNA com a finalidade de
amplificagdo por meio da técnica de PCR, sdo usados como anticoagulantes o citrato
de sédio e o acido etilenodiaminotetracético (EDTA). A heparina ndo é indicada como
anticoagulante, por causa da sua propriedade inibitéria sobre a PCR. O sangue colhido
com citrato de sédio (ver Apéndice) ou com EDTA pode ser armazenado por cerca de
sete dias a —4 °C ou durante varios anos a —80°C.

7.1. Extracao de DNA de amostras de sangue com a utilizacao de colunas de
extracao

Este protocolo foi adaptado para extracdo de DNA de amostras de sangue de
bovinos, para o diagnéstico da tristeza parasitaria dos bovinos, no Laboratério de
Sanidade Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste. Varios kits disponiveis no mercado,
por exemplo o GFX® (GE Healthcare), podem ser empregados. A purificacdo do DNA é
feita por meio do uso de uma coluna que contém fragmentos de silica (coluna de
purificacdo). Inicialmente, o DNA se liga a membrana da coluna de extragéo e depois
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ele é lavado até que apresente alta pureza. No final do protocolo, o DNA é eluido com

agua quente ou com tampao TE. A utilizagdo de kits permite a purificacdo do DNA nas

amostras de maneira homogénea e rapida.

Procedimento:

a)
b)

Colocar 300 uL de sangue e 900 uL de solugao de lise, em microtubo de 1,5 mL.
Homogeneizar e centrifugar a 20.800 g por cinco minutos e descartar o
sobrenadante, deixando cerca de 50 pL.

Homogeneizar a amostra e adicionar 500 uL de solucao de extracao.

Incubar por cinco minutos, em temperatura ambiente, e transferir o conteudo do
microtubo para a coluna de extragdo. Acoplar a coluna de extracao ao tubo coletor.
Centrifugar a 5.000 g por um minuto; descartar o conteudo do tubo coletor.
Adicionar a coluna 500 uL de solugédo de extragao e centrifugar a 5.000 g por um
minuto; descartar o conteudo do tubo coletor.

Adicionar a coluna 500 uL de solugédo de lavagem e centrifugar a 20.800 g por trés
minutos; descartar o conteudo do tubo coletor.

Transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL, limpo e livre de enzimas que
decomponham o DNA.

Adicionar 100 uL de agua ultrapura, autoclavada e aquecida a 70°C; incubar por um
minuto, em temperatura ambiente, e centrifugar a 5.000 g por um minuto, obtendo-
se assim a solucdo de DNA. O DNA pode ser eluido em tampao TE também
aquecido a 70°C.

7.2. Protocolo de extracao de DNA de sangue mediante precipitacao com sal

Este protocolo, adaptado de Olerup & Zetterquist (1992), € usado no Laboratério

de Biotecnologia da Embrapa Pecuaria Sudeste e pode ser empregado com volumes

pequenos de sangue.

Solucdes:

a
b

C

)
)
)
d)

Solugao A (tampao de hemdlise) para cada amostra de 25 mL:

Tris—HCI 1 M, com pH 7,6 (concentracéao final de 10 mM) 250 ulL.
MgCl» 0,5 M (concentracao final de 5 mM) 250 ulL.
NaCl 5 M (concentragao final de 10 mM) 50 pL.
Completar com agua ultrapura (g.s.p. 25 mL).
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Q

D

Solucao B (para cada amostra de 500 pl):

Tris—=HCI 1 M, com pH 8,0 (concentracéao final de 10 mM) 5 uL.
NaCl 5 M (concentragéao final de 100 mM) 10 pL.
EDTA 0,5 M, com pH 8,0 (concentracéao final de 10 mM) 10 ulL.
Dodecilsulfato de sodio a 20% (concentracgéo final de 0,5%) 12,5 ulL.
Proteinase K (concentracao final de 20 mg/mL) 2,0 uL.
H>O ultrapura 460,5 ulL.

Para a precipitacdo do DNA:
Etanol absoluto gelado (manter a 5°C).
Etanol a 70% gelado (manter a 5°C).

Obtencéao de leucdcitos:

a)

b)

Colher 5 mL de sangue em tubos com anticoagulante EDTA. Acertar os volumes
dos tubos, completando com solucao salina (solugéo de cloreto de sédio 0,9 M).
Centrifugar durante cinco minutos a 390 g e descartar o plasma, usando pipeta,
com cuidado, para ndo descartar as células brancas (esta etapa € opcional).

Lisar os globulos vermelhos com 10 mL (5 mL no tubo de colheita e 5 mL em tubo
de polipropileno com capacidade para 15 mL) da solucdo A, e homogeneizar,
misturando bem por inversdo ou agitando os tubos no vortex.

Centrifugar durante dez minutos a 700 g na temperatura de 4°C.

Dispensar o sobrenadante. Se o pellet for muito pequeno, centrifugar novamente.
Ressuspender o pellet em 5 mL do tampao de hemdlise. Para isso, tampar os tubos
com Parafilm® e misturar bem por inverséo e, se preciso, usar o vortex. Centrifugar
a 2.000 rpm por dez minutos a 4°C.

Repetir a lavagem, até obter somente células brancas.

Ressuspender o pellet em 500 pL de tampéao de hemdlise (solucédo A) e passar para
microtubos de 1,5 mL. Centrifugar por um minuto a 16.000 g e descartar o
sobrenadante.

O pellet pode ser conservado a —20°C ou em temperatura menor, por varios meses.
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Obtencao do DNA:

a) Ressuspender o pellet em 500 uL de solucao B e misturar no vortex. Obs.: destruir
bem o pellet antes de incubar.

b) Incubar a 55°C, até dissolver o pellet (durante quatro a seis horas ou de um dia
para o outro). De vez em quando, misturar as amostras no vortex, para que o pellet
figue bem dissolvido.

c) Ajustar o volume para 760 uL com tampdo TE (210 pL). Acrescentar 240 pL de
NaCl 5 M.

d) Incubar por quinze minutos em gelo.

e) Agitar os tubos por inversdo, até formar pequenos coagulos de proteina.
Centrifugar por quinze minutos a 16.000 g.

f) Dividir todo o sobrenadante em dois tubos novos (devidamente marcados), 500 pL
em cada um.

g) Ligar o banho-maria a 37°C. Adicionar 1 mL de etanol absoluto gelado e inverter o
tubo varias vezes. Centrifugar por quinze minutos a 16.000 g. Descartar o
sobrenadante. Secar com papel (com cuidado).

h) Lavar com 500 pL de etanol a 70%, gelado. Revolver o tubo. Centrifugar por cinco
minutos a 16.000 g. Descartar e colocar a secar (temperatura maxima de 40°C).
Adicionar 250 uL de tampao TE + solugdo de enzima que degrada RNA (RNAse —

10 ug por mL de amostra) e incubar por uma hora a 37°C.

7.3. Extracao de DNA de amostras congeladas de sangue

Solugdes utilizadas (Ver Apéndice):

e Tampao PBS.

e Tampao de lise 1.

e Solucao de proteinase K (20 mg/mL).
e Solucao de acetato de aménio 10 M.
e Etanol absoluto.

e Tampéo TE, com pH 8,0.

Procedimento:

a) Descongelar a amostra de sangue em temperatura ambiente e adicionar igual
volume de tampéao PBS.
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b) Centrifugar a 3.500 g por quinze minutos, a 4°C.

c) Remover o sobrenadante e suspender o pellet em 15 mL de tampéao de lise (incubar
por cerca de uma hora a 37°C).

d) Transferir o lisado para tubos de centrifugacdo em quantidade que ocupe apenas
1/3 do tubo.

e) Adicionar solucado de proteinase K, de modo a obter a concentracao final de 100
ug/mL e misturar.

f) Incubar a 50°C por trés horas, misturando algumas vezes.

g) Adicionar igual volume de fenol tamponado. Misture duas fases, invertendo o tubo
varias vezes.

h) Centrifugar a 5.000 g por quinze minutos.

i) Transferir o sobrenadante para um tubo limpo, com cuidado.

j) Repetir a extragdo com fenol, por mais duas vezes.

k) Adicionar a fase aquosa dois décimos de volume de solucdo de acetato de amobnio
10 M e dois volumes de etanol absoluto.

l) Retirar com uma alca o DNA desidratado, que se apresenta em suspensao na
solucdo aquosa, e transferir para outro microtubo ou, entdo, centrifugar a 5.000 g
por cinco minutos e descartar o sobrenadante.

m) Deixar evaporar todo o etanol residual.

n) Adicionar 1 mL de tampao TE com pH 8,0 para cada 0,1 mL de células extraidas.

8. PROTOCOLOS EMPREGADOS NA EXTRACAO DE DNA DE AMOSTRAS DE
ARTROPODES COM UTILIZACAO DE COLUNAS DE PURIFICACAO

A preparacdo de amostras de artropodes para extracdo de DNA exige boa
digestdo de todo o material, por periodo de tempo variavel, que dependera
basicamente do peso da amostra. Uma limitacdo dos kits que possuem a membrana de
silica € que as amostras devem apresentar peso limitado a capacidade maxima
indicada no manual. Como regra, cerca de 20 mg de tecido de carrapato macerado sao
usados para extracao. Outros artropodes menores podem ser processados inteiros.

8.1. Protocolo para extracao de DNA de amostras de carrapatos com colunas de
purificacao

Nesse protocolo foi empregado o kit GFX® (GE Healthcare). Solugdes que nao
estao no kit (ver o Apéndice):
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a) Solugao de proteinase K (20 mg/mL).
b) Tampé&o de digestao 2.

Procedimento:

a) Pesar 20 mg da amostra e colocar em um microtubo de 1,5 mL.

b) Macerar com a ponta cbnica de um bastdo. As amostras podem ser mergulhadas
em pequenas quantidades de nitrogénio liquido, para serem congeladas
rapidamente. O congelamento facilita a maceracdo das amostras, que se tornam
mais quebradicas.

c) Adicionar 10 puL de tampéo lisozima e incubar por quinze minutos em temperatura
ambiente.

d) Adicionar 15 pL de solucao de proteinase K e incubar de um dia para o outro, na
temperatura de 56 °C.

e) Adicionar 500 uL de solucdo de extragcdo e incubar por quinze minutos em
temperatura ambiente.

f) Centrifugar a 5.000 g por dois minutos.

g) Recolher o sobrenadante, colocar na coluna de extragéo e centrifugar a 5000 g por
um minuto. Descartar o contetudo do tubo coletor.

h) Novamente adicionar 500 pL de solucdo de extracdo e incubar por quinze minutos
em temperatura ambiente. Centrifugar a 5.000 g por um minuto. Descartar o
conteudo do tubo coletor.

i) Adicionar 500 uL de solucdo de lavagem e centrifugar novamente a 20.000 g por
cinco minutos. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um microtubo de 1,5
mL, novo e livre de enzimas que possam atuar sobre DNA e RNA.

j) Para eluicdo do DNA, adicionar 100 uL de agua ultrapura aquecida a 70°C, incubar
por um minuto e centrifugar a 5.000 g por um minuto.

8.2. Protocolo de extracao de DNA de ovos de carrapatos com a utilizacao de
colunas de purificacao

O mesmo protocolo utilizado para extracdo de DNA de carrapato foi adaptado

para extracdo de DNA de aliquotas de ovos de carrapatos (kit GFX®, GE Healthcare).
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Procedimento:

a)
b)

9.

Pesar 20 mg da amostra e colocar em um microtubo de 1,5 mL.

Macerar com a ponta conica de um bastdo. A maceracdo pode ser feita apds
congelamento com nitrogénio liquido.

Adicionar 10 uL de tampéo de digestdo 2 e incubar por quinze minutos em
temperatura ambiente.

Adicionar 15 uL de proteinase K (20 mg/mL) e incubar por quatro horas na
temperatura de 56 °C.

Adicionar 500 pL de solugdo de extracdo, incubar por quinze minutos em
temperatura ambiente.

Centrifugar a 5.000 g por dois minutos.

Recolher o sobrenadante, colocar em coluna de extracao e centrifugar a 5.000 g por
um minuto. Descartar o material do tubo coletor.

Novamente adicionar 500 uL de solugédo de extracédo e incubar por quinze minutos
em temperatura ambiente. Centrifugar a 5.000 g por um minuto.

Adicionar a solucao de lavagem e centrifugar a 20.000 g por trés minutos (16.000
rpm).

Transferir a coluna para um tubo limpo de 1,5 mL e colocar 100 uL de agua a 70°C
(ou tampao TE). Apdés um minuto, centrifugar o tubo com a coluna a 5.000 g por um

minuto.

EXTRACAO DE DNA DE AMOSTRAS DE SEMEN

Solugdes utilizadas (ver Apéndice):

Tampao PBS.

Tampao de lise 2.

Procedimento:

Descongelar uma palheta de sémen (cerca de 0,54 mL) e colocar em um microtubo
de 1,5 mL.

Centrifugar durante oito minutos a 16.000 g.

Lavar o pellet quatro vezes em 1 mL de tampao PBS (a cada lavagem passar no
vortex e centrifugar novamente).

Ressuspender em 100 puL de tampado PBS (nesta fase, a amostra pode ser

armazenada no freezer).
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e) Adicionar 400 uL de tampao de lise 2 e incubar por trinta minutos a 50°C para
dissolver o pellet.

f) Adicionar solucdo de proteinase K a 200 ug/mL (100 ug = 5 uL da solugdo de
estoque de 20 mg/mL). Agitar no vortex até dissolver. Incubar por dezesseis horas
a 50°C.

g) Dividir as amostras em dois tubos, colocando 250 uL em cada tubo.

h) Adicionar 80 pL de NaCl 5 M por tubo. Agitar vigorosamente por inversao.
Centrifugar a 16.000 g por cinco minutos.

i) Transferir o sobrenadante para tubos limpos. Acrescentar 1 mL de etanol absoluto a
cada tubo e agitar por inversao. Centrifugar a 16.000 g por cinco minutos.

j) Desprezar o sobrenadante. Acrescentar 100 puL de etanol a 70% a cada tubo (ndo
agitar no vortex).

k) Centrifugar a 16.000 g por cinco minutos. Desprezar o sobrenadante. Secar o pellet
e suspender em 100 uL de tampao TE + enzima que atue sobre RNA (10 ug/mL de
amostra).

l) Incubar por uma hora em temperatura ambiente.

10.EXTRACAO DE DNA DE PLANTAS

A extracdo de DNA de plantas envolve a lise das células vegetais por meio do
tratamento com detergente e posterior separacdo e precipitacdo do DNA. A
preparacao do DNA das plantas pela técnica de centrifugacdo em gradiente de cloreto
de césio produz DNA de alta pureza. Outro protocolo que tem sido largamente utilizado
por sua facilidade e rapidez é aquele que usa o detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio), que libera o DNA celular e se complexa a ele. Posteriormente, o
DNA ¢é separado por meio do tratamento com isopropanol e etanol. Este protocolo pode
ser adaptado de varias maneiras, para diversos tipos e para varias quantidades de
amostra.

Protocolo que emprega o detergente CTAB:

Solugdes (ver Apéndice):

a) solugcdo-tampao de extragao vegetal.

b
c
d
e

Solucgao de cloroférmio e alcool isoamilico a 24:1.
Isopropanol.
Etanol a 95%.

)
)
)
) Tampéo TE.
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Procedimento:

Pesar 300 mg do tecido vegetal (a quantidade de tecido vegetal pode chegar a até
309).

Macerar com auxilio de nitrogénio liquido, até que a amostra esteja pulverizada.
Colocar a amostra em microtubo de 2 mL e adicionar 700 uL de solucao-tampao de
extracdo vegetal e homogeneizar durante dez minutos por inversao.

Incubar as amostras em banho-maria a 65°C por uma hora, homogeneizando
algumas vezes.

Retirar do banho-maria e deixar a temperatura da amostra se igualar a temperatura
ambiente.

Adicionar 700 uL de solucdo de cloroformio e de alcool isoamilico (24:1), e
homogeneizar suavemente.

Centrifugar a 5.000 g por dez minutos em temperatura ambiente, para separar a
fase orgénica e a fase aquosa.

Remover a fase aquosa (superior) para um novo microtubo, evitando tocar a
interface com a ponta da ponteira.

Repetir a extracao com solucao de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) mais uma
ou duas vezes, considerando que maior nimero de extracdes pode purificar mais o
DNA, porém com alguma perda.

Ap6s a remocao final do sobrenadante, adicionar 450 uL de isopropanol (gelado),
equivalente a aproximadamente 2/3 do volume coletado. Homogeneizar
suavemente.

Manter a —20°C por dois minutos (para evitar a precipitacao de polissacarideos).
Centrifugar a 8.600 g por dez minutos.

m) Descartar o sobrenadante.

Lavar o pellet uma vez com etanol a 70%.

Lavar novamente o pellet com etanol a 95%.

Deixar secar por uma hora.

Ressuspender em 50 a 100 puL de tampado TE (pode-se adicionar RNAse na
concentracéao final de 10 ug/mL de amostra).

Incubar a 37°C por uma hora.

Manter a —20°C.
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11.LEITURA DA CONCENTRACAO DE DNA NAS AMOSTRAS

Todas as amostras de DNA obtidas no laboratério podem ser avaliadas quanto a
sua concentragdo e a sua pureza por meio da analise da densidade Optica (DO) em
espectrofotometro. O DNA absorve luz no comprimento de onda de 260 nm e as
proteinas, de 280 nm. Diluicbes das amostras de DNA sao preparadas com agua
ultrapura. Pequenas aliquotas de 10 pL (diluigdo 1:50) ou 5 uL (diluicdo 1:100) sé&o
misturadas com 490 ou 495 uL de agua ultrapura, e lidas em espectrofotdbmetro, nos
comprimentos de onda citados. Para estimar a concentragdo de DNA, utiliza-se a
seguinte relacdo: 1 DO»gp = 50 ug de DNA de dupla hélice. A concentracao de DNA na

amostra pode ser obtida pelo seguinte calculo:

Concentracao de DNA = leitura da DOyg x 50 x fator de diluicdo usado na leitura.

A relacao entre a quantidade de DNA e de proteina é usada como parametro
para avaliacdo da qualidade do DNA extraido e, desse modo, a relacdo DO2g/DO2g
pode ser usada para esse fim. Amostras cujos valores dessa relagdo séo inferiores a
1,8 apresentam contaminagao com proteinas.

O DNA pode ser quantificado e analisado quanto a sua qualidade, por meio da
analise em gel de agarose. Para esse fim, um gel de agarose entre 0,8% e 1% é
preparado e, com as amostras de DNA, é aplicada também uma amostra cuja
concentracdo € conhecida. O DNA do bacteri6fago Lambda em concentracdes
conhecidas de 20, 50, 100 e 200 ng/uL é geralmente utilizado. Apos a eletroforese, o
gel é corado com brometo de etidio, visualizado em luz ultravioleta, e as amostras s&o
comparadas aos padroes, determinando-se dessa maneira as concentracbes
aproximadas de DNA em cada amostra.

12.INTRODUGAO A TECNICA DE PCR

A PCR apresenta ampla gama de aplicacbes em varios ramos da pesquisa
cientifica. Essa reacao possibilita que determinada regido do genoma de qualquer
organismo seja multiplicada em milhées de copias, o que facilita a analise genética e
permite o desenvolvimento de técnicas de diagndstico muito mais sensiveis e mais
especificas do que as tradicionalmente utilizadas. A alta sensibilidade, a especificidade,
a facilidade de execucgao e a analise de grande niumero de amostras simultaneamente
fazem dessa técnica uma opcao atrativa para estudos epidemioldégicos e para
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caracterizacdo de microrganismos causadores de doencas. Para que se possa

amplificar dado segmento de DNA, é necessario que as partes finais da seqliéncia

sejam conhecidas. Os elementos envolvidos nessa reacdo sao basicamente os

mesmos componentes do processo de replicacdo que ocorre nas células vivas. A

solucdo em que ocorre a reacao (master mix), é preparada em banho de gelo e

colocada em microtubos de plastico esterilizados.

Sao componentes da PCR:

a) Amostra de DNA que contém o segmento a ser amplificado (DNA extraido de
amostras de sangue, de culturas de microrganismos, de espécimes clinicos, de
plantas, etc.)

b) Mistura que contenha os nucleotideos (dANTPs: dATPs, dTTPs, dCTPs e dGTPs)
necessarios para a sintese das novas fitas de DNA.

c) Enzima DNA-polimerase, que € responsavel pela sintese das novas fitas de DNA
(Tag-DNA-polimerase) em solucédo-tampao.

d) Cloreto de magnésio, co-fator da reacao.

e) Dois iniciadores ou primers, que sao pequenas sequéncias conhecidas de DNA
(oligonucleotideos), que delimitam e sao complementares a regido-alvo de
amplificagdo. Os primers sao sintetizados em laboratérios especializados, sob
encomenda, e apos a sua diluicdo sao mantidos a —20°C.

A PCR pode ser feita em tubos de 0,5 uL ou de 0,2 uL ou em placas,
empregando-se volume total de 25 uL, sendo 20 uL de master mix e 5 uL da amostra
de DNA a ser analisada. Outras variagdes de volume tém sido utilizadas em diferentes
trabalhos cientificos, como 10 uL de master mix e 2,5 uL de DNA. O volume das
reacdes pode ser reduzido, desde que as concentracbes adequadas de todos os
componentes da reacao sejam mantidas:

a) 14,7 uL de agua ultrapura esterilizada.

b) 2,5 uL de tampéo 10 X concentrado (tris—HCI 10 mM, KCI 500 mM, MgCl, 15 mM).

) 0,25 uL de solugdo 20 mM de nucleotideos (dNTPs).
)
)

o O

1,0 uL de primer (10 uM) sense.

(L)

1,0 uL de primer (10 uM) antisense.
f) 0,3 uL de Tag-DNA-polimerase (5 U/uL).

A agua a ser empregada no master mix deve ser a ultrapura, que apresenta
baixa condutividade elétrica. O tampao 10 X, utilizado para o preparo do master mix, é
comprado com a Tag-DNA-polimerase. Algumas marcas comerciais de polimerases
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trazem o tampao 10 X ja adicionado de cloreto de magnésio, outras trazem essa

solucdo separada. Nesses casos, a solugao deve ser adicionada ao master mix logo

apds o tampao 10 X e o volume total deve ser ajustado com agua. O ion magnésio nao
pode faltar no master mix, porque ele é essencial para a agdo da enzima DNA-
polimerase.

Para que ocorra a amplificacdo, com a sintese de novas fitas de DNA, as
amostras devem ser submetidas a combinacdo adequada de temperatura e de tempo.
Cada ciclo da PCR apresenta trés fases fundamentais, que sao: desnaturacgao,
anelamento e extensdo. Essas fases ocorrem em temperatura diferente e sao
programadas no aparelho chamado termociclador, onde as amostras sao incubadas.
Na hora de preparar o programa para a amplificagdo, devem estar estabelecidos a
temperatura e o tempo exato de cada uma dessas fases e também o numero de
repeticdes dos ciclos:

a) Desnaturacdo: é a fase na qual o DNA perde sua estrutura de dupla hélice, por
meio da elevacao da temperatura, para cerca de 94°C a 95°C. A desnaturacao
permite que os primers se liguem a regido complementar a sua sequéncia na
amostra de DNA. Desnaturagdo mais longa (hot start) no primeiro ciclo pode ser
utilizada com a finalidade de otimizar essa fase, permitindo o melhor anelamento
dos primers. O DNA gendmico permanece desnaturado por todos os ciclos
subsequentes, porque as fitas complementares estdo em concentracées muito
baixas, 0 que impede a sua reunido. Os oligonucleotideos ou primers, por sua vez,
estdo em concentracdes muito altas no master mix, fato que facilita o encontro das
regides complementares (anelamento).

b) Anelamento. Uma vez desnaturado o DNA, a temperatura da reacéo é reduzida (a
temperatura de anelamento é sempre especifica para cada par de primers). Dessa
forma, cada primer se encaixa nas respectivas sequiéncias complementares a
regido-alvo da amplificagdo. A determinacdo da temperatura de anelamento para
um par ou conjunto de primers pode ser feita com o auxilio de programas de
computador especificos para essa finalidade. A temperatura de anelamento
depende, entre outros fatores, do tamanho do primer e de sua sequéncia de
nucleotideos.

c) Extensdo. A temperatura é elevada até cerca de 72°C, para que a enzima DNA-
polimerase (Tag-DNA-polimerase) se posicione junto aos primers que se anelaram
anteriormente e, com o auxilio do magnésio, seja iniciada a sintese da nova fita. A
sintese da nova fita de DNA se inicia a partir dos primers ou iniciadores. A sintese
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se da por meio da utilizacao dos nucleotideos (dNTPs) que foram adicionados ao
tampdo e que sdo sempre complementares a fita-molde. Dessa maneira, sao
formadas novas fitas de DNA de dupla hélice, correspondente a regido-alvo de
amplificagéo (delimitada pelos primers).

Apés o término de um ciclo (desnaturacdo, anelamento e extensao), todo o
processo é repetido varias vezes (40 vezes, em média), até que se obtenha grande
quantidade do DNA a ser amplificado. A cada ciclo de amplificacdo, o niumero de
cépias da sequéncia-alvo é duplicado e, com a evolucao dos ciclos da reagao, ocorre
aumento exponencial do numero dessas sequéncias. O aumento do numero de ciclos

nao é aconselhado, em decorréncia da reducao da especificidade da reacao.

13.ESCOLHA DOS PRIMERS OU INICIADORES

Algumas técnicas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de primers ou
sequéncias iniciadoras de PCR. Para fins de diagndstico, a seqiiéncia do gene rDNA é
rotineiramente utilizada, em razdo da sua disponibilidade para grande numero de
protozodrios e outros parasitas. Os iniciadores podem ser designados a partir dessas
sequUéncias, porém, em virtude da grande conservacao observada nesses genes,
reacdes cruzadas com outros organismos que ndo sao alvo de interesse podem
ocorrer. Um método alternativo é a construcdo de bibliotecas de DNA gen6émico, em
que certas regides do genoma do microrganismo obtidas por meio da digestao
enzimatica sdo amplificadas por PCR e seqlienciadas. Esse método é caro, e demanda
tempo e grande quantidade de DNA, que pode ser dificil de se obter, dependendo do
microrganismo em questdo. O uso da técnica de amplificacdo de DNA ao acaso
(RAPD) tem sido uma opcdo simples a ser utilizada. Essa técnica detecta
polimorfismos em sequéncias de nucleotideos de diferentes organismos isolados, sem
a necessidade de informacéao prévia sobre a seqiéncia analisada. Como é uma técnica
baseada em PCR, pequenas quantidades de DNA sdo suficientes para a andlise.
Muitos dos produtos gerados pela RAPD-PCR sao derivados de seqléncias repetitivas
do DNA, portanto espécie-especificas e dessa maneira adequados para o
delineamento de técnicas de diagnédstico. As bandas de DNA geradas por RAPD-PCR
podem ser eluidas do gel e seqlienciadas, para que sequéncias que tenham potencial
de uso como primers sejam selecionadas, analisadas e sintetizadas, com base nos

parametros de especificidade e de anelamento com a seqliéncia-alvo.
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14.PCR “MULTIPLEX”

A técnica de “multiplex” foi desenvolvida com a finalidade de, com um Unico
teste, altamente especifico, promover a diferenciagcdo entre varias espécies ou entre
varios géneros simultaneamente. Essa forma de PCR envolve a amplificacao
simultadnea de mais de uma seqiéncia-alvo por reacao, pela mistura de varios pares de
primers. Essa técnica é especialmente util para analise de amostras que contenham
parasitas cuja distincado morfologica é dificil ou que se apresentem em numero muito
baixo. Desse modo, primers altamente especificos sao usados para amplificar
sequéncias conhecidas do DNA, produzindo padrdes Unicos para cada espécie. Essa
técnica também pode ser utilizada em analises genémicas.

15.NESTED-PCR

A PCR possibilita a amplificacao de sequiéncias especificas contidas em uma
mistura complexa de DNA. Pode-se utilizar primers para amplificar um unico lécus de
um genoma inteiro. A partir de uma unica cépia do DNA contida na amostra, € possivel
produzir rapidamente cerca de um bilhdo de cépias de produtos de PCR. No entanto, a
capacidade de amplificar todas essas cépias aumenta a possibilidade de amplificacao
de DNA que nao seja o desejado. A especificidade da reagdo & determinada pela
especificidade dos primers. Por exemplo, se os primers usados se ligam a mais de um
l6cus, mais segmentos de DNA podem ser amplificados. Para contornar esses
problemas, primers internos (nested) sdao desenhados e empregados para testar a
especificidade (o segmento de PCR que foi amplificado era realmente o que se
desejava amplificar?). Nessa reagdo ou sucessao de reacdes, dois pares de primers
amplificam uma regido conhecida do genoma de um organismo qualquer. O primeiro
par de primers amplifica determinada regido com numero conhecido de pares de
bases. O segundo par nested primers se liga a regidao dentro do primeiro produto
produzindo um segundo produto de PCR que sera menor do que o primeiro. Dessa
maneira, se o primeiro lécus a ser amplificado ndo for a sequéncia esperada, a
probabilidade de o segundo par de primers funcionar € muito baixa. Essas reacoes
também servem para aumentar a sensibilidade das reacdes em cadeia, ja que a
segunda reacgao (nested-PCR) pode aumentar em cerca de 100 vezes a sensibilidade
das reacdes. Elas tém sido muito usadas para o diagndéstico de microrganismos em
amostras de DNA extraidas de espécimes clinicos diversos.
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No teste de PCR para diagnéstico de Babesia bigemina, a sensibilidade
estimada para as reacdes foi de 6 x 10° eritrécitos parasitados em 18 x 10° eritrécitos,
que corresponde a parasitemia de 0,00003%. Na nested-PCR, a sensibilidade
estimada foi de 0,0000003%.

16.PCR QUANTITATIVA

A andlise quantitativa por meio do estudo cinético da PCR pode ser feita
adicionando-se um corante fluorescente a reacdo. Com isso, conforme a reacao
progride, a amplificagdo produz quantidades crescentes de DNA de dupla fita, que se
liga ao corante, resultando em aumento da fluorescéncia. Se for colocado em um
grafico o aumento da fluorescéncia em relagdo ao niumero de ciclos, pode-se obter o
panorama completo da PCR, inclusive a quantidade inicial do DNA-alvo. Varios
equipamentos que realizam esse tipo de andlise estdo disponiveis comercialmente. As
reacdes quantitativas sdo muito utilizadas na determinacdo da expressao de genes
especificos e também em técnicas de diagnostico, em que se pretende saber a
quantidade inicial de DNA presente na amostra.

17.ELETROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS

Eletroforese é um método simples e muito eficiente para separar, para identificar
e para purificar fragmentos de DNA e de proteinas. Ela consiste na separagédo de
moléculas ionizadas (aminoacidos, peptideos, proteinas — incluindo lipoproteinas e
glicoproteinas —, nucleotideos, acidos carboxilicos e outras substancias de relevancia
bioldgica), de acordo com sua carga elétrica e seu peso molecular. Moléculas com
carga negativa migram para o pdélo positivo (dnodo) e moléculas com carga positiva
migram para o polo negativo (catodo).

Para haver migracdo, € preciso desequilibrar eletricamente duas regides
extremas de um meio que contenha eletrélitos, no qual esteja dissolvida ou dispersa
uma substancia com potencial para migrar. Para tanto, é estabelecida a diferenca de
potencial entre dois eletrodos ligados aos terminais de uma fonte de corrente continua
e dispostos em dois compartimentos, catédico e anddico; ambos os compartimentos
contém, em geral, uma solucdo-tampado. O meio fisico de separacado, igualmente
tamponado, se comunica através de suas extremidades com as solu¢des-tampao dos
eletrodos, fechando assim o circuito elétrico. A corrente elétrica, ao passar pelo meio,
conduzida pelos pequenos ions presentes na solugcéo, da ensejo ao deslocamento, por
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exemplo, de particulas protéicas carregadas para determinado poélo. Pelo fato de as
proteinas serem substancias anféteras, ou seja, capazes de adquirirem carga positiva
ou negativa de acordo com o pH, € indispensavel manter constante o pH do meio
durante a eletroforese, por meio do uso de solugdes-tampao.

Os acidos nucléicos, por possuirem carga total negativa (em decorréncia do
grupamento fosfato), migram sempre em direcéo ao polo positivo (4nodo).

O sistema tampao usado consiste em duas partes: o tampao usado na
preparacao do gel e o tampdao da cuba eletrolitica, na qual se encontram os eletrodos
(anodo e catodo). Nos tampdes das cubas e do gel, a corrente elétrica é conduzida por
ions, e nos eletrodos, por elétrons. Na presenca de um sistema tampao adequado, a
hidrélise da agua, que se da na superficie dos eletrodos, permite a troca entre elétrons
e ions. O sistema tampao pode ser continuo (0 mesmo tampao é utilizado no gel e nos
eletrodos) ou descontinuo (quando diferentes composicbées ou concentracbes de
tampao sao utilizadas no gel e nos eletrodos).

O principal fator a ser considerado na escolha do tampao é a sua capacidade de
tamponamento. Os dois tampdes mais usados na separacao eletroforética de
moléculas de DNA sdo TAE (tampao tris-acetato-EDTA) e TBE (tampéo tris-borato-
EDTA). Esses dois tampdes possuem efeito ligeiramente diferente na mobilidade do
DNA. Apesar de o TAE ser mais utilizado, ele € mais facilmente exaurido durante
reacdes longas ou com alta voltagem. O TBE tem melhor capacidade tamponante, mas
deve ser evitado para purificacao de DNA de géis.

A eletroforese pode ser conduzida em solugdo com gradiente de densidade ou
em diferentes meios de suporte, tais como papel-filtro, silica-gel, membranas de
acetato de celulose, gel de agarose, amido ou poliacrilamida. O suporte deve ser
quimica e fisicamente inerte, de modo a nao interferir na mobilidade das moléculas.

Em relacdo aos géis de agarose ou a poliacrilamida, a porosidade do gel
determina o poder de resolucao das bandas e este geralmente é decorrente do grau de

polimerizacao entre 0s monémeros.

17.1. Eletroforese em gel de agarose

Quanto ao gel de agarose, o protocolo pode ser dividido em trés estagios:
a) O gel é preparado com agarose na concentracdo adequada ao tamanho dos
fragmentos de DNA a serem separados.
b) As amostras de DNA séo aplicadas nos pocinhos do gel. A voltagem e o tempo sao
estabelecidos de modo a propiciar a separacéao ideal das amostras.
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c) O gel é corado e, se o brometo de etidio tiver sido incorporado, as seqiéncias de
DNA serdo visualizadas na presenca de luz ultravioleta.

17.2. Variaveis que afetam a migracao do DNA através do gel de agarose

17.2.1. Concentracao de agarose

Moléculas de DNA de fita dupla linear migram através da matriz de gel a taxa
inversamente proporcional ao logaritmo (base 10) do seu peso molecular. O peso
molecular do fragmento de interesse pode ser determinado por meio da comparacao
entre a sua mobilidade e a mobilidade de padrées de DNA de peso molecular
conhecido. Essa é a caracteristica mais importante da eletroforese em gel de agarose.
Ela propicia a caracterizagdo dos fragmentos de DNA por tamanho reprodutivel e de
forma acurada.

A concentragcdo de agarose participa de modo importante na separacdo
eletroforética, porque é ela que determina a faixa de tamanho das moléculas de DNA
que podem ser separadas. As relacdes entre concentracdo de agarose e resolucéo de
moléculas lineares de DNA s&o apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Limites de eficiéncia da separacdo de DNA em diferentes concentracdes de
agarose.

Concentracao de agarose no gel (%) Separacao de moléculas de DNA (Kb).
Limites de eficiéncia

0,3 60— 5,0
0,6 20-1,0
0,7 10-0,8
0,9 7-05
1,2 6—0,4
1,5 4-0,2
2,0 0,1

Fonte: Maniatis et al. (1982).

17.2.2. Conformacao do DNA
Moléculas de DNA de mesmo peso, mas com conformacao diferente, possuem
taxas de migracao diferente. Na auséncia de brometo de etidio, moléculas de DNA

circulares superenoveladas, como o0 dos plasmidios, migram mais rapidamente do que
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moléculas lineares de mesmo peso molecular. O superenovelamento faz com que as
moléculas tenham mais facilidade para migrar através da matriz de gel.

O corante brometo de etidio € comumente adicionado ao gel ou ao tampao de
reacdo, mas pode também ser adicionado em uma solugcédo para corar o gel apés a
eletroforese. O corante reduz a mobilidade dos duplices lineares e tem efeito
pronunciado na mobilidade de moléculas de DNA circulares fechadas. Com o aumento
da concentragcdo de brometo de etidio, os superenovelamentos negativos sao
gradualmente removidos, causando a diminuicdo na mobilidade do DNA. Isso ocorre
até a concentragao critica de corante livre, na qual ndo ha mais superenovelamento,
geralmente entre 0,1 e 0,5 ug/mL. A partir desse ponto, a adicao de brometo de etidio
acarreta a formacao de superenovelamento positivo, causando aumento na mobilidade
das moléculas. Quando na reacao existe gel com diferentes concentracées de brometo,
as moléculas de DNA circulares fechadas podem ser facilmente distinguidas dos seus
topoisdmeros.

O brometo de etidio é usado comumente para visualizacao direta do DNA nos
géis. O corante é intercalado entre as bases empilhadas dos acidos nucléicos e emite
fluorescéncia vermelho-alaranjada (560 nm) quando iluminado com luz ultravioleta (260
a 360 nm). Isso possibilita que sejam detectadas quantidades muito pequenas de DNA
(menos de 5 ng).

17.2.3. Intensidade de corrente

Em geral, fragmentos de DNA migram através do gel a taxa de migracao
proporcional a voltagem aplicada. O aumento de voltagem faz com que a taxa de
migracdo de grandes fragmentos de DNA seja maior do que a de pequenos
fragmentos. Conseqgilientemente, voltagens maiores sdo menos efetivas na separacao
de grandes fragmentos de DNA. Para separar fragmentos de DNA grandes, o ideal é
realizar eletroforese com baixa concentracdo de agarose e sob baixa voltagem (~1
V/cm, em 0,5% de agarose).

A intensidade da corrente elétrica (i), a resisténcia do meio a migracédo (R) e a
diferenga de potencial (ddp) ou a voltagem (V) sdo variaveis importantes no processo
eletroforético. A fonte de corrente continua produz forca eletromotriz, que é medida em
volts. A diferenga de potencial (em volts) entre os eletrodos, ou melhor, o gradiente de
voltagem do meio (volts/m) é o resultado da multiplicacdo da resisténcia (em ohms) do
meio pela intensidade de corrente (em amperes) que flui por esse meio. A poténcia P
(em watts) desse sistema é o produto da voltagem (volts) e da intensidade de corrente
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(em amperes). Para ocorrer migragao eletroforética, deve haver compromisso entre a

intensidade de corrente i e a voltagem do meio V. Em resumo:

V = Ri e P=Vi ou R#Z

Outras equacoes da eletricidade sdo de ajuda no entendimento da eletroforese.
Assim, a resisténcia de um sistema condutor é igual a sua resistividade (6) multiplicada
pela razao 1/S, em que 1 é o comprimento do condutor € S é a area da sua secao reta.

Por sua vez, a resistividade é fungao inversa da condutividade (x). Dai surge:

V=Ri=li/y%S.

Esta equacdo mostra como a condutividade de um meio, fungdo da concentracéo
eletrolitica, influencia a ddp (V) de um meio, ou melhor, como influencia o gradiente de
voltagem desse meio ou a intensidade de campo elétrico (E = V/1).

18.PROTOCOLO PARA ANéLISE DE PRODUTOS DE AMPLIFICACAO E
FRAGMENTOS DE DIGESTAO EM GEL DE AGAROSE

Para a analise dos produtos de PCR em géis de agarose, a concentragéo do gel
deve ser escolhida de acordo com o tamanho do produto amplificado (ver Tabela 2).
» Gel a 1% — 0,3 g de agarose para 30 mL de gel, que deve ser preparado com
tampéo tris-borato—-EDTA 1 X. Para isso, aplicar 5 uL de produto de amplificagéo +
1 uL de loading buffer (tampéao de corrida).
» Gel a3% — 0,9 g de agarose de baixo ponto de fusdo para 30 mL de gel, que deve
ser preparado com tampio tris—borato-EDTA 1 X. E utilizado para analisar o
resultado das digestbes com enzimas de restricdo. Aplicar todo o produto da

digestédo (13 uL) + 2,6 uL de loading buffer.

Procedimento:

a) Pesar a agarose.

b) Coloca-la em um erlenmayer que contenha o volume necessario de tampao TBE 1
X.

c) Aquecer no forno de microondas, até iniciar a ebulicdo (aproximadamente trinta
segundos em poténcia média para gel de 30 mL). Agitar o frasco e retornar ao forno
de microondas por mais alguns segundos.
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d) Aguardar a reducdo da temperatura para aproximadamente 60°C e adicionar
brometo de etidio, na quantidade indicada para cada gel. Pode ser necessario
acrescentar agua destilada, para repor aquela perdida por evaporacao.

e) Verter no molde previamente nivelado e colocar os pentes.

f) Apéds a solidificacao, colocar o gel na cuba de eletroforese e cobrir com tampao TBE
1 X.

g) Aplicar as amostras acrescidas de tampao de corrida e estabelecer a corrente de
acordo com o tamanho do gel.

h) A eletroforese deve ser realizada em TBE 1 X, em voltagem constante, na faixa de
2 a 5 V/cm (considerando a distancia entre os eletrodos). Caso o fundo do gel
esteja muito corado, pode-se lavar o excesso de brometo por submersao em TBE 1
X por cinco a dez minutos.

CUIDADOS

w= O brometo de etidio é um potente agente mutagénico. Usar luvas e mascara
para preparar a solucao de estoque e para manipular os géis.

w A luz ultravioleta produz queimaduras severas. Usar mascara e o6culos de
protecao adequados.

19.ELETROFORESE EM SISTEMA CAPILAR

Durante décadas, a eletroforese em placas de gel de poliacrilamida ou de
agarose foi intensamente utilizada como uma das ferramentas mais importantes dos
laboratérios de biotecnologia e de bioquimica para a analise de macromoléculas. Nos
ultimos anos, porém, a eletroforese capilar tem apresentado vantagens em relacao a
técnica de eletroforese em placas. Para a analise simultdnea de amostras,
instrumentos de eletroforese capilar com arranjo de capilares sdo os mais utilizados.
Existem aparelhos que possuem desde um Unico capilar até 384 capilares,
possibilitando a maximizacdo do tempo necessario para as mais diferentes analises,
desde deteccao de residuos de drogas até testes de paternidade.

A separacdo das macromoléculas é conduzida em tubos com dimensées de 15
a 100 um de diametro interno e 36 a 100 cm de comprimento, preenchidos com um
eletrolito. O uso do capilar fornece vantagens sobre as placas de gel, por razbes
geomeétricas: ha elevada relacdo entre a area superficial e o volume interno, o que
permite a dissipacao eficiente do calor gerado pela corrente elétrica e possibilita a
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aplicacao de campos elétricos elevados (100 a 500 V/cm). Isso resulta em separacoes
de alta eficiéncia, em alto poder de resolucao e em reduzido tempo de analise.

Em geral, um aparelho de eletroforese capilar bésico consiste de uma fonte de
alta tensado, capilares (geralmente de silica fundida), eletrodos (de platina,
normalmente), e um detector apropriado. A fonte de alta tensdo é aplicada nos
eletrodos de platina situados nos reservatérios com solugao eletrolitica apropriada. As
extremidades do capilar sdo imersas nos reservatorios da solugdo, para completar o
contato elétrico. As amostras normalmente sao introduzidas no capilar por métodos
eletrocinéticos, nos quais uma diferenga de potencial é estabelecida entre o capilar e o
recipiente que contém a amostra, durante um tempo predeterminado.

O detector localiza-se em algum ponto do capilar, préximo ao reservatério de
saida.

A eletroforese capilar em gel é utilizada exclusivamente para separacédo de
macromoléculas, tais como oligonucleotideos, fragmentos de DNA e proteinas. Essa
técnica teve inicio com a aplicacao nas separacées de DNA por tamanho molecular,
por meio de colunas preenchidas com gel, denominados géis quimicos: um capilar é
tratado com um reagente que estabiliza o gel junto a parede do capilar, através de
ligacOes covalentes. Esse método foi descartado, dado o grande numero de problemas
que surgiram, tais como aparecimento de bolhas (perda de condutividade), introducao
limitada de amostra, retencédo de fragmentos com alto peso molecular e degradacao do
gel por hidrélise. Tais problemas levaram a formulagdo de novos sistemas e que foram
denominados géis fisicos.

Géis fisicos sdo matrizes poliméricas hidrofilicas, dissolvidas em tampao
apropriado, que ndo sao ligados a parede do capilar. Assim, eles podem ser
substituidos a cada separagao, o que permite o aproveitamento do mesmo capilar por
centenas de vezes, sem perda de eficiéncia. A uma dada concentragao de polimero, as
fitas poliméricas individuais comegam a interagir umas com as outras e formam uma
estrutura em rede dentro do capilar, 0 que possibilita a separacdao dos fragmentos de
DNA. A concentracao polimérica étima depende do tamanho do DNA a ser separado.



28 Fundamentos tedrico-praticos e protocolos de extragao e de amplificagdode DNA por meio da técnica de Reagdo em cadeia
da polimerase

20.PROTOCOLO PARA ANALISE DE PRODUTOS DE AMPLIFICACAO EM
SISTEMA CAPILAR

Antes da injecao no capilar, as amostras sdo desnaturadas em presenca de
formamida, para evitar que a formacgao de estruturas secundarias afete a velocidade de
migracdo. Um padrao com fragmentos de tamanho conhecido é aplicado com as
amostras para permitir a estimativa do tamanho dos fragmentos analisados. Esse

protocolo é utilizado no equipamento 1Bl 3100 Avant® (Applied Biosystems).

Procedimento:

a) Preparar a mistura de formamida e o padrdo interno com fragmentos de tamanho
conhecido: para cada amostra, colocar 8,85 uL de formamida Hi-Dy e 0,15 uL de
padrao (GS 500 ROX).

Aplicar esses 9 uL de mistura em um poco da placa de corrida.

Aplicar 1 uL de produto de PCR da sua amostra por poco.

Desnaturar as amostras (ja na placa de corrida), durante cinco minutos, a 95°C.
Colocar as amostras imediatamente no gelo apds a desnaturacdo e manter ai por
cinco minutos.

f) Preparar a injecdo das amostras no analisador e a obtencdo dos dados no

computador, com o software Data Collection® (Applied Biosystems).

21. PROTOCOLOS DE AMPLIFICACAO DE DNA PARASITARIO

21.1. PCR para Babesia bigemina

a) Separar as amostras de DNA, preparar o banho de gelo para os microtubos e retirar
os reagentes do master mix do congelador. As amostras de DNA nao devem ter
contato com os reagentes do master mix.

Limpar a bancada com alcool.

)

c) Lavar as maos e colocar luvas novas.
) Marcar os microtubos para PCR (microtubo de 0,2 ulL).
)

Preparo do master mix para PCR:
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1X X
H-O ultrapura 7,1 uL _ub
Tampao 10 X 1,25 uL _ub
MgCl> 0,375 uL L
DNTP (20 mM) 0,125 uL _uL
BilA (10 uM) 0,5 uL _uL
BilB (10 uM) 0,5 uL _uL
Taq (5 U/uL) 0,15 uL _uL

f) Distribuir 10 uL do master mix por microtubo de 0,2 uL (PCR).
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g) Adicionar 2,5 uL de DNA por tubo com o master mix (em local isolado, para evitar

contaminacoes).

h) Preparar o programa no termociclador, indicando as temperaturas de desnaturacao,

de anelamento e de extensao, e incubar as amostras, de acordo com o esquema da

Fig. 1.

1° ciclo
95,0
65.0 72,0
/30" | 307
30”

34 ciclos
72,0 72,0
64’0 30” 4’ 4 0
30” 9

Fig. 1. Demonstracdo esquematica da programacao dos ciclos da PCR com
temperatura (°C) e tempo de desnaturacao, de anelamento e de extensao.

21.2. Nested-PCR para Babesia bigemina

a) Preparar o banho de gelo e retirar os reagentes do master mix do congelador.

b) Limpar a bancada com etanol.

c) Lavar as maos e colocar luvas novas.
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d) Marcar os microtubos para PCR.

da polimerase

e) Preparar o master mix para nested-PCR (em tubo de 1,5 mL).

1 X X
H>O ultrapura 8,6 uL _uk
Tampao 10 X 1,25 uL _ub
MgCl, 0,375 uL b
DNTP (20 mM ) 0,125 uL ___ub
BilAN (10 uM) 0,5 uL _uL
BilBN (10 uM) 0,5 uL _uL
Taq (5 U/uL) 0,15 uL o ub

f) Distribuir 11,5 uL do master mix em cada tubo de PCR.

g) Adicionar 1,0 uL da PCR aos tubos com o master mix (em local isolado para evitar

contaminacgoes).

h) Preparar o programa no termociclador e incubar as amostras, de acordo com o

esquema da Fig. 2.

95,0

1° ciclo
72
30"
64,00
307

95,0

30”

34 ciclos
72.0 72.0
68,0 30" 4’ 40
30” b

Fig. 2. Demonstracdo esquematica da programacao dos ciclos da PCR com
temperatura (°C) e tempo de desnaturacao, de anelamento e de extensao.
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A Tabela 2 mostra a sequéncia dos primers de PCR e de nested-PCR de

Babesia bigemina e o tamanho dos produtos amplificados.

Tabela 2. Sequéncia dos primers de PCR e de nested-PCR de Babesia bigemina e
tamanho dos produtos amplificados.
Seqiiéncia* Primer Oligonucleotideos (5' — 3') Produto (pb)

BilA CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC
278

PCR BilB CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAG

BilAN CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGTGC
Nested-PCR) 170
BilBN CCGACCTGGATAGGCTGTGTGATG

* Seqiéncia amplifica a regido do fragmento de restricio denominado Spel-Aval de Babesia bigemina.
Fonte: Figueroa et al. (1993).

22.ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE PARA VISUALIZAGAO DOS
PRODUTOS AMPLIFICADOS

Gel de agarose a 1,5%.

O gel de agarose é preparado na concentracao de 1,5% para a visualizacao dos
produtos da PCR com aproximadamente 278 e 170 pares de bases.

Procedimento:

a) Pesar 0,45 g de agarose em um erlenmayer.

b) Dissolver em 30 mL de tampéao tris—borato—EDTA (TBE) 1 X.

c) Aquecer no forno de microondas até iniciar a ebulicao (aproximadamente trinta
segundos).

d) Agitar o frasco com cuidado (a agarose em ebulicao tem tendéncia a transbordar).

e) Retornar ao forno de microondas por mais dois a trés segundos.

f) Aguardar a reducao da temperatura para aproximadamente 60°C e adicionar
brometo de etidio (acrescentar 1 uL de brometo para cada 10 mL de gel).

g) Verter no molde previamente nivelado e colocar os pentes.

h) Apds a solidificacéo (o gel se torna opaco), colocar na cuba de eletroforese e cobrir
com tampao TBE 1 X (também pode ser utilizado tampao 0,5 X).

i) Aplicar 8 uL de amostra acrescidos de 2 uL de loading buffer (tampao da amostra).

j) Ligar a fonte e manter a 80 V por cerca de uma hora.

k) Visualiza-lo em transiluminador sob luz ultravioleta (Fig. 3).
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CUIDADOS

w O brometo de etidio € um potente agente mutagénico. Utilizar luvas e mascara
para preparar a solucao de estoque e para manipular os géis.

w Nao olhar diretamente para a luz ultravioleta.

' Fig. 3. Eletroforese dos produtos de
amplificacdo de DNA de Babesia
bigemina pelas técnicas de PCR (pocos
2 e 3) e de nested-PCR (pocos 4 a 8).
1) Padrdo de pares de bases; 2) DNA
de sangue de bovino; 3) Controle
positivo de B. bigemina; 4) DNA de
sangue bovino; 5) DNA de carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus; 6)
DNA de ovos de R. (B.) microplus; 7)
Controle positivo de B. bigemina; 8)
Controle negativo da reagcdo (agua
ultrapura esterilizada)
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23. APENDICE

Preparo do fenol tamponado:

a)

Colocar 250 mL de fenol liquido (ou 250 g de cristais de fenol fundido em banho-
maria a 65°C) em um frasco de vidro.

Adicionar 0,25 g de 8-hidroxiquinolina (antioxidante).

Adicionar 250 mL de tris—base (hidroximetilaminometano) 50 mM.

Agitar em temperatura ambiente por cerca de quinze minutos (usar agitador
magnético). Deixar repousar a 4°C até a separacdo das fases. Aspirar a fase
aquosa com cuidado.

Adicionar 250 mL de solucao tris—HCI 50 mM com pH 8,0 e novamente repetir 0s
procedimentos dos itens "c” e "d”. Verificar o pH da fase fendlica (para isso pode ser
usado o papel indicador) e repetir itens "c” e “d” até que o fenol atinja o pH 8,0.
Finalmente, recuperar a fase fendlica, adicionar 125 mL de solugao tris—-HCI 50 mM
com pH 8,0 ou tampéao TE (tris—HCI 10 mM, EDTA 1mM com pH 8,0) e estocar em
frascos escuros a 4°C para uso por até dois meses.

Nos protocolos de extracao, utilizar a fase fendlica (amarelada) da solucao de
estoque.

Solucao anticoagulante com acido citrico:

a)
b)
c)
d)

)

e

Acido citrico 0,48 g.
Citrato de sddio 1,32 g.
Glicose 1,47 g.
Agua ultrapura 100 mL.

Usar 3,5 mL para cerca de 20 mL de sangue.

Solucao de estoque TBE (tris—borato—EDTA) concentrada 10 X:
Tris—base 108 g
Acido bérico 55 ¢
EDTA 0,5 M, com pH 8,0 40 mL
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Solucao de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 0,5 M (pH 8,0):

a) Dissolver 186,1 g de Na,EDTA.2H,0 em 700 mL de agua.

b) Ajustar o pH para 8,0 com solugédo de NaOH 10 M.

c) Adicionar agua ultrapura, g.s.p. 1000 mL.

d) Esterilizar em autoclave a 121 °C por quinze minutos.

Observacoes:

1) O EDTA é um agente quelante que impede a acao de enzimas sobre o DNA.

2) O EDTA é insoluvel em pH inferior a 8,0; por essa razédo, € importante ajustar o pH

antes de completar o volume.

Solucao-tampao tris—HCI (hidroximetilaminometano-acido cloridrico) 1 M:

a) Dissolver 121 g de tris—base em 800 mL de &gua ultrapura.

b) Ajustar o pH com HCI concentrado. Cerca de 70 mL de HCI sdo necessarios para
pH 7,4; e 42 mL, para pH 8,0.

c) Adicione agua ultrapura até completar 1000 mL.

d) Autoclavar a 121°C por quinze minutos.

Obs.: O tris tem a funcado de manter constante o pH das solugdes.

Solucao-tampao TE (tris—EDTA):
a) Tris—=HCI 10 mM, com pH 7,4, 7,5 ou 8,0.

b) EDTA 1mM.

Tampao de corrida da amostra 6 X concentrado (estocar a 42C):

Azul de bromofenol a 0,25% 25 mg
Xileno cianol a 0,25% 25 mg
Solugao aquosa de glicerol a 30% 10 mL

Tampao de lise 1:

Tris—HCI, com pH 8,0 10 mM
EDTA, com pH 8,0 10 mM
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,5%

Solucéo de RNAse (adicionar no momento do uso) 20 pg/mL
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Tampao de lise 2:
2-mercaptoetanol

Tris—HCI, com pH 8,0

NaCl

EDTA, com pH 8,0

SDS

Obs.: Preparar no momento do uso.

Solucao-tampao de fosfato (PBS):

KCI 2,7 mM
KH2oPO4 1,5 mM
NaCl 137 mM
NasHPO4 8 mM
pH 7,0

Solucao de proteinase K (20 mg/mL):

Proteinase K
Tris—HCI 10 mM (pH 7,5)
Cloreto de calcio

Glicerol
Obs.: Estocar a —20°C.

Tampao de digestao 1:
NaCl

Tris—HCI, com pH 8,0
EDTA, com pH 8,0

SDS

Proteinase K

Tampao de digestao 2:
Tris—HCI

EDTA, com pH 8,5
Triton X-100

Obs.: Estocar a —4°C.

2%

10 mM
100 mM
10 mM
0,5%

100 mg
5mL

20 mM
50%

100 mM
10 mM

25 mM
0,5%
0,1 mg/mL

10 mM
1mM
5%
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Solucao de RNAse 1 (10 mg/mL):

RNAse 10 mg
Tris—HCI, com pH 7,5 10 mM
NaCl 15 mM

Obs.: Estocar a —20°C.

Solucao de RNAse 2 (10 mg/mL):

RNAse 10 mg
Acetato de sédio (CH3COONa) 0,01 M, compH 5,2 1 mL
Tris=HCI 1 M, com pH 7,4 0,1 mL

Obs.: Estocar a —20°C.

Solucao de acetato de s6dio 0,01 M:
Acetato de sddio (CH3COONa) 0,082 ¢g
Agua ultrapura 100 mL

Solucao de CTAB a 10%:
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) 109
Agua ultrapura 100 mL

Solucao de NaCl 5 M:
NaCl 292,25 ¢

Agua ultrapura 1.000 mL

Solucao-tampao para extracao vegetal:

Solugdes e reagentes Concentracgao final Volume (final = 10 mL)
CTAB a 10% 2% 2,0 mL
NaCl5 M 1,4 M 2,8 mL
Tris—HCI 1 M, com pH 8,0 0,1 M 1,0 mL
EDTA0,5M 20 mM 400 pL
2-mercaptoetanol 0,4% 40 pL
Polivinilpirrolidona 1,0% 0,19

Agua ultrapura 3,76 mL
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