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EXTRACCAO E QUANTIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS



Consideragdes gerais

No nucleo das células humanas, a cromatina esta organizada em 23 pares de
cromossomas.
- heterocromatina - condensada, genes inactivos;

- eucromatina - descondensada, genes activos.

A informacdo contida nos genes esta armazenada nos &cidos nucleicos, que sao

polimeros de nucledtidos.

NUCLEOTIDOS

Os nucledtidos séo ésteres fosforicos dos nucledsidos. Da sua hidrélise completa,
liberta-se uma pentose (ribose ou desoxirribose), uma base azotada (purica ou pirimidica) e

uma molécula de 4cido fosférico (caracter acidico).

Os nucledtidos tém uma grande importancia biolégica, essencialmente por duas
razdes:
1. Sao constituintes fundamentais dos acidos nucleicos;
2. Fazem parte da estrutura de coenzimas muito importantes; alguns participam no

metabolismo intermediério e nas reacc¢des do metabolismo energético celular.

No entanto, é como constituintes dos acidos nucleicos que eles desempenham a sua
funcdo bioldgica essencial, participando nos mecanismos moleculares de conservacao,

replicacdo e transcricado da informacéo genética.

Devido a terem na sua constituicdo bases azotadas, os nucleétidos podem ser

detectados por espectrofotometria a um comprimento de onda de 260 nm.

Podem ser separados por electroforese em papel ou em gel de agarose e por
cromatografia de troca io6nica, em papel ou em coluna, porque, pelo facto de na sua

constituicdo existir &cido fosfdrico, sdo moléculas com carga negativa a pH =7.



ACIDOS NUCLEICOS

Sdo macromoléculas resultantes da polimerizagdo de um numero elevado de
nucleotidos. H& dois tipos fundamentais de &cidos nucleicos:
- DNA ou &cido desoxirribonucleico (Watson & Crick, 1953)
- RNA ou &cido ribonucleico - RNAmM (RNA mensageiro)
- RNAt (RNA de transferéncia)
- RNAr (RNA ribossémico)

O DNA e o RNA sao &cidos nucleicos, que armazenam e transmitem a informacéao

nas células — cédigo genético.

DNA

O DNA existe na forma de uma hélice, composta por duas cadeias complementares

unidas por ligag6es de hidrogénio, com as seguintes caracteristicas:

» Bases nitrogenadas — no interior da hélice (perpendicular ao eixo da hélice)

« Fosfato e pentose — no exterior da hélice, papel estrutural (Angulo recto em relacao
as bases)

« A pH neutro, o grupo fosfato confere carga negativa ao DNA; uma vez que existe
um grupo fosfato por cada base, a razdo carga/massa permanece constante

+ Diametro ~20 A

e Cadeias unidas por ligac@es de hidrogénio: A=T; G=C

* Bases adjacentes interagem por forcas de van der Waals

« O aparecimento das cadeias é unidireccional: 5' = 3'

Formas do DNA: hélice linear simples (virus)
circular (mitocondrial)

dupla hélice (trés formas: A, B (+) e 2)



PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO DNA:

*Peso molecular elevado

*Viscosidade (indice de enrolamento)

*A dupla hélice pode ser desnaturada por efeito de: temperatura, pH's extremos,

ureia e formamida, enzimas (helicases).

*A desnaturacao depende do contetdo em bases (Tm). A renaturacdo € espontanea,

sob condi¢des normais.
*Susceptivel de hidrdlise acida suave; nao € hidrolisado por bases diluidas
*Nao forma intermediarios ciclicos
*Liga Mg** e Ca®*

*Pode sofrer hidrélise enzimética (desoxiribonucleases ou endonucleases).

RNA

O RNA existe normalmente na forma de cadeia simples, com as seguintes

caracteristicas:

*Material genético de virus, bactérias, animais e Homem

*Existe sob trés formas fundamentais: RNAmM (RNA, surge por ac¢cdo da RNA
polimerase 11), RNAt (surge por accdo da RNA polimerase IllI), RNAr (surge por accdo da
RNA polimerase 1): o primeiro codifica a informacdo genética do DNA; o segundo,
descodifica - traduz - a sequéncia de bases do RNAmM em amino&cidos; o ultimo, combinado
com proteinas, forma os ribossomas, onde se ligam todas os componentes necessarios

para a sintese proteica.



*A RNA polimerase Il é a enzima responsavel pela transcricdo (sintese de RNA a
partir de DNA).

*O conjunto de genes que sdo transcritos para a mesma molécula de RNAmM, em
conjunto com os locais de controle, chama-se operdo. A RNA polimerase liga-se a um local

especifico do operdo, o promotor.

*Existem sequéncias de DNA que interagem com proteinas especificas e influenciam

a taxa de transcri¢do - enhancers.
*A transcricdo € iniciada no local cap, +1, com o 1° nt, m7Gppp, terminando quando
a RNA polimerase transcreve a sequéncia AAUAAA; a seguir (15 a 30 nt depois), €

adicionada uma cauda poly A.

*O RNA, copiado directamente do DNA, o transcrito primario, sofre modificacoes,

antes de ser traduzido (splicing).

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO RNA:

*Soluveis em solucdes salinas diluidas

*Desnaturagdo quimica, (alcalina), fisica (aquecimento) e enzimatica (ribonucleases)

*Separaveis por ultracentrifugagéo e cromatografia.

Diferencas fundamentais entre DNA e RNA:

HELICE BASES AZOTADAS PENTOSE

DNA DUPLA Adenina = Timina Desoxirribose

Guanina = Citosina

RNA SIMPLES Adenina = Uracilo Ribose

Guanina = Citosina




PROPRIEDADES DOS ACIDOS NUCLEICOS

- Os 4cidos nucleicos séo pouco soluveis em acidos diluidos;

- Podem ser extraidos das células, usando o fenol ou solugbes salinas neutras
concentradas, e precipitados por etanol;

- Os acidos nucleicos podem ser degradados por hidrélise quimica (alcalina), ou enzimética

(endonucleases);

- S&o insoluveis em solventes organicos, muito solaveis em solu¢des salinas diluidas e
moderadamente sollUveis na agua. Podem ser separados por cromatografia em coluna,
por ultracentrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose, ou por electroforese em
gel;

- Absorvem radiacdo UV a 260 nm, o que permite a sua identificacdo e caracterizagéo.

CONSIDERACOES SOBRE A DETECCAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

> ESPECTRO DE ABSORCAO DOS ACIDOS NUCLEICOS DEFINE-SE NA REGIAO
DO ULTRAVIOLETA - (A de absorcdo maxima a 260 nm, dependendo das bases

gue entram na sua constituicao).

» EFEITO HIPERCROMATICO - consiste no aumento de absor¢éo, a um dado A, com

a desnaturacéo das cadeias.

» Reagem com a DIFENILAMINA formando um complexo corado azul por ligacao a
desoxiribose e aquecimento (Reaccdo de DISHE - tipica das desoxirriboses ). E

assim, possivel a sua detecgéo por espectrofotometria a A= 600 nm.

» Reagem com a solucdo de ORCINOL (10 %) na presenca de FeCl3 e aquecimento
formando um complexo amarelo por ligacdo a ribose (Reaccao de BIAL tipica das

riboses ), o que permite a suadeteccao por espectrofotometria a A= 670 nm.



DETERMINACAO DE ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS

A manipulacdo de 4cidos nucleicos, tanto para extraccdo como para manipulacao e
andlise genética, assenta em determinados principios basicos a ter em conta,
nomeadamente, as pipetagens de precisdo, realizadas com micropipeta (tipo EPPENDORF
ou GILSON); a esterilidade de todos os materiais e solugbes usadas; a pureza dos
reagentes, que deve ser, sempre que possivel, de grau de pureza molecular ou adequados
a estudos de biologia molecular; a dgua usada para a preparacao das solugdes deve ser
H20 milli-Q autoclavada; devem ser usadas bata e luvas de latex, para prevenir
contaminagbes; devem observar-se as precaugfes adequadas ao manuseamento de
produtos quimicos toxicos, como o brometo de etideo, a radiacéo ultra-violeta (UV) e ao uso

de electricidade de alta voltagem.

EXTRACCAO DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGUE TOTAL:

Existem inUmeros métodos para extrair DNA. O protocolo apresentado (descrito por
Laura-Lee Boodram, 2004 - Department of Life Sciences, The University of the West Indies)
apresenta uma alternativa rapida e eficaz na obtencdo de DNA sem 0 uso de solventes
organicos. E usada uma extracgdo com solugdo salina (NaCl 5,3 M) para remover as
proteinas da amostra. Este passo é fundamental na obtencdo de DNA com qualidade para
ser analisado, nomeadamente por PCR. E possivel obter 100-200 pg de DNA a partir de 4-8

ml de sangue.

QUANTIFICACAO DE DNA

No sentido de estimar a concentracdo de DNA (Moore et al., 1997), cada amostra
extraida (5 pl) é diluida (1:100) em H20 milli-Q estéril, num tubo coénico de 1,5 ml (tipo
EPPENDORF), submetida a agitagdo (RETSCH MIXER) para homogeneizagao da solugao,
sendo depois colocada em cuvette de quartzo e submetida a leitura da densidade Optica a
260 nm (DO.g), para avaliar a quantidade de DNA, e a 280 nm (DO,g) para estimar a
contaminacdo com proteinas, num quantificador automatico GeneQuant II (RNA/DNA
CALCULATOR, AMERSHAM BIOSCIENCES). O quociente entre DO,g € DOygo deve situar-
se entre 1,5 e 2, para se considerar que estamos perante uma amostra de DNA com pureza

adequada para analise posterior. Um valor inferior indica contamina¢cdo com proteinas e um



valor superior indica contaminacdo com RNA. A concentracdo de DNA total foi estimada, de
acordo com a Equacdo 1, tendo em conta que uma unidade de DO corresponde a
concentracdo de 0,050 ug/ul de DNA de dupla cadeia (dsDNA) (Moore et al., 1997).

[DNA] (ug/ul) = DO X 0,05 x factor diluicédo (Equacéo 1)

NOTA: Também ¢é possivel usar espectrofotometria de visivel para estimar os acidos
nucleicos DNA e RNA, “corando-o0s”, embora seja uma forma menos rigorosa de o0s
determinar. O reagente de Difenilamina (Reaccéo de Dishe ou da Difenilamina ) forma um
complexo corado com o DNA, que € detectado por espectrofotometria de absor¢éo a 600
nm. Essa reacgdo € caracteristica das desoxirriboses . Se fizermos reagir um extracto de
acidos nucleicos com uma solucéo de orcinol a 10 %, na presenca da FeCl3 (Reaccdo de
Bial ou do orcinol ), com aquecimento, forma-se um complexo corado, detectando o RNA
por espectrofotometria de absorcdo visivel, a 670 nm. A reaccdo € caracteristica das
riboses . Através deste método, utilizam-se solugbes padrdo de DNA e RNA 0,01 %
estabelecendo uma relacdo entre a D.O. e a concentracdo (aplicando a Lei de Beer-

Lambert), em que aD.O. =g x| x C.
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PROTOCOLO DE BANCADA - 92 AULA PRATICA

EXTRACCAO E QUANTIFICACAO DE DNA
Reagentes

Tampéo A (Tampéao de lise dos glébulos vermelhos):
0,32 M sacarose; 10 mM Tris HCI ; 5 mM MgCl,; 0,75% Triton-X-100 ; (pH a 7,6).

Tampao B (desproteinizacéo):
20 mM Tris-HCI; 4 mM Na,EDTA; 100 mM NacCl; (pH a 7,4).

H,O milliQ

SDS 10%

Solucgéo de Proteinase K (20 mg/ ml)
NaCl 5,3 M

Isopropanol frio

Etanol 70% frio

TrisHCI 10 mM

Nota: Todas as solucdes devem ser estéreis. A esterilizacdo pode ser efectuada por

autoclavagem (antes da adi¢ao de Triton-X-100) ou por filtragéo, 0,22 um (melhor opgao).



Procedimento para extraccdo (amostra: 5 ml de sangu e, 1 volume):

- Adicionar 1 volume de tampéao A e 2 volumes de H,O MilliQ estéril a 4°C.

- Submeter a vortex moderado ou inverter o tubo 6-8 vezes.

- Incubar em gelo durante 2-3 minutos.

- Centrifugar a 3500 rpm, durante 15 minutos a 4°C.

- Remover o sobrenadante para uma solugéo de lixivia a 2,5%.

- Ressuspender o sedimento em 2 ml de Tampao A e 6 ml de H,O (vortex 30 segundos em
velocidade média).

- Centrifugar a 3500 rpm, durante 15 minutos a 4°C.

- Retirar o sobrenadante. O sedimento deve ser de cor clara. Se estiver vermelho, repetir o
passo anterior (lavagem).

- Adicionar 5 ml de Tampao B e 500 pl de SDS a 10% ao sedimento e ressuspender (vortex
forte 30-60 segundos. Adicionar 50 pl de Solucéo de Proteinase K (20 mg/ml). Esta solucao
deve ser preparada antes de usar e mantida a 4°C ou pode ser conservada a -20 °C por
tempo mais prolongado.

- Incubar a 55°C durante 1-2 horas.

- Colocar em gelo durante 2-3 minutos.

- Adicionar 4 ml de NaCl a 5,3 M. Vortex suave durante 15 segundos.

- Centrifugar a 4500 rpm durante 15-20 minutos a 4°C.

- Transferir o sobrenadante cuidadosamente para um tubo limpo.

- Adicionar 1 volume de isopropanol frio (guardado a -20°C).

- Inverter o tubo 5-6 vezes para precipitar o DNA.

- Remover a “medusa” com uma pipeta de Pasteur para um tubo eppendorf 1,5 ml e lavar
(17949 g ~13000rpm-EPP, 10 minutos) com 1 ml de etanol frio a 70%.

- Deixar secar 15-20 minutos a 37°C ou 5-10 minutos a 55°C.

- Ressuspender em 300-400 pl de TrisHCl a 10 mM pH 8,5.

- Deixar solubilizar durante a noite.

- Guardar a 4°C.

Procedimento para a quantificacao:

1. Diluir 10 pl da solucdo de DNA em 1000 pl de H20, num eppendorf 1,5 ml.

2. Vortex suave da amostra.
3. Leitura da DO (densidade Optica) a 260 nm (DNA) e a 280 nm (PROTEINAS).
O quociente entre DO260 e DO280 deve situar-se entre 1,5 e 2.
4. Célculo: [DNA] = DOy x 0,05 pg/ul x factor de diluicdo (100) = (DOg X 5) pg/pl



