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introducao

Diversos métodos estao disponi-
veis para a obtengao de DNA
gendmico de mamiferos, que diferem
principalmente no que diz respeito a
qualidade do DNA (grau de contami-
nagao com outros componentes ce-
lulares). De modo geral, os métodos
envolvem as seguintes etapas:

* Rompimento da membrana celu-
lar e liberagao do conteudo celu-
lar (lise).

* Remocgao das proteinas e dos res-
tos celulares.

* Precipitagao dos acidos nucléicos.
» Remocao enzimatica do RNA.

A escolha do método depende do
tipo de tecido a ser utilizado como
fonte de acido nucléico (composigao,
grau de agregacao celular), da finali-
dade do experimento (Southern Blot,
construgcao de bibliotecas gené-
micas, PCR, etc.) e da disponibilida-
de de reagentes e de equipamentos
no laboratorio. Neste capitulo serao
apresentados alguns métodos para
o preparo de amostras de DNA de
mamiferos, rotineiramente utilizados
no Laboratorio de Biotecnologia Ani-
mal da Embrapa Pecuaria Sudeste
para aplicagao em PCR.

Antes de iniciar a apresentagao
dos métodos, serao ressaltados al-
guns cuidados que devem ser obser-
vados durante o trabalho com acidos
nucléicos:

* As secre¢des e 0s microrganis-
mos da pele podem conter nucle-

ases, enzimas que degradam os
acidos nucléicos. Para prevenir
a contaminagcao das amostras
com essas enzimas, € importan-
te que sejam utilizadas luvas
descartaveis durante a manipu-
lacao das amostras, dos reagen-
tes e dos acessorios de labora-
térios (ponteiras, tubos, pipetas,
etc.). As luvas de latex, utilizadas
para procedimentos cirurgicos,
sao as mais adequadas, pois
nao interferem no tato. Além dis-
so, salvo excegdes, tais como
solugdes contendo SDS (dodecil
sulfato de sédio) ou enzimas, as
solugdes e os recipientes devem
ser esterilizados da maneira
mais apropriada para cada caso
(calor umido, calor seco, filtra-
¢ao). Nos casos em que nao €
possivel proceder a esterilizagao,
como os citados acima, prepa-
ra-se a solugao com todos os
componentes passiveis de este-
rilizagao, adicionando-se os de-
mais no momento do uso. E im-
portante utilizar reagentes com
grau de pureza proprio para bio-
logia molecular.

* O DNA é adsorvido pelo vidro,
particularmente em presencga de
alguns sais como o iodeto de
sodio. Assim, é recomendavel
que sejam utilizados tubos e
acessorios de polipropileno para
as fases em que o DNA se en-
contra livre em solugao.

* As moléculas de acidos nucléi-
Cos sao sensiveis a fragmenta-
¢cao mecanica, de tal forma que
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se deve evitar agitagao intensa
dos tubos apds a liberagao do
conteudo celular (lise).

* Devido a sensibilidade da técni-
ca de PCR, recomenda-se a uti-
lizacao de material descartavel
(ponteiras, microtubos), evitan-
do-se a contaminagdao de uma
amostra com DNA de outras.

Preparo de amostras
de DNA de mamiferos

Uma das vantagens da PCR, além
da sensibilidade, € a flexibilidade,
quando comparada a de outras téc-
nicas de biologia molecular. Ao con-
trario do que ocorre, por exemplo,
com a utilizagao de endonucleases
de restricao, a reagao catalisada
pela Tag DNA polimerase pode ocor-
rer mesmo em presencga de contami-
nantes, tais como proteinas, e de al-
gum grau de degradagao do DNA.
Essa ultima caracteristica é especi-
almente importante, pois permite a
analise de amostras obtidas a partir
de fosseis e de evidéncias forenses.
Entretanto, alguns contaminantes
especificos podem ser prejudiciais.
No caso da extragcao de DNA de san-
gue, o principal cuidado deve ser
com a completa eliminagéo da hemo-
globina, uma vez que as porfirinas
possuem acgao inibitéria sobre a Tag
DNA polimerase (Higuchi, 1989).

A seguir, dois métodos de extra-
cao de DNA a partir de amostras de
sangue sao descritos.

O primeiro método foi adaptado
de Olerup & Zetterquist (1992) e tem

sido utilizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal do CPPSE
quando se pretende obter DNA em
grande quantidade, que possa ser
armazenado por longos periodos,
para analise de muitos marcadores.
A principal alteracao introduzida foi
a substituicao da extracao das pro-
teinas com solventes organicos pela
precipitacao das proteinas com
cloreto de sodio (Miller et al., 1988).
As vantagens dessa substituicao sao
a redugao da quantidade de poluen-
tes gerados pela rotina do laborato-
rio e dos riscos resultantes da expo-
sicdo continua do laboratorista a
solventes orgéanicos. A questao de
seguranca do operador € especial-
mente pertinente nos laboratorios
que desenvolvem atividades de en-
sino. Além disso, a qualidade do fe-
nol é essencial para a obtencao de
bons resultados. Recomenda-se o
uso de fenol bi-destilado mas, mes-
Mo nesse caso, a vida util é peque-
na ocorrendo formacao de radicais
livres que podem resultar em comple-
xo0s com o DNA, impossibilitando sua
utilizacao.

O segundo método apresentado
€ um método rapido, descrito por
Higuchi (1989), ideal para aplicagao
em rotina de diagndstico, quando
nao ha necessidade de estocar o
material por longos periodos. Neste
capitulo sera também apresentado
um meétodo préprio para extracao a
partir de amostras de sémen, adap-
tado de Zadworny & Kuhnlein (1990),
também modificado no que diz res-
peito a extracao de proteinas.




Para facilitar o uso, os métodos
sao apresentados sob a forma de
protocolos de laboratorio.

Extracao de DNA de
sangue fresco utfilizando
desproteinizagao

com sal

Obtencao de leucocitos:

* Colher 5 mL de sangue em tubos
para coleta a vacuo com EDTA
potassico (50 uL EDTA (K,) a
15%).

* Centrifugar por 5 minutos a 400 g
e descartar o plasma, utilizando
um micropipetador, com cuida-
do, para nao descartar as célu-
las brancas que se encontram na
interface.

* Lisar os glébulos vermelhos com
10 mL do tampao de hemolise
(solugéo A), e homogeneizar por
inversao, varias vezes, até obter
uma coloragao escura e homo-
génea.

* Centrifugar por 10 minutos a 700 g
a 4°C.

* Remover o sobrenadante.

Obs.: Nessa fase, a grande quan-
tidade de hemoglobina livre dificul-
ta a visualizagao do precipitado
de células brancas, sendo acon-
selhavel remover o sobrenadante
com auxilio de micropipetador.

* Dissolver o precipitado em 5 mL
do tampao de hemdalise (solugao
A). Misturar bem por inversao e, se
preciso, usar o agitador (vortex).

» Centrifugar a 700 g por 10 minu-
tos a 42C e descartar o sobrena-
dante.

* Repetir os dois passos anterio-
res, até obter somente leuco-
citos, sem residuos de hemoglo-
bina (duas lavagens adicionais
sao geralmente suficientes).

» Dissolver o precipitado em 500 uL
do tampao de hemodlise e transfe-
rir para microtubos de polipro-
pileno.

* Centrifugar por 1 minuto a 16.000 g
e descartar o excesso de sobrena-
dante, deixando apenas as celu-
las brancas cobertas com uma
fina camada de tampao.

Obs.: Nessas condi¢bes as cé-
lulas podem ser conservadas a
—20°C por varios meses.

Extracao do DNA:

* Colocar em suspensao os leuco-
citos em 500 uL de solugao de
proteinase K (solugao B).

* Incubar a 55°C, até dissolver o
precipitado (de 4 a 6 horas ou
durante a noite). Homogeneizar
as amostras apos 1 hora de in-
cubacao, para que fiquem bem
dissolvidas.

Obs.: A partir dessa fase, a amos-
tra fica bastante viscosa. Como as
moléculas de DNA sao longas,
sao sensiveis a fragmentacao
mecanica. Movimentos bruscos
durante a aspiragao da solugao,
bem como durante os procedi-
mentos para dissolugao de se-
dimentos devem ser evitados.
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* Adicionar mais 500 pL de solugao
B sem proteinase K e 316 uL
de NaCl 5 M.

* Centrifugar por 15 minutos a
16.000 g.

 Transferir o sobrenadante para
dois tubos de 1,5 mL, tomando o
cuidado de nao transferir mais do
que 500 pL para cada tubo.

* Adicionar 1 mL de etanol abso-
luto, gelado, e inverter os tubos
varias vezes. Centrifugar por
15 minutos a 16.000 g.

e Lavar com 500 puL de etanol a
70%, gelado. Centrifugar por 5
minutos a 16.000 g e descartar
o etanol. Deixar secar ao ar.

¢ Dissolver em 250 uL de solugao
TE + 0,25 uL de solugao de
RNase (10 ug de Ribonuclease
A por mililitro de amostra) e incu-
bar por 1 hora.

» Medir a concentragao da prepa-
racao por leitura em espectrofo-
témetro.

Quantificacao em
espectrofotometro:

Os acidos nucléicos absorvem luz
no comprimento de onda de 260 nm.
Para fazer a leitura no espectrofo-
tdbmetro, normalmente se utiliza dilui-
¢ao no mesmo diluente em que se
encontra a amostra. Para estimar a
concentracao de DNA, a seguinte
relacao é utilizada:

1 Azeo = 50 pg/mL de DNA dupla -
hélice.

A concentracao de DNA na amos-
tra € obtida pelo calculo:

DNA (ug/mL) = Valor da leitura em
Az X 50 X Fator de diluicao.

As proteinas absorvem luz no com-
primento de onda de 280 nm. Assim,
a relagcao Azso/Azs fornece um
parametro de avaliacao da qualida-
de das preparagdes de acidos
nucléicos. Valores inferiores a 1,8
resultam de contaminag¢@o com pro-
teina. E importante ressaltar que a
relagao entre o valor da leitura e a
concentragao de DNA foi estabe-
lecida para amostras puras. Em pre-
senca de contaminantes, essa rela-
¢cao pode nao ser verdadeira.

A média de rendimento desse pro-
tocolo em bovinos é de aproximada-
mente 300 ng de DNA, com média
de 1,4 para a relagao Azeo/Azso. Para
utilizacdo em PCR, essa relagao é
satisfatoria. Entretanto, havendo ne-
cessidade de amostras mais purifi-
cadas, nova desproteinizagao pode
ser conduzida apds a ressuspensao
em TE. Para tanto, acertar o volume
para 380 pL com TE, adicionar 120 uL
de NaCl 5 M e repetir os passos 14
a 18 descritos acima, nao havendo
necessidade de acrescentar RNase.

Meétodo rapido de
extracao de DNA
de sangue

Para que a extracao de DNA de
sangue seja feita de forma mais ra-
pida , deve-se seguir os seguintes
passos:

* Em um tubo de microcentrifuga
de 1,5mL, colocar 0,5 mL de san-
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gue total e 0,5 mL de Solugao de
lise I.

» Centrifugar a 13.000 g por 20 se-
gundos.

* Remover o sobrenadante e dis-
solver o precipitado em 1,0 mL
de solucao de lise I.

* Repetir os dois passos anterio-
res duas vezes.

* Centrifugar a 13.000 g por 20 se-
gundos, remover o sobrenadante
e dissolver o sedimentoem 0,5 mL
de solugcao de PCR acrescido de
detergente nao-idnico (triton X-
100) e proteinase K.

* Incubar a 50°C — 60°C por 1 hora.

« Inativar a proteinase K a 95°C por
10 minutos.

* Armazenar a -20°C.

Esse protocolo rende em torno de
10 a 20 ug de DNA, sendo suficiente
a utilizagao de 5 uL da suspensao de
DNA por reagao de PCR. A determi-
nagao da concentragdo é um caso
particular, uma vez que as proteinas
do extrato sao apenas hidrolisadas
pela proteinase K, e a amostra retem
contaminagao com aminoacidos e
pequenos peptideos. Nesse caso, a
espectrofotometria nao fornece boas
estimativas da concentragao de DNA
na amostra. Uma alternativa é utilizar
o fluorocromo Hoechst 33258 e me-
dir a emissao de fluorescéncia em
fluorimetro, nos comprimentos de
onda de 365 nm para excitagao e
460 nm para leitura da emissao de
fluorescéncia.

Extracao de DNA
de sémen

Para a extragao de DNA de sé-
men, deve-se seguir os seguintes
passos:

* Descongelar 1 paleta em cada mi-
crotubo de 1,5 mL.

» Centrifugar por 8 minutos a
16.000 g.

* Lavar o precipitado 4 vezes em
1 mL de PBS 1 X. A cada lava-
gem passar no vortex até a com-
pleta dissolugao e centrifugar
novamente. E fundamental asse-
gurar que todo o precipitado fi-
que bem dissolvido antes da
centrifugacao em cada lavagem.

* Colocar em suspensao em 100 uL
de PBS. Nesse ponto as amostras
podem ser armazenadas a
-20°C, para posterior proces-
samento.

* Adicionar 400 pL de solugao de
lise Il. Incubar 30 minutos a 50°C
e dissolver o sedimento.

* Adicionar 100 pg de proteinase
K (5 puL da solugao-estoque a
20 mg/mL). Passar no vortex até
dissolver. Incubar por 16 horas a
50°C .

 Dividir as amostras em dois tu-
bos, 250 uL em cada tubo.

* Adicionar 80 pL de NaCl 5M por
tubo. Agitar vigorosamente por
inversao. Centrifugara 16.000 g
por 15 minutos.

 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 5 minutos.
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* Descartar 0 sobrenadante. Lavar
0 precipitado com etanol a 70%
(simplesmente acrescenta-se
100 pL de etanol a 70% a cada
tubo. Nao passar no vortex).

* Centrifugar a 16.000 g por 5 mi-
nutos. Desprezar o sobrena-
dante. Secar o sedimento de
DNA e colocar em suspensao em
100 uL de TE + RNAse.

e [Incubar por 1 hora.

* Medir a concentragéo em espec-
trofotdmetro.

Solu¢oes

Todas as solugdes aquosas sao
preparadas com agua ultra pura.

Solucao A

10 mM Tris HCI pH 7,6
5 mM MgCl.
10 mM NacCl

Autoclavar e armazenar a 4°C, por
até uma semana.

Solucao B

Essa solucao € preparada pela
diluicao de solugdes concentradas
que, com excegao das solugdes de
SDS e de proteinase K, foram pre-
viamente autoclavadas.

Para uma amostra (500 pL)

* Completar o volume com 460,5 pL
de agua.

* Adicionar 2 mL de solugao de
proteinase K na concentracao
20 mg/mL no momento do uso.

Preparar, para cada amostra,
mais 500 mL dessa mesma solugao
sem adicao de proteinase K, a ser
utilizada no item 13 do protocolo,
substituindo o volume corresponden-
te a proteinase K por agua.

TE

10 mM Tris HCI pH 7,6
1 mM EDTA

Solu¢ao de RNase
(10 mg/mlL)

Dissolver a enzima Ribonuclease
A livre de DNase (Sigma R-6513)
em solugao 10 mM Tris HCI (pH 7,5),
15 mM NacCl.

Armazenar a -20°C.

Obs.: Algumas preparagdes de
Ribonuclease A nao sao livres de
DNAse, como a descrita acima. Nes-
se caso, ha necessidade de ferver a
solugao por 15 a 30 minutos, antes
de armazenar. Esse procedimento
nao é recomendavel para a enzima
Sigma R-6513.

Volume de solugao estoque

5 uL de Tris HCI pH 8,0 1M
10 uL de NaCl 5 M

10 uL de EDTA pH 8,0 0.5M
12,5 uL de SDS a 20%

Concentragao final

10 mM

100 mM
10 mM
0,5%




Solucao de proteinase K
(20 mg/mL)

Dissolver 100 mg da enzima
em 5 mL de solugao 10 mM Tris HCI
(pH 7,5), 20 mM CaCl,, glicerol 50%
(VAV).

Fazer aliquotas e armazenar a
-20°C.

Solu¢ao de Lise |
(3,5 mL por amostra)

0,32 M Sacarose
10 mM Tris HCI pH 7,5
1% (v/v) Triton X-100

Obs.: O Triton pode ser adiciona-
do na forma de solugao aquosa a
10%, esterilizada por filtragao. Essa
solugao pode ser mantida a tempe-
ratura ambiente, protegida da luz.

Solucao de PCR
(500 | L por amostra)

50 mM KCI

10 mM Tris HCI pH 8,3

1,5 mM MgCl,

1% (v/v) Triton X-100 (ver comen-
tario na solucao de lise)

Adicionar, no momento do uso,
0,3 uL de solugao de proteinase K a
20 mg/mL para 100 uL de solugao

PBS (Soluc¢ao estoque
10 X concentrada):

27 mM KCI

15 mM KH.PO,
1,37 M NaCl

80 mM Na,HPO,

Autoclavar em aliquotas. Diluir na
proporgcao 1:10 com agua estéril no
momento do uso. pH ~7,3

Solucao de Lise lI:

2% (VIV) 2-mercaptoetanol

10 mM Tris HCI (pH 8.0)

100 mM NaCl

10 mM EDTA (pH 8.0)

0.5% SDS
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