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Introducéo

Com o fim de obter uma boa quantificacdo, e por
consequéncia boas taxas de DNA, para realizar a reacdo
em cadeia de polimerase (PCR), € necessario que a
extracdo do DNA se processe com grande eficiéncia,
buscando a reducdo de contaminantes e, assim, fornecer
uma leitura segura para que se tenha os melhores
resultados em sua analise(1).

Os dois métodos de extracdo analisados e
comparados sdo o de extracdo de DNA em blocos de
parafina pelo método de Fenol/Cloroférmio (2,3) e a
extracdo de DNA de material a fresco através do método
Salting out.

Métodos

Foram analisadas 200 bidpsias esofagicas pelo
método das Salting out e 134 amostras de tecido
esofagico pelo método Fenol/Cloroférmio.

Resultados e Discusséao

As concentra¢ces obtidas de DNA, apds extracado
por método Salting out, foram entre 0,016 até 1,888 ug/uL.
A leitura em espectrofotdmetro mostrou que 194 amostras
apresentaram absorbéancias ideais (>1,0nm). Em relacdo
aos residuos, apenas 73 estavam em condi¢des ideais
para o objetivo do trabalho, porém os residuos
encontrados nas outras 127 amostras ndo impediram éxito
da reacdo. Na eletroforese de controle, 195 amostras
mostraram-se viaveis.

Pelo método de  Fenol/Cloroférmio, as
concentracdes de DNA variaram entre 0,001 até 0,4350
ug/uL. As leituras obtidas, em sua maioria, se mostraram
viaveis no teste de quantificacdo de DNA para posterior
analise. Verificou-se que as bidopsias com maior
guantidade de tecido emblocadas em parafina resultavam
em uma maior concentracdo de DNA final. Quando
realizada a eletroforese de controle, 62 das amostras
mostraram-se viaveis.

As amostras que se mostraram inviaveis foram
aquelas de concentracdes de DNA < 0,01 pg/mL.

Tabela 1: Método Salting out

Extracdo de material
parafinado: 134 bidpsias
esofégicas.

Bidpsias fixadas

Centrifugacédo
+
1mlde Xilol

Reidratagao alcool+ Mili Q

Estufa37°C 10 min

700uL TPTLL
+

20 L de Proteinase K
Incubacéo
50°C
3horas

750 uL de fenol equilibrado
em TE e tamponado (pH 8,0)

Centrifugagédo
10000 rpm 10 min

600 pL de cloroférmio e
alcool isoamilico (24:1)

40 pL acetato de Na 3M
lavar ¢/ etanol 70%

Evap. do etanol dissolvido 20
pL de tampédo TE

Figura 1: Métodos de extragdo de DNA

Extracdo de DNA de bi6psias|
afresco: 200 bidpsias
esofagicas

Bidpsias +500pl de TES +
20pl de Proteinase K

Incubagéo 42°C
3horas

550pl +20pl de NaCl
saturado (6M) + Agitagado

Etanol Abs. + Etanol 70% +
evaporagc&o residual

20pl de TE10:0,1 +
Acondicionamento -80°C

Tampé&o TLL 700puL +
Proteinase K

20puL

Incubagéo 50°C
3horas

Evaporacéo residual
20uL de NaCl 6M +
novo tubo

Lavar etanol 100% e 70% +
20pL detampédo TE

Manutengao a4°C até
quantificacdo

Quantificagdo espectro-
fotometro UV

Teste Resultado

Concentracdes 0,016 até 1,888ug/uL
Espectrofotdmetro 194 (97%) ABS > 1,0nm.
Residuos 73 (35,5%) ideais

127 (64,5%) com residuos

Eletroforese 195 (97,5%) amostras viaveis

Tabela 2: Método Fenol/Cloroférmio

Teste Resultado

Concentracdes 0,001 até 0,4350ug/uL
Quantificacdo 117 (87.31%) vidveis
Residuos 44 (32%) ideais

90 (68%) com residuos

Eletroforese

62 (46.9%) amostras viaveis

4°C até quantificagao

Conclusdes

O DNA extraido de bidpsias a fresco demonstrou
superioridade qualitativa e quantitativa quando comparado
ao material genético extraido de tecidos emblocados em
parafina. Tal achado nos permite elencar o material a
fresco como mais adequado para a realiza¢do da técnica
de PCR.

Os métodos de extracdo de éacidos nucleicos de
materiais parafinados possuem grande importancia em
estudos retrospectivos (4) e o método Fenol/cloroférmio
parece propiciar quantidades suficientes de DNA para
esse fim.
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