Quantificacao de acidos nucleicos

— 67.5 ng/uL
— 36 ng/uL

— 20.5 ng/uL

- 16.5 ng/ul
— 6.5 ng/uL
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Nanodrop: aparelho que utiliza o principio da
espectofotometria mas necessita apenas de um
pequeno volume de amostra (1-2 ul)

“As bases puricas e pirimidicas dos nucledtidos
absorvem luz ultravioleta (UV) na gama de
comprimentos de onda compreendidos entre 200 nm e
350 nm, apresentando um pico de absor¢do maxima a
cerca de 260 nm. Assim, quanto mais luz for absorvida
pela amostra de acido nucleico, mais elevada sera a sua
concentracao. Usando a Lei de Lambert-Beer é possivel
relacionar a quantidade de luz absorvida em funcao da
concentracao da molécula que absorve essa luz.”



Quantificacao de acidos nucleicos

DNA Absarbance Maamum (=260 rm)

A absorvéncia a 260 nm é maior para nucledtidos isolados,
intermédia para DNA de cadeia simples (ssDNA), ou RNA, e
menor para DNA de cadeia dupla (dsDNA). A absorvéncia a
260nm é proporcional a quantidade de acidos nucleicos:

Absorbance
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50 pg/ml dsDNA
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40 pg/ml ssRNA
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Calculo das concentracdes de DNA e RNA:

» [DNA pg/ml] = DO,go x 50 pg/ml x fator de diluicdo

> [RNA pg/ml] = OD x 40 pg/ml x fator de diluicdao
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Quantificacao de acidos nucleicos

As propriedades oticas sao usadas nao so para detetar e quantificar os acidos nucleicos,
mas também para avaliar o seu grau de pureza. Dependendo do protocolo de extracao,
as preparacoes podem conter contaminantes tais como proteinas, alcoois, fendis e sais,
capazes de interferir com a quantificacao rigorosa das biomoléculas purificadas por

sobreposicao dos perfis de absorvéncia.

Nucleic Acid

Protein

Purity Ratios:
*260/280=18-2.0
* 260/230> 2.0
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Importante: calculo das razdes A260/A280 e A260/A230
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A260/A280 deve estar entre 1.8 e 2.0. Se < 1.8 - contaminagdo com proteinas ou fendis

A260/A230 deve estar entre 2.0 e 2.2. Se < 2.0 - contaminantes que absorvem a 230, ex. EDTA, carbohidratos,

sais, ureia



Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese na analise de acidos nucleicos:

“A eletroforese consiste no movimento de particulas carregadas sob a acao de um
campo elétrico. Sob a acdo de um campo elétrico, os catides (ides de carga positiva)
movem-se para o catodo (polo negativo), e os anides (ides de carga negativa) movem-se
para o anodo (polo positivo), com velocidades diferentes.

A diferente velocidade de migracdo esta relacionada com a carga e/ou massa molecular
das moléculas em analise.”
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Eletroforese em gel de agarose

Técnica de separacao de moléculas que
envolve a migracao de particulas numa
matriz semi-sélida durante a aplicacao de
uma diferenca de potencial.

A eletroforese normalmente é utilizada para
separar proteinas e moléculas de DNA e
RNA.

As moléculas sao separadas de acordo com a
sua dimensao; as de menor massa irao
migrar mais rapidamente.




Eletroforese em gel de agarose

A agarose é um polissacarideo:

Usada em concentracdes de 0,5 a 2%

Facil de preparar

Nao-téxico

Ampla capacidade de separacao de fragmentos
Baixa resolucao

Gel running



Componentes

“A migracdo de moléculas lineares é inversamente proporcional ao logaritmo da sua
dimensdo. A mobilidade é influenciada pela massa molecular relativa dos proprios acidos
nucleicos, pela porosidade do gel, pela forma e carga das moléculas. No entanto, uma vez

que as moléculas de DNA tém todas carga elétrica negativa, a migragdo é limitada pelo
atrito causado pela malha de agarose”

Percent Agarose Gel (w/v) |DNA Size Resolution(kb = 1000)
0.5% 1 kb to 30 kb
0.7% 800 bp to 12 kb
1.0% 500 bp to 10 kb
1.2% 400 bp to 7 kb
1.5% 200 bp to 3 kb
2.0% 50 bp to 2 kb

Table 1: Correct Agarose Gel Concentration for
Resolving DNA Fragments



Componentes

Tampao de eletroforese:

“A mobilidade eletroforética do DNA é afetada pela composicdo e for¢a ionica do tampdo de
eletroforese. Na auséncia de ibes a mobilidade do DNA é nula (ou quase) devido a falta de
condutdncia elétrica. Os dois principais tampoes utilizados como electrolitos durante a
eletroforese em gel de agarose séo TBE e TAE. “

Tipos de tampoes:
a) TAE (Tris-acetate-EDTA electrophoresis buffer — Tampao de
eletroforese-Tris-acetato-EDTA)

b) TBE (Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer — Tampao de eletroforese-
Tris-borato-EDTA)



Componentes

Agentes IntrecalantES: O corante intercala-se no DNA
durante a sua migracao no gel,
- brometo de etidio emitindo uma

fluorescéncia vermelho
alaranjada apds exposicao a
m radiagdo ultravioleta (254 a 365
NH, nm).
s
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base pairs

-Gel red
-Sybr green
-Green safe ....




Componentes

Tampao de amostra (loading buffer):

Ha varias receitas de tampao de amostra. Ex.
o tampao de amostra contém sacarose ou
glicerol para conferir a amostra uma
densidade superior a do tampao de
eletroforese — facilita a deposicao da amostra
no poco. Também contém um corante (ex. azul
de bromofenol) para acompanhar a migracao
das amostras no gel, durante a eletroforese.

Nenhum destes componentes é intercalante,
apenas permitem acompanhar a migracao
eletrofororética

DNA Mass (bp) Component

~4k e Xylene cyanol FF

~500 Bromophenol blue

1 % Agarose Gel, 0.5x TAE Buffer



Componentes

Marcador de Massas Moleculares:

E necessdrio aplicar em um dos pocos o marcador de
massas moleculares (ladder) para proceder a
estimativa visual da dimensao dos fragmentos de DNA

O ladder € uma mistura de diversos fragmentos de
DNA de tamanhos e concentracdes conhecidos
(atualmente gerados por sintese in vitro).

Permite inferir, por comparacao, a dimensao dos
fragmentos presentes nas amostras em analise.
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