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Resumo: A Biologia Molecular constitui importante area da Biotecnologia relacionada com variadas
analises da informagdo genética contida nas moléculas de DNA e RNA. A disciplina de Biologia
Molecular do Curso Técnico em Biotecnologia, do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul - Campus Porto Alegre (IFRS-POA), aborda o estudo de processos,
analises e técnicas moleculares e, entre as técnicas, a extragao de DNA, que também tém sido objeto
de pesquisa de projetos desenvolvidos no IFRS-POA. Este artigo visa relatar estas pesquisas, que
analisaram diferentes variaveis das extragdes de DNA, incluindo: analise do melhor protocolo para
tecidos vegetais (folhas); quantidade de tecido e volume de solugdes utilizadas para extragdo de DNA
de tecido animal (musculo bovino) e formas de conservagdo das amostras de tecido bovino até o
momento da extragdo. O desenvolvimento destes projetos de pesquisa resultou em dados
importantes, quanto ao rendimento e qualidade de extragées de DNA de tecidos vegetais e animais, e
que poderao contribuir no apuramento de métodos subsequentes de analises moleculares.

Palavras-chave: Biotecnologia; Biologia Molecular; Extracdo de DNA.

Analysis of DNA extractions: starting point for biotechnological applications in

the area of molecular biology

Abstract: The molecular biology is an important field of Biotechnology focused on different analyses
of the genetic information held in the DNA and RNA molecules. The Molecular Biology course is part
of the Technical Biotechnology Program, of the Federal Institute of Education, Science, and
Technology of Rio Grande do Sul — Porto Alegre Campus (IFRS-POA), and includes studies on
processes, analyses, and molecular techniques. The studied techniques include the extraction,
quantification, and analysis of biological DNA samples that have been studied in researches
developed in the Campus. This article aims to report the objectives, methods, and main results of
these researches. Several DNA extraction parameters were analyzed, such as the evaluation of the
best protocol for vegetal tissues, the number of animal tissue and solutions, the degradation rate, and
forms of animal sample conservation until the extraction moment. The results showed the importance
of such evaluations to improve the quality and efficiency of DNA extractions, hence improving the
subsequent methods of molecular analysis.

Keywords: Biotechnology; Molecular Biology; DNA Extraction.

ScientiaTec: Revista de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do IFRS, v. 7 n. 3,
Edicéo Especial Biotecnologia, p: 69-87, Outubro 2020


mailto:junior_cmpa@hotmail.com
mailto:juliana.nonohay@poa.ifrs.edu.br

71

Analises de extragoes de DNA: ponto de partida para aplicagdes biotecnolégicas na area da biologia molecular

INTRODUGAO

A area das Ciéncias Bioldgicas, denominada Biologia Molecular, emergiu a
partir da deducéo da estrutura da molécula de DNA, o acido desoxirribonucléico. O
DNA ¢é de fundamental importancia na existéncia da vida, por ser a molécula que
armazena as informag¢des genéticas dos individuos, passadas de geragdo em
geragao, e por determinar a produgcao das moléculas de RNA (acidos ribonucléico) e
proteinas nas células. As proteinas, juntamente com os glicidios, lipidios, vitaminas,
sais minerais e RNAs, determinam o fendtipo, ou seja, a morfologia, fisiologia e
mesmo o comportamento dos individuos de todas as espécies.

A Biologia Molecular constitui destacado campo da Biotecnologia, relacionada
a clonagens de individuos e genes, obtencdo de organismos transgénicos,
sequenciamento de genes e genomas, identificagdo de individuos, diagnostico
molecular de doencgas, entre inumeros exemplos. Desta forma é importante que
cursos de Biotecnologia, em seus diferentes niveis de formagao, tenham Biologia
Molecular entre as disciplinas ofertadas, tal como ocorre no Curso Técnico em
Biotecnologia do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande
do Sul - Campus Porto Alegre (IFRS-POA).

Na disciplina de Biologia Molecular, do Curso Técnico em Biotecnologia do
IFRS-POA, as aulas praticas sdo focadas nas técnicas basicas e principais para o
funcionamento de um laboratério da area, tais como: extracdo de DNA, analise do
DNA extraido pelas técnicas de espectrofotometria e eletroforese em gel,
amplificagdo de DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e andlise dos
resultados dos testes de DNA por eletroforese. Entre estas técnicas, a extragcao de
DNA, além de ser trabalhada nas aulas praticas e tedricas do Curso Técnico em
Biotecnologia, tem sido objeto de estudo de linha de pesquisa do grupo de pesquisa
“Nucleo Interdisciplinar de Estudos em Biotecnologia (NIEB)”, do Campus Porto
Alegre do IFRS.

A extracao de DNA se destaca por constituir o ponto de partida para as
demais técnicas de Biologia Molecular, como PCR, sequenciamento de DNA,
clonagem de genes, realizadas nas diferentes analises moleculares. Nesse sentido,
este artigo visa apresentar quatro projetos de pesquisa desenvolvidos por grupo de
pesquisa do NIEB, que objetivaram aprimorar e alargar o entendimento sobre os

diferentes aspectos de extracdes de DNA.
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As pesquisas foram desenvolvidas de forma subsequente, sendo os principais
resultados obtidos aplicados no projeto seguinte. O primeiro projeto analisou o
melhor protocolo de extracdo de DNA, entre trés, para tecidos vegetais (folhas). O
segundo projeto avaliou a quantidade inicial de tecido animal (musculo bovino) e
volumes de solugao de extragcado e do sobrenadante retirado na etapa de purificagao,
em dois protocolos de extragdo de DNA. E os dois ultimos projetos analisaram
formas de conservagao de amostras de tecido bovino, até o momento da extragao
de DNA, utilizando diferentes temperaturas e conservantes.

O trabalho esta organizado de forma que, inicialmente, esta descrita a
metodologia geral, comum aos quatro projetos, e, apos, informagdes especificas de

cada pesquisa.

DESCRIGAO DOS PROJETOS DE PESQUISA

METODOLOGIA GERAL

Os quatro projetos de pesquisa empregaram pelo menos um de trés
protocolos de extracdo de DNA: (1) protocolo desenvolvido para vegetais por Doyle
e Doyle (1990), com pequenas modificagbes como a maceragdo das amostras
diretamente na solugdo tampéao de extragao, caracterizado pelo uso do detergente
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB); (2) protocolo que utiliza alta concentragao
salina (“salting out”), de Miller et al. (1988) e (3) protocolo que utiliza particulas de
silica (kit comercial; BOOM et al. 1990). Os protocolos foram respectivamente
denominados de “CTAB”, “salting out’ e “silica”.

As solucdes utilizadas nos trés protocolos, em cada uma das cinco principais
etapas da técnica de extracao de DNA, estao apresentadas na Tabela 1. Observa-se
que as diferencas entre os trés protocolos ocorrem nas etapas iniciais, de lise celular
e purificagédo das extragdes (Tabela 1). No protocolo “CTAB” ha o uso do detergente
CTAB e do antioxidante B-mercaptoetanol na lise celular e de cloroférmio na
purificacdo. No protocolo “salting out’, o reagente [(-mercaptoetanol, também foi
utilizado, mas o detergente € o dodecil sulfato de sédio (SDS) e a purificagdo das
amostras foi realizada com cloreto de sddio (NaCl). No kit comercial, o detergente foi
o Triton, o sal utilizado foi o tiocianato de guanidina e particulas de silica séao

utilizadas para isolar as moléculas de DNA.
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Tabela 1 - Solugdes utilizadas nas cinco principais etapas de extracdo de DNA nos

protocolos “CTAB”, “salting out’ e “silica”.

ETAPAS PROTOCOLOS
EXTRACAO DE
DNA “CTAB” “Salting out” “Silica”

Tampao de lise
(SDS 2%, Tris 0,1M, | Tampao de lise (tiocianato
EDTA 0,02M e NaCl de guanidina 3M, Tris

Tampéo de lise
(CTAB 2%, Tris 0,1M,

1. Lise celular EDTA 0,02M e NaCl .
M) e B- 0,1M e Triton 1%) +
1,4M) + B- N .
mercaptoetanol suspenséo de silica
mercaptoetanol 1%
0,2%
o Cloroférmio/alcool Tiocianato de guanidina
2. Purificagao _ _ NaCl 5M )
isoamilico (24:1) 3M e Tris 1M
L ) B Alcool etilico ) -
3. Precipitacao Alcool etilico absoluto Alcool etilico absoluto
absoluto
4. Lavagem Etanol 70% Etanol 70% Etanol 70%

Tampéo TE (Tris Tampéo TE (Tris Tampéo TE (Tris 0,1M e

5. Ressuspensao
0,1fM e EDTA 0,5M) | 0,1M e EDTA 0,5M) EDTA 0,5M)

Fonte: Os autores com base nos trabalhos de MILLER et al. (1988); BOOM et al. (1990);
DOYLE e DOYLE, (1990).

Nas extracdes, as amostras de tecido vegetal ou animal foram pesadas em
balanca, com auxilio de pingas e tesouras previamente limpas com etanol e
flambadas, a fim de evitar contaminacido. As amostras foram submetidas
imediatamente a extragdo ou conservadas em tubos de microcentrifuga (com ou
sem conservantes) até o momento da extragao.

Nos quatro projetos, na avaliacdo do resultado das extragdes, a quantidade
de DNA obtido foi determinada pelo método de espectrofotometria. Neste método, a
quantidade de luz absorvida (absorbancia) pela solugdo com DNA, no comprimento
de onda de 260 nm, apresenta correlagao positiva com a concentracdao de DNA na
amostra (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Apds a obtengao do valor da absorbancia
(A) da amostra, aplica-se a férmula [DNA (ng/pL) = Azsonm X FD x 50] para a
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determinacao da concentragcdo de DNA, considerando-se também o fator de diluicao
(FD) e o valor padrdao de A=1, que corresponde a uma concentragdo de 50 ng de
DNA por microlitro (uL).

A determinacdo da qualidade das amostras foi igualmente realizada por
espectrofotometria, com mediagdo adicional de absorbancia das amostras a 280 nm
de comprimento de onda. Nesta avaliacdo, a propor¢cdo das absorbancias medidas
nos dois comprimentos de onda (260nm/280nm) indica o indice adequado de pureza
das amostras de DNA, que deve estar entre 1,6 e 2,0. Valores abaixo ou acima
podem significar a presenga de proteinas, RNAs ou outros contaminantes nas

extragoes.

DESCRIGAO ESPECIFICA DE CADA PROJETO DE PESQUISA

Os objetivos, material e métodos especificos e os principais resultados de

cada projeto de pesquisa estao a seguir descritos.

1. Avaliagao da eficiéncia de trés protocolos de extracao de DNA para pitanga

(Eugenia uniflora L.)

Este estudo avaliou os trés protocolos de extracdo de DNA (“CTAB”, “Salting
out” e “silica”) para tecidos vegetais, no caso folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.).
As extragdes de DNA foram a partir de 50 mg de folhas jovens de 16 plantas para
cada um dos trés protocolos, em um total de 48 amostras.

As extracbes de DNA foram quantificadas por espectrofotometria e os
resultados obtidos para cada protocolo foram: (1) “CTAB” - concentragdao média de
315,94 ng/uL (desvio padrdo de 131,11 ng/uL) e média do indice de pureza das
amostras de 1,90 (+/- 0,26); (2) “Salting out” concentragdo média de 169,38 ng/uL
(+/- 78,05 ng/pL) e média do indice de pureza das amostras de 1,23 (+/- 0,24); (3)
“Silica” - concentragdo média foi 115,63 ng/uL (+/- 27,58 ng/uL), e indice de pureza

de 1,06 (+/-0,06), conforme representado na Figura 1.
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Figura 1 - Resultado das quantificacbes das extracbes de DNA de folhas de pitanga nos

trés protocolos.

Quantifica¢do em espectrofotémetro

500,00 -
=
3
)
£ 400,00 -
R
S 300,00
‘E M Salting out
§ 200,00 - = CTAB
S I Silica

100,00 -

0,00 |
Protocolos

Fonte: os autores.

Na avaliagdo dos resultados, o protocolo “CTAB” mostrou-se como o mais
adequado para extracdao de DNA de folhas, apresentando maior concentracdo de
acidos nucléicos e menor interferéncia de outras moléculas, especialmente
proteinas, que os demais protocolos. Estes resultados foram confirmados em analise
de qualidade e quantificagcdo por eletroforese em gel adicionalmente realizada

(dados nao apresentados).

2. Modificagao em variaveis de dois protocolos de extragdo de DNA a partir de

tecido animal (musculo bovino)

O objetivo do segundo projeto foi avaliar modificagdes nos protocolos “CTAB”
e “Salting out’, visando a melhoria das variaveis de concentragdo, rendimento e
pureza do DNA obtido. As modificagdes avaliadas nos protocolos foram quanto a:
quantidade de tecido inicial (tratamento A), volume da solugdo tampé&o de extragao
(tratamento B) e volume de sobrenadante (fase aquosa com DNA) transferido
durante a etapa de purificagado (tratamento C). No delineamento experimental foram
determinadas seis repeticbes amostrais para cada protocolo, por tratamento. Os
melhores valores obtidos nos tratamentos foram adotados para uso no tratamento
seguinte.

A Tabela 2 expressa as médias dos resultados obtidos no tratamento A,

quanto as variaveis de concentracao de DNA, rendimento das extragdes, indice de
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pureza das amostras e coeficiente de variagdo entre as amostras em relacdo as

quantidades iniciais de tecido bovino, para os protocolos “CTAB” e “Salting out’.

Tabela 2 - Média dos resultados obtidos (6 repeticées) nos dois protocolos.

Quantidade ) _ Coeficiente
Protocolo| de tecido Concentragao | Rendimento Pureza fie ~
de DNA (ug/L)| (Mg/mg) variagao

30 0,17 0,58 1,97 20,84

60 0,35 0,57 1,97 35,22

“« » 120 0,76 0,64 1,81 17,22

CTAB 250 1,55 0,61 1,89 14,79
310 1,54 0,49 1,96 9

30 0,22 0,74 1,87 32,33

“Salting 60 0,41 0,68 1,62 15,97

out” 120 0,76 0,63 1,83 14,29

250 0,94 0,37 1,90 14,88

310 1,26 0,4 1,94 20,86

Fonte: os autores.

No tratamento A observou-se que o aumento da quantidade de tecido inicial
resultou em maior concentragdo média de DNA obtido, conforme o esperado.
Entretanto, o rendimento das extragbes, ou seja, a relagdo entre a quantidade de
DNA obtido e a quantidade inicial de tecido, ndo aumentou proporcionalmente.
Houve um decréscimo de rendimento para as quantidades iniciais de tecido de 250
mg e 310 mg, em ambos protocolos.

Com base nesta avaliagcdo, a quantidade de 120 mg de tecido bovino foi
considerada como a mais adequada para extracdo de DNA, em ambos protocolos.
Esta avaliagdo foi corroborada pelos valores médios intermediarios dos coeficientes
de variacao, observados para a quantidade inicial de tecido de 120 mg (Tabela 2).
Os resultados obtidos para o protocolo “CTAB” podem também ser observados na
Figura 2. O coeficiente de variagao se refere a variabilidade nos resultados dentro de
cada grupo. Quanto ao indice de pureza das amostras, todos os valores médios
ficaram dentro do intervalo de 1,6 a 2,0, indicando boa qualidade de todas as

amostras.
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Figura 2 - Efeito de 5 diferentes quantidades iniciais de tecido bovino (mg) em relacao a
concentracdo media e coeficiente de variagdo (ug/pL) das extragbes de DNA no protocolo
“CTAB".

2,0 -

1,5 -

1,0 -

0,5 -

v

3\_.
0,0 . . .
30 60 120 250 310
Quantidade de tecido (mg)
—m—Concentracio de DNA (pg/L) —— Coeficiente de variacdo

Fonte: os autores.

A partir dos resultados do tratamento A, a quantidade de 120 mg de tecido
bovino foi utilizada nas extragdes de DNA por “CTAB” e “Salting out’ na realizagao
do tratamento B.

Os dados obtidos na realizacdo do tratamento B estdo apresentados na
Tabela 3. Pode-se observar que houve pouca variagdo entre as variaveis
concentracdo de DNA e rendimento das amostras, sendo os maiores valores medios
para o volume de 300 uL de solugdo tampao de extracdo no protocolo “CTAB” e
valores intermediarios para este volume no protocolo “Salting out’. O coeficiente de
variagdo apresentou valor mais baixo e intermediario, respectivamente para o
protocolo “CTAB” e “Salting out”, para 300 puL de tampédo. E as médias do indice de
pureza ficaram no intervalo de 1,4 a 2,0, indicando boa qualidade de todas as
amostras.

Desta forma, o volume de 300 pL de solugdo tampao de extracido foi
considerado o mais adequado para ser utilizado em ambos os protocolos,
considerando-se também a questdo do consumo desta solugao por ser este 0 menor

volume entre os testados.
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Tabela 3 - Média dos resultados obtidos (6 repeticdes) no tratamento B, nos dois

protocolos.
Protocolo Quantidade |Concentragdao | Rendimento Pureza Coeficiente
tampé&o (uL) | DNA (ug/ pL) (ug/mg) variagao (%)
300 1,06 0,88 1,76 6,68
“CTAB” 500 0,91 0,75 1,79 10,39
700 0,92 0,77 1,51 12,30
“Salting 300 0,89 0,74 1,86 12,18
out” 500 0,95 0,76 1,79 11,00
700 0,72 0,60 1,80 24,33

No tratamento C, a partir dos resultados dos tratamentos A e B, utilizou-se
120 mg de tecido animal e 300 yL de solugdo tampao de extragcédo. A avaliacdo dos
resultados indicou que a padronizagdo da quantidade de sobrenadante retirado na
etapa de purificagdo do DNA (tratamento C) n&o diferiu muito do estabelecido nos

protocolos (padrdo), para as variaveis avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Média dos resultados obtidos (6 repeticdes) no tratamento C utilizando o os

dois protocolos.

Concentragdao | Rendimento Coeficiente
Protocolo | Tratamento Pureza
DNA (ug/ pL) (mg/mg) variagao (%)
C 0,75 0,61 2,00 21,90
“CTAB” Padrao 0,88 0,72 1,77 20,39
“Salting C 0,73 0,51 1,77 12,66
out” Padrao 0,86 0,70 2,09 23,16

Através deste projeto de pesquisa foi
modificagdes nos dois protocolos de extracado de DNA utilizados. Os valores de 120
mg de tecido (tratamento A) e 300 uL de solugéo tampao de extracao (tratamento B)
foram adotados para a pratica do laboratério, enquanto o volume de sobrenadante
(fase aquosa com DNA) transferido durante a etapa de purificagéo (tratamento C)

possivel

estabelecer algumas

nao foi alterado com relagdo ao recomendado nos protocolos iniciais.
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3. Efeito da temperatura na conservagao de DNA extraido de tecido animal

O terceiro projeto visou avaliar a taxa de degradagcdo de amostras de DNA
extraidas de musculo bovino, submetidas a diferentes temperaturas de conservagao.
As amostras foram analisadas quanto a concentragao e qualidade do DNA extraido.

A primeira etapa envolveu a comparagao de extracbes de DNA mantidas em
baixas temperaturas com amostras a temperatura ambiente. Neste projeto amostras
de 200 mg de tecido muscular bovino foram submetidas a quatro tratamentos:
temperatura ambiente, geladeira (4°C), freezer (-20°C) e ultrafreezer (-80°C). O DNA
foi extraido no primeiro dia e apds 30, 60 e 90 dias, com seis repeticbes em cada,
utilizando os protocolos “CTAB” e “Salting out”.

Na analise dos resultados, foram observadas correlagbes negativas
significativas (p<0,05) entre a concentracdo do DNA e o tempo de conservagao. Os
valores para o protocolo “CTAB” foram: temperatura ambiente (r= -0,685), 4°C (r= -
0,635), -20°C (r=-0,508) e -80°C (r=-0,491). No protocolo “Salting out’. temperatura
ambiente (r=-0,607), 4°C (r=-0,551), -20°C (r=-0,805) e -80°C (r= -0,545).

Apos 30 dias, a diminuicdo na concentracdo do DNA das amostras mantidas
a temperatura ambiente foi de 86% no protocolo “CTAB” e 71% no protocolo “Salting
out’, a 4°C de 21% no “CTAB” e 15% no “Salting out’, a -20°C de 56% no “CTAB” e
58% no “Salting out’ e a -80°C de 50% no “CTAB” e 57% no “Salting out’. Apos 90
dias, a redugao da concentracdo de DNA foi de 90% no “CTAB” e 61% no “Salting
ouf’, nas amostras a temperatura ambiente, enquanto que a 4°C, -20°C e -80°C a
reducao foi, respectivamente, de 71%, 53% e 44% no “CTAB” e de 80%, 72% e 61%
no “Salting out’. As diferengas na concentracdo de DNA obtidas entre os 30 e 90
dias nao foram significativas (p> 0,05), provavelmente devido a alta variagcdo nos
resultados dentro dos tratamentos.

Os resultados demonstraram que a degradagdo do DNA pode ser reduzida
através da utilizacado de baixas temperaturas, sendo a conservacédo das amostras a -
80°C a que alcangou o melhor resultado. No maior periodo em conservagao, 90
dias, a reducdo da concentracdo de DNA foi de 56% em extracdes realizadas com o
uso do protocolo “CTAB” e 40% como o uso do protocolo “Salting out’. Com relagao
aos indices de pureza, o protocolo “CTAB” apresentou os maiores valores em
comparagao ao protocolo “Salting out’, indicando a sua melhor adequagéao aos

tratamentos avaliados.
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Na segunda etapa comparou-se a degradagcdo de amostras mantidas sob
refrigeragcdo e em temperatura elevada. Amostras de 200 mg de tecido muscular
bovino foram submetidas a quatro tratamentos, temperatura ambiente, estufa (45°C),
geladeira (4°C) e freezer (-20°C). O DNA foi extraido no primeiro dia e apés 7, 14, 21
e 28 dias, com seis repeti¢cdes cada, utilizando-se somente o protocolo “CTAB”.

Os resultados desta etapa podem ser observados na Figura 3. Na analise dos
dados obtidos, observou-se uma correlagdo negativa significativa (p<0,05) entre o
dia da extragcédo e a concentragdo do DNA nas amostras a temperatura ambiente (r=
-0,734), 45°C (r= -0,728) e -20°C (r= -0,49), enquanto que, para as amostras
mantidas a 4°C, a correlagédo nao foi significativa (r= -0,108). Avaliando as extragcbes
realizadas aos 28 dias (maior tempo de conservacgao), a redugdo da concentragao
de DNA foi significativamente diferente entre os tratamentos (H=13,42, p<0,05),
alcangando 85% de degradagdo nas amostras a temperatura ambiente, 90% das
amostras a 45°C, 26% a 4°C e 47% a -20°C.

Figura 3 - Variacdo na concentracdo de DNA extraido de amostras mantidas em diferentes

temperaturas.
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Os resultados demonstram que embora as baixas temperaturas tenham
reduzido a degradacdo do DNA em relagdo as amostras mantidas na estufa e a
temperatura ambiente, esta estratégia nao foi totalmente eficaz para a conservacéao

das amostras.
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4. Efeito de diferentes conservantes na taxa de degradagcao do DNA extraido de

tecido animal

O objetivo do quarto projeto de pesquisa foi analisar o efeito, ao longo do
tempo, de diferentes conservantes sobre a degradacdo do DNA extraido de
amostras de tecido animal, utilizando o protocolo “CTAB”.

Amostras de 200 mg de tecido muscular bovino foram submetidas a quatro
tratamentos de conservagao: sem conservantes a temperatura ambiente (A) e etanol
70% (B), etanol absoluto (C) e conservante RNAlatter (Ambion, D), mantidos em
geladeira (4°C). O DNA foi extraido no primeiro dia e apos 7, 14, 21, 28 e 60 dias de
conservacao, com 6 repeti¢cdes por dia para cada um dos 4 tratamentos.

Neste trabalho, observou-se redugao da concentracdo de DNA ao longo do
tempo nas amostras sem conservantes e mantidas a temperatura ambiente (A),
sendo que apo6s 60 dias, maior tempo em conservacao, a reducao foi de 85% em
relacdo a concentragao de DNA inicial (Figura 4). Aos 60 dias, nos tratamentos com
conservantes, a reducao foi de 37% nas amostras conservadas em etanol absoluto,

65% nas amostras em etanol 70% e 83% nas amostras em “RNAlatter” (Figura 4).

Figura 4 - Concentragdo de DNA extraido de tecido bovino, no primeiro dia e apés 7, 14, 21,
28 e 60 dias mantidos sem conservantes e em temperatura ambiente e em etanol absoluto,
etanol 70% e “RNAlatter’, a 4°C.
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Comparando-se os valores médios de concentracdo de DNA nas extragdes e

o tempo de conservacgao, as amostras mantidas sem conservantes e a temperatura
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ambiente, apresentaram correlagdo negativa significativa (r: -0,594, p<0,05).
Igualmente, uma correlagdo negativa significativa (p>0,05) foi observada nas
amostras em etanol 70% (r: -0,514) e em “RNAlatter’ (r: -0,418). Entretanto, a
correlagao nao foi significativa quando utilizado etanol absoluto (r: -0,162, p>0,05).
De um modo geral, os melhores resultados foram obtidos de extracdes
realizadas a partir de amostras mantidas em etanol absoluto, sendo esta
considerada a melhor estratégia de preservagao de tecido bovino por um maior

tempo de conservagao.

CONCLUSOES

As diversas aplicagdes da Biotecnologia enfatizam a necessidade de se obter
DNA, por protocolos de extragdo, em concentragcées adequadas, integro e com bom
indice de pureza. Entretanto, as extracdes podem ser afetadas por diferentes fatores
relativos a realizacdo da técnica, tal como, o protocolo utilizado, o tipo e a
quantidade de amostra inicial e mesmo a forma de conservagao das amostras antes
das extragdes, incluindo a temperatura e conservantes em que as amostras
biolégicas sdo mantidas, caso necessario (SEUTIN et al. 1991; BAREA et al., 2004;
SOLLERO et al. 2004; SIMONATO et al., 2007; ZIMMERMANN et al. 2008;
SCORSATO e TELLES, 2011).

Os quatro projetos desenvolvidos pela linha de pesquisa, descritos neste
artigo, alcangaram os objetivos propostos, de avaliar variaveis relevantes relativas a
técnica de extracdo de DNA. Adicionalmente, propiciaram aprendizado ao grupo,
especialmente contribuindo com a formagao técnica dos envolvidos na sua
realizagao.

No desenvolvimento do primeiro projeto de pesquisa, o uso do protocolo
“‘CTAB” (modificado) resultou em extracdbes de DNA com maior concentragdo e
qualidade. Este resultado é devido, especialmente, pelo fato deste protocolo ter sido
desenvolvido (DOYLE e DOYLE, 1987) e ser utilizado principalmente para tecidos
vegetais, tal como citado por Molinari e Crochemore (2001) e Santos e Araujo
(2017). As extracbes apresentaram menor degradacédo e oxidagdo de DNA, face a
adicao do reagente B-mercaptoetanol (anti-oxidante) na solugéo de lise no momento
da extracdo, e menor contaminagao por proteinas, devido ao uso de cloroféormio, um

desnaturante proteico forte. O protocolo “Salting out’, por sua vez, foi desenvolvido e
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é eficaz para fluidos, como sangue, mas n&o apresentou tdo bons resultados para
folhas. As extracbes apresentaram rendimento intermediario e contaminagdo por
proteinas em algumas amostras, sendo que neste protocolo a eliminagdo das
proteinas se da por alta concentragao salina. Adicionalmente, as amostras de DNA
exibiram um pouco de degradacgéo, talvez pelo fato do reagente -mercaptoetanol ja
estar na solugdo tampao de extracdo. O protocolo “Silica” corresponde a um kit
comercial desenvolvido por empresa gaucha de analises em biologia molecular,
especialmente para fluidos (plasma). Este kit ndo resultou em boas extragdes de
DNA a partir de folhas. A hipotese é que as moléculas de DNA nao tenham sido
liberadas totalmente das particulas de silica devido a dificuldades fisicas, como
compostos de sustentacdo das plantas. A analise em espectrofotdmetro indicou
concentracdo muito pequena e com indice de pureza inadequado, em grande parte
das amostras.

No projeto 2, a opgao foi utilizar os protocolos “CTAB” e “Salting out’ e avaliar
a quantidade de tecido inicial, o volume da solugao tampao de extragao e o volume
da fase aquosa com DNA (sobrenadante), recuperada durante a etapa de
purificacdo, para extragdo de DNA a partir de tecido animal (musculo bovino). Ao
analisar a quantidade de amostra inicial, observou-se que, apesar do aumento na
concentracdo de DNA obtido, o excesso de tecido pode afetar o rendimento e
aumentar a variagao nos resultados. Desta forma, os melhores resultados foram
para a quantidade inicial de 120 mg de musculo bovino, em ambos protocolos,
entretanto o intervalo entre 120 e 250 mg pode ser utilizado com bons valores de
extracdo. Na avaliagao do volume da solugdo tampéao de extracdo, o aumento desta
em relagdo a quantidade de tecido inicial ndo resultou em melhores resultados nas
amostras de DNA obtidas, sendo o menor volume, 300 uL, considerado o mais
adequado para ser utilizado nos dois protocolos, levando-se também em conta a
questdo do consumo desta solucdo. Quanto a quantidade de sobrenadante
recuperada na etapa de purificagdo do DNA indica-se o uso do volume padrao
descrito nos dois protocolos, por nao ter sido observado diferenga consideravel nos
resultados.

Os projetos 3 e 4 envolveram a andlise da conservagdo das amostras de
tecido animal, musculo bovino, at¢é o momento da extracdo. O projeto 3 avaliou
temperaturas de conservagao das amostras e o projeto 4, o uso de conservantes.

Estes projetos basearam-se no fato de que diversos fatores resultam na degradagao
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dos tecidos bioldégicos, seja pela demora entre a coleta e o processamento das
amostras no laboratério ou também devido ao tempo transcorrido apés a morte do
individuo, no caso de analises forenses em cadaveres em avangada decomposigao
(SALEHI e NAJAFI, 2014). Desta forma, quanto maior o tempo transcorrido entre a
obtencdo das amostras de tecidos e o seu processamento, maior a possibilidade de
que os acidos nucléicos presentes nestes sejam degradados, resultando na
impossibilidade da obtencdo de DNA adequado para as analises moleculares
(FORAN, 2006). Apos a coleta, a degradagao das amostras ao longo do tempo
resulta em perdas no rendimento e na pureza do DNA, constituindo um fator
limitante para a o sucesso das analises (ITANI et al., 2011; MICHAUD e FORAN,
2011; KARNI et al. 2013).

Assim, a conservagao das amostras biolégicas €&, portanto, um fator essencial
para a realizagao das analises moleculares de maneira eficiente, existindo diferentes
processos empregados para este fim, incluindo além da redugao da temperatura das
amostras, o emprego de fixadores e de conservantes que impedem a degradagao
especifica dos acidos nucléicos (SCORSATO e TELLES, 2011). Destaca-se ainda
que, embora o DNA seja uma molécula reconhecida como estavel (KARNI et al.
2013), sendo possivel sua detecgdo em amostras arqueoldgicas de elevada idade
(HAGELBERG et al. 2015), Foran (2006) ja havia observado a elevada degradacgao
do DNA em tecidos animais mantidos sob alta temperatura por uma semana,
indicando o congelamento como controle. Naia (2014), ao analisar a concentragao
do DNA em amostras de tecidos humanos, concluiu que existe uma relagao entre o
intervalo post mortem, com aumento da degradagdo com o passar do tempo, mas
com influéncia de fatores como temperatura, umidade a tamanho da amostra.

A reducao da temperatura € uma estratégia muito utilizada para a diminuigao
da degradagao de materiais biolégicos, sendo recomendada para a manutencgéo de
amostras bioldgicas entre a coleta e a analise (MELO et al. 2010). Os dados obtidos
no projeto 4 demonstraram que, embora uma redugao na taxa de conservaciao de
musculo bovino tenha sido obtida para temperaturas de 4°C (geladeira), a eficacia
da reducdo da temperatura na conservacao das dos tecidos animais nao é total.
Apods 30 dias, observou-se perda de até 57% de DNA, em amostras mantidas a -
80°C (ultrafrezer). O mesmo foi relatado por ALMEIDA et al. (2009), que verificaram
a ocorréncia de degradacdo do DNA em amostras mantidas a baixas temperaturas,

tendo sido indicada a possibilidade da quebra do DNA mantido em freezer, o que
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esta de acordo com as recomendacdes de manuais de conservagao de amostras
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2005).

Quanto ao uso de conservantes, salienta-se que é preciso verificar a
aplicabilidade destes em diferentes amostras e avaliar a sua vantagem técnica e
financeira sobre os demais procedimentos (MUTTER et al., 2004; GELBART et al.,
2012). Os resultados do projeto 4 indicaram consideravel redugdo na taxa de
degradacao de DNA nas amostras mantidas em alcool etilico 70% e absoluto, com
melhores resultados para o ultimo. Os resultados observados com o uso do
conservante “RNAlatter’ ndo foram melhores dos obtidos de amostras a temperatura
ambiente e sem uso de conservantes.

Em resumo, os projetos sobre extracao de DNA desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa do NIEB do IFRS-POA indicaram que: entre os protocolos comparados
para extragdo o mais adequado foi o “CTAB” (DOYLE e DOYLE, 1987),
especialmente para vegetais; as quantidades de 120 mg de tecido e 300 uL de
solucado tampao de extragdo sao bons valores para serem utilizados nos protocolos
‘CTAB” e “salting out’ para extragdo de DNA de musculo bovino; as baixas
temperaturas (4°C) ou etanol absoluto sdo as melhores estratégias, entre as
testadas, para a conservacao de amostras de musculo bovino até o momento da

extracao.
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