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Estudos básicos sobre técnicas de extração de DNA são de extrema importância para o sucesso de trabalhos científi-

cos no campo da biologia molecular. A extração e a purificação de ácidos nucleicos constituem etapas fundamentais

para o estabelecimento de posteriores análises genéticas. Objetivou-se neste trabalho avaliar a eficácia de diferentes

protocolos de extração de DNA por meio da determinação de quantidade, qualidade e a possibilidade de amplifi-

cação por meio de PCR do material genético extraído. Utilizou-se amostras de sangue de dez animais, que foram

submetidas à extração de DNA e, logo após à reação em cadeia pela polimerase (PCR). Os resultados das análises

obtidas por nanofotometria indicaram que a quantidade e a qualidade do DNA genômico foram consideradas satis-

fatórias, em todos os protocolos, para a realização da PCR, mas houve diferença estatística significativa entre os

parâmetros analisados, tanto na quantidade quanto na qualidade (p < 0.05) do DNA obtido. O protocolo de extração

utilizando sangue total foi mais eficiente quanto ao tempo e a qualidade do DNA extraído, entretanto em todos os

processos de extração houve ausência de degradação. Também foi demonstrado a possibilidade de amplificação da

região do exon 2 do gene da leptina de bovinos no DNA extraído.

© 2016. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. Todos los derechos reservados.
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In

Basic studies on DNA extraction techniques are very important for the success of scientific papers in the field of

molecular biology. The extraction and purification of nucleic acids are critical steps for establishing further genetic

analysis. The objective of this study was to evaluate the efficacy of different protocols for DNA extraction by deter-

mining the quantity and quality of extracted genetic material and the possibility of amplification by PCR. We did

DNA extraction and PCR of ten bovine blood samples. The test results obtained by spectrophotometry indicated that

the quantity and quality of genomic DNA were considered satisfactory in all protocols for PCR. However, there was

a statistically significant difference between the parameters measured, both in quantity and in quality (p <0.01). The

extraction protocol using whole blood was more efficient in terms of time and quality; there was no degradation in

all processes of extraction. It was also demonstrated that the possibility of amplification of the region of exon 2 of

the leptin gene in extracted DNA exists.
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Introdução

Estudos básicos sobre técnicas de extração de DNA

são de extrema importância para o sucesso de tra-

balhos científicos no campo da biologia molecular.

A extração de material genético puro e de boa qua-

lidade é pré-requisito para qualquer análise molecu-

lar. Diferentes métodos de extração de DNA têm

sido utilizados e estão bem estabelecidos para dife-

rentes espécies. Entretanto, em função da variabili-

dade da composição das amostras biológicas e das

condições laboratoriais, são necessárias algumas

modificações e adaptações nos protocolos (Maren-

goni et al. 2006).

Atualmente amostras de DNA genômico extraído de

animais de interesse zootécnico, em especial bovi-

nos, podem ser utilizadas para vários fins, como por

exemplo, diagnóstico clínico de doenças, teste de

paternidade para registro genealógico, melhoramen-

to genético, planejamento de cruzamentos e estima-

tiva de valor genético de animais de elite (Dias-

Salman & Mussolini-Laureano 2006).

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma

técnica amplamente empregada em estudos molecu-

lares, em virtude da relativa facilidade de amplificar

in vitro regiões específicas do genoma de qualquer

organismo. A PCR possibilita a amplificação de

sequências de DNA presentes em misturas comple-

xas e permite estudos de natureza variada, tais como

desenvolvimento de métodos de diagnósticos alta-

mente sensíveis e específicos, obtenção de grandes

quantidades de DNA para sequenciamento e análi-

ses sobre a diversidade genética de populações

(Oliveira et al. 2007).

Apesar da facilidade de amplificação de DNA pos-

sibilitada pela técnica de PCR, existe a necessidade

da padronização dos protocolos de extração para

obtenção do mesmo em boa qualidade. Para ex

tração do material genético a partir de sangue total,

os kits comerciais disponíveis, em geral, resultam

em purificações de boa qualidade para utilização

nas mais variadas técnicas moleculares, dentre as

quais a PCR, mas possui como desvantagem o alto

custo por amostra, que fica em torno de cinco vezes

o valor de uma reação de PCR (Araujo et al. 2009).

Para cada tipo de amostra, vários protocolos podem

ser testados, adaptados e otimizados, de maneira

que amostras de DNA de boa qualidade possam ser

obtidas. Pesquisar métodos alternativos de extração

de DNA que possam ser rápidos, práticos, de menor

custo, e eficazes no que tange à quantidade, quali-

dade e possibilidade de amplificação por PCR, do

DNA extraído, podem possibilitar a organização de

bancos de DNA, aplicação da pesquisa em outros

estudos, como diagnósticos retrospectivos, identifi-

cação de indivíduos, estudos populacionais e envios

de amostras à distância (Barea et al. 2004).

Diante da necessidade do aprimoramento de técni-

cas de extração do ácido desoxirribonucleico, de

maneira que os custos e os benefícios sejam satis-

fatórios e reprodutíveis, possibilitando sua utili-

zação em estudos posteriores, como a PCR. O obje-

tivo do trabalho foi testar e avaliar protocolos de

extração de DNA, determinando a sua quantidade,

qualidade e a viabilidade de amplificação.

Material e métodos

Material. Foram utilizadas amostras de sangue de

10 animais Bos indicus, provenientes da Agropecuá-

ria Jorge Ferreira - Fazenda Tuju Puitan, município

de Iguatemi – MS.
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Métodos. Colheita de sangue: Foram coletados 4.5

mL de sangue da veia jugular e armazenados em

tubos do tipo vacutainer com EDTA potássico. Esse

material foi acondicionado em freezer -20 ºC até seu

processamento.

Extração de DNA genômico. A extração de DNA

foi realizada no Laboratório de Biotecnologia apli-

cada à Produção Animal, Faculdade de Ciências

Agrárias da Universidade Federal da Grande Dou-

rados (FCA/UFGD), cinco dias após a colheita do

sangue.

As amostras foram submetidas à extração de DNA

utilizando três protocolos diferentes: sangue total

utilizando o Kit comercial Wizard® Promega e san-

gue total e leucócitos a partir de protocolos conven-

cionais adaptados.

Protocolo de extração de DNA de sangue total

(descrito por Sambrook et al. (1989) e adaptado por

Crispim et al. (2012). Foram aliquotados 300 µL de

sangue em microtubo de polipropileno de 2 mL e

acrescentados 2.2 µL de proteinase K (20 mg/ml) e

500 µL de SDS (do inglês, Sodium Dodecyl Sulfate)

a 20%, homogeneizados em vortex e incubados a 60

ºC em banho-maria por 1 h e 30 min. Após a incu-

bação, foram adicionados 800 µL de clorofórmio

nos microtubos e agitados vigorosamente em vortex

até completa homogeneização; em seguida, foram

acrescentados 350 µL de solução de precipitação

protéica (3 M acetato de potássio, 6.6 M ácido acé-

tico glacial) e homogeneizados novamente em vor-

tex. Os microtubos com a solução foram centrifuga-

dos a 19.722 g por 10 min para que a fase aquosa

pudesse ser retirada e transferida para outro micro-

tubo. Foi adicionado 1 mL de etanol 100% gelado e

logo em seguida, homogeneizado por inversão até a

formação de precipitado (entre 30 e 60s). Poste-

riormente, o material foi centrifugado a 17.005 g

por 5 min e após centrifugação desprezou-se o so-

brenadante e acrescentou-se 1 mL de etanol 70%;

centrifugou-se novamente por dois minutos, e des-

prezou-se o sobrenadante. Após esta etapa o micro-

tubo foi invertido para a secagem do sedimento (10

a 15 min), adicionou-se 100 µL de TE (10 mM Tris

HCl, 1 mM EDTA) pH 8.7 com RNase (Promega)

10 µg/µL, e por último incubou-se a 37 ºC por 1 h

sendo posteriormente, armazenados em freezer a -

20 ºC até o momento do uso.

Protocolo de Extração de DNA de leucócitos (adap-

tado de Olerup & Zetterquist (1992)

Processamento do Sangue Total e Obtenção de Leu-

cócitos. O sangue (4.5 mL) que estava em tubos

vacutainer com EDTA potássico, foi transferido

para tubo de 15 mL e centrifugado por 15 min a 388

g e em seguida, descartou-se o sobrenadante com

cuidado para não remover as células brancas que se

encontravam na interface. Posteriormente, o volume

dos tubos foi ajustado para 5 mL com solução A

(250 µL Tris HCl pH 7.6 1 M; 250 µL MgCl2 0.5

M; 50 µL NaCl 5 M e completar com água ultrapura

para 25 mL. Autoclavar por 20 min a 1 atm. Ar-

mazenar a 4 ºC por uma semana). Em seguida foram

adicionados 10 mL do tampão da solução A, e ho-

mogeneizado no vortex, até a obtenção de uma colo-

ração escura e homogênea. Logo após, foi centrifu-

gado por 10 min a 693 g. Dispensou-se o sobrena-

dante com cuidado por inversão e deixou-se esco-

rrer lentamente o líquido. O sedimento foi ressus-

pendido em 5 mL do tampão de hemólise e mistura-

do bem por inversão, em seguida foi centrifugado a

693 g por 10 min e descartou-se o sobrenadante,

essa lavagem foi realizada quatro vezes, e em se-

guida, as células brancas foram ressuspendidas em

500 µL do tampão de hemólise e colocadas em mi-

crotubos de 1.5 mL. A lavagem foi repetida quatro

vezes até a obtenção das células brancas (sem colo-

ração avermelhada), e posteriormente ressuspendi-
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das em 500 µL do tampão de hemólise e colocadas

em microtubos de 1.5 mL. Foram novamente centri-

fugadas por 1 minuto a 10.621 g e descartado o

sobrenadante (deixou-se apenas um filme de solu-

ção, ~1 mm de espessura). Esse sedimento de leu-

cócitos foi conservado em microtubos no freezer a -

20 ºC.

Extração do DNA de leucócitos. Foram adicionados

500 µL de solução de Proteinase K (5 µL de Tris

HCl pH 8.0 1 M; 10 µL de NaCl 5 M; 10 µL de

EDTA pH 8.0 0.5 M; 12.5 µL de SDS a 20 % e

completar o volume com 460, 5 µL de água ultrapu-

ra. Adicionar 2 µL de solução de proteinase K na

concentração 20 mg/mL no momento do uso) ao

sedimento de leucócitos separados da etapa anterior

e misturados no vortex até o mesmo se desprender

do fundo do tubo, em seguida foi incubado a 55 ºC

no banho-maria até dissolver o precipitado (4 a 6 h).

Após a incubação, acrescentou-se 210 µL de TE pH

7.6 e 240 µL de NaCl 5 M, agitou-se por inversão e

incubou-se no gelo por 15 min. Posteriormente, as

amostras foram centrifugadas por 15 min a 10.621 g

e o sobrenadante foi transferido para dois tubos de

1.5 mL. Foi adicionado 1 mL de etanol absoluto

gelado e os tubos foram invertidos várias vezes até a

visualização da nuvem de DNA, em seguida foram

centrifugados por 15 min a 10.621 g e o sobrena-

dante foi descartado. A seguir foi realizada uma

lavagem com 500 µL de etanol a 70% gelado, cen-

trifugado por 5 min a 10.621 g, descartado o etanol

e deixado para secagem no fluxo laminar ligado por

25 min. O pellet foi ressuspendido em 250 µL de

solução TE e 0.25 µL de solução de RNase (10

µg/µL) e incubado por 12 h a 4 ºC.

Protocolo de extração de DNA com Kit Comercial

Wizard® PROMEGA. O protocolo para extração de

DNA utilizando o kit comercial Wizard® PROME-

GA (Promega Bio Sciences, LLC. San Luis Obispo,

CA, USA.) foi realizado de acordo com as normas

do fabricante (Promega 2014), a partir de 300 µL de

sangue e, por fim, as amostras armazenadas em

freezer -20 °C.

Análise da quantidade e qualidade do DNA. A

quantidade e a pureza do DNA extraído a partir dos

três protocolos foram obtidas por meio de espectro-

fotometria, utilizando o espectrofotômetro NanoP-

hotometer™P-Cass (Implen Inc., EUA). Nesse mé-

todo, a análise da pureza do DNA baseia-se na pro-

priedade da molécula de absorver radiação ultravio-

leta no comprimento de onda de 260 nm/280 nm, e

por meio da razão aferida nas amostras foi possível

determinar a concentração de DNA.

Além disso as amostras de DNA foram submetidas

à eletroforese em gel de agarose a 1.5%, com volta-

gem de 120 V, por 30 min. O gel foi preparado com

tampão TBE (1x) e corado com brometo de etídio.

O DNA foi visualizado no gel e fotografado em

fotodocumentador (UVP) sob luz UV.

Reação em cadeia da polimerase (PCR). As amos-

tras de DNA extraídas a partir de leucócitos e san-

gue total foram submetidas à PCR para o éxon 2 do

gene da leptina bovino (Buchanan et al. 2002). Fo-

ram utilizadas a seguintes sequências de oligonu-

cleotídeos iniciadores: Foward (5’ ATGCGCTGTG
GACCCCTGTATC 3’) e Reverse (5’ TGGTGT-

CATCCTGGACCTTCC 3’). Foi preparada uma
reação de 25 µL contendo: 12.5 µL de PCR Master

Mix (Promega, USA), 10 pmoles de cada um dos

oligonucleotídeos iniciadores e 50 a100 ng de DNA

genômico. As reações em cadeia pela polimerase

foram realizadas em termociclador (BIORAD) e

consistiu em pré-aquecimento de 94 ºC por quatro

minutos antes da inicialização dos 30 ciclos, cada

qual conduzido a 94 ºC por 45 s, 56 °C por 55 s para

o anelamento dos primers e extensão, a 72 oC por

45 s catalizada pela atividade da DNA polimerase, e
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então uma extensão final por quatro minutos a 72

ºC. Todas as reações foram conduzidas utilizando-se

uma amostra controle negativo, onde o DNA foi

substituído por igual volume de água ultrapura.

Os fragmentos amplificados foram separados por

eletroforese em gel de agarose a 2.0%, a uma volta-

gem de 120 V, por 40 min. O gel foi preparado com

tampão TBE (1x), corado com brometo de etídio. O

marcador de peso molecular utilizado foi 100 pb

DNA Ladder (PROMEGA). Os produtos da PCR e

o controle negativo foram submetidos à eletroforese

em gel de agarose acrescidos do tampão de corrida.

A banda de DNA foi visualizada e fotografada em

fotodocumentador (UVP) sob luz UV.

Análise estatística. Foram estimadas a média arit-

mética e o desvio padrão para os resultados de

quantificação de DNA obtido. Os dados de concen-

trações e razão 260/280 resultantes da quantificação

do DNA dos três protocolos foram submetidos aos

testes de Shapiro-Wilk e Bartlet, para verificação da

normalidade e homogeneidade das variâncias. Para

atender as pressuposições da análise de variância foi

necessária a transformação dos dados de concen-

tração e razão 260/280 utilizando o método de Box-

cox, que quando obtido resultado significativo (p <

0.05), o teste de comparação de médias Tukey foi

aplicado. Todas as análises estatísticas foram pros-

seguidas em Software R v. 3.2.1 (R Development

Core Team 2012).

Resultados

A concentração de DNA obtido com o protocolo de

extração a partir de sangue total apresentou média

de 54.77 µg/μL, com razão entre as leituras das

absorbâncias 260/280 nm variando de 16 a 90.2

µg/μL. Para as amostras extraídas com o protocolo

de DNA de leucócitos, o rendimento médio foi de

163.36 µg/μL, e a razão entre as leituras 260/280

variaram entre 77.2 e 252.0 µg/μL. Com o Kit co-

mercial, obteve-se concentração média de 24.89

µg/μL e razão entre leituras 260/280 variando de

12.5 a 56.1 µg/μL (Tabela 1).

Tabela 1 Resultados obtidos a partir dos valores médios da concentração de DNA e razão da absorbância
(260/280) dos protocolos de extração de DNA por Sangue Total (ST), Leucócitos (L) e Kit Comercial (K)

analisados em espectrofotômetro, seguidos de médias e erros padrão (EP)

Amostra
Protocolo ST Protocolo L Protocolo K

Concentração
(µg/µL)

Razão
(260/280)

Concentração
(µg/µL)

Razão
(260/280)

Concentração
(µg/µL)

Razão
(260/280)

1 42.1 1.78 244 1.77 17 0.82
2 79.7 1.78 252 1.8 16.5 1.17
3 16 1.68 147 1.74 25.1 1.04
4 35.1 1.75 205 1.77 32.1 1.1
5 90.2 1.81 89.2 1.72 56.1 1.04
6 38.6 1.79 94.2 1.7 20.5 1.24
7 86.2 1.79 199 1.78 21.5 1.19
8 64.1 1.75 122 1.77 12.5 0.96
9 56.1 1.75 204 1.78 15.5 1.19

10 39.6 1.75 77.2 1.73 32.1 1.2
Média(EP) 54.77(24.71)b 1.763(0.036)a 163.36(65.57)a 1.756(0.031)a 24.89(12.83)c 1.095(0.13)b

Médias seguidas de letras iguais minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.

Observou-se diferença (P < 0.05) entre as concen-

trações de DNA bovino extraído com as três meto-

dologias. No protocolo de extração de DNA a partir

de leucócitos (L), foi obtido melhores resultados,
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seguido pelos protocolos de extração de DNA de

sangue total (ST) e por fim o protocolo de extração

realizado com Kit comercial (K).

Os níveis de pureza, representados pela razão entre

as absorbâncias 260/280 nm, apresentaram dife-

rença significativa. Os melhores resultados foram

observados para os protocolos de extração de DNA

de sangue total e leucócitos.

Foi possível observar a amplificação por PCR de

uma região do éxon 2 do gene da leptina, constituí-

da de 94 pb, a partir do DNA genômico bovino

obtido pelos três métodos de extração testados con-

forme demonstrado na Figura 1.

Figura 1 (A) Eletroforese em gel de agarose 2% de produtos de PCR de DNA bovino de amostras de DNA
extraídas por meio do protocolo de extração de sangue total (ST) e do protocolo a partir de leucócito (L),

(B) Produtos da PCR de DNA bovino extraído com Kit WIzard® (K)

Discussão

Os métodos de extração utilizados foram capazes de

proporcionar DNA de qualidade, com concentrações

e pureza satisfatórias para utilização em PCR. Den-

tre os benefícios previamente descritos, do emprego

do sangue total para esse procedimento, encontram-

se a facilidade de obtenção, quantidade satisfatória

de DNA e baixa incidência de contaminação (Cal-

dart et al. 2011).
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Houve diferença entre os protocolos utilizados no

presente estudo, tanto na quantidade quanto na qua-

lidade do DNA. Valores de razão de absorbância

inferiores a 1.8 resultam de contaminação com pro-

teínas. No entanto, valores como 1.7, obtidos no

presente estudo, podem ser considerados satisfató-

rios para utilização em PCR (Regitano 2001, Lee et

al. 2010).

Após eletroforese em gel de agarose 2%, foi possí-

vel visualizar a presença de DNA genômico, forne-

cendo indícios da eficiência das técnicas utilizadas.

As amostras de DNA extraídas pela metodologia de

sangue total apresentaram características visivel-

mente melhores quanto à concentração e pureza

quando comparada com as demais.  O material ge-

nético obtido por meio da extração com o kit co-

mercial resultou em menor rendimento de DNA e,

por fim, as amostras extraídas a partir de leucócitos

demonstraram concentração satisfatória, no entanto

houve presença de rastros no gel, indicando a baixa

qualidade do DNA (Silva et al. 2013).

Apesar de Posnett et al. (1991) relatarem que a ex-

tração de DNA utilizando clorofórmio pode acarre-

tar em perda de DNA e, consequentemente, resulta-

dos falso-negativos. No presente trabalho, o DNA

extraído com o protocolo de sangue total, utilizando

clorofórmio, obteve melhores resultados em relação

à qualidade das amostras, apresentando resultados

semelhantes aos de Canola et al. (2007) que obser-

varam maior eficiência utilizando um protocolo de

extração de DNA de sangue com fenol-clorofórmio.

Considerando o tempo despendido para a realização

de cada protocolo, o kit comercial demonstrou ser

um método rápido (1h), seguido pelo protocolo de

extração a partir de sangue total (2h e 30 min) e

extração de DNA de leucócitos, que por ser execu-

tada em duas etapas, exigiu maior tempo (8h e 30

min).

A avaliação eletroforética do DNA mostrou que a

extração utilizando clorofórmio e proteinase K apre-

sentou melhores resultados quanto ao tempo de

execução do protocolo e a qualidade do DNA obti-

do, o que torna essa uma alternativa viável, corrobo-

rando com os resultados de Moore & Dowhan

(1995), Magajevski & Gírio (2008).

Este estudo permitiu comparar algumas técnicas de

extração de DNA rotineira em laboratórios, apon-

tando as vantagens e desvantagens de cada uma

delas quanto à quantidade e qualidade do material

extraído. Apesar da quantidade e rapidez apresenta-

da pelo kit comercial, o mesmo obteve baixa razão,

provavelmente por contaminações proteicas ou

reagentes, o que pode interferir em análises futuras.

Quanto à metodologia utilizando leucócitos, os

principais entraves foram o tempo de manipulação e

presença de rastros no gel de agarose (Caldart et al.

2011).

Com base nos resultados obtidos, pôde-se concluir

que, todos os métodos avaliados neste estudo têm

grande utilidade para extração de DNA genômico

de boa qualidade. No entanto, o protocolo de ex-

tração utilizando sangue total demonstrou ser mais

eficiente quanto ao tempo, qualidade do DNA ex-

traído, além de apresentar concentração satisfatória

e baixo custo despendido, sendo acessível às diver-

sas infra-estruturas laboratoriais.
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