ISSN 1983-9731

y 4 I 4
Técnico ==
Dezembro, 2009

Avaliacao de um Protocolo de
Extracdao de DNA Gendmico a
Partir de Sangue Total

Flabio Ribeiro de Aratjo’

Carlos Alberto do Nascimento Ramos?
Hera Luana Luiz®

Igor Alexandre Hany Fuzeta Schabib Péres*
Renato Henrique Marcal Oliveira®

Ingrid leda Fernando de Souza®

Livia dos Santos Russi”

A PCR consiste na amplificacao /in vitro de fragmen-
tos de DNA delimitados por um par de oligonucle-

Introducao

Com o advento das técnicas de biologia molecu-
lar, o diagnéstico de agentes infecciosos evoluiu
dramaticamente. A reacdo em cadeia da enzima
DNA polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction)
(MULLIS, et al., 1987) tem sido aplicada ao diag-
néstico de inUmeros organismos (bactérias, virus,
protozoarios) em diferentes espécies animais (MA-
DRUGA et al., 2003; KE et al., 2006; CARELLI et
al., 2007). Em bovinos, essa técnica possibilitou um
diagndstico mais acurado e o melhor entendimento
epidemiolégico, por meio da identificacdo de ani-
mais portadores assintomaticos, de muitos agentes
infecciosos como, por exemplo, a riquétisia Ana-
plasma marginale e os protozoarios Babesia bovis e
Babesia bigemina (ADHAM et al., 2009; OOSHIRO
et al., 2009).

otideos iniciadores (primers), pela acao da enzima
DNA polimerase, a partir de uma fita molde de DNA.
Portanto, o DNA molde é o primeiro fator limitante
de uma bem sucedida reacao de PCR.

Uma grande variedade de métodos estdo disponiveis
hoje, inclusive comercialmente, para extracao de
acidos nucléicos a partir dos mais variados tecidos
(sangue, pelos, ossos, etc.), cada um com suas
vantagens e desvantagens. Para extracdao de DNA
a partir de sangue total, os kits disponiveis comer-
cialmente, em geral, resultam em purificacoes de
boa qualidade para utilizacao nas mais variadas
técnicas moleculares, dentre as quais a PCR. Porém
tem como principal desvantagem um alto custo por
amostra (em torno de R$ 6,00), maior inclusive do
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que o custo de uma reacao de PCR hoje (em torno
de R$ 1,20). Portanto, o objetivo nesse trabalho foi
avaliar um protocolo de extracdo de DNA de sangue
total, para utilizacado principalmente em PCR, rapido,
de baixo custo e comparavel aos kits comerciais de
extracao.

Metodologia

Foram utilizadas 30 amostras frescas de sangue bo-
vino (Bos taurus), oriundos de Campo Grande-MS,
coletadas com EDTA. Cada amostra foi submetida a
extracao de DNA com o kit Easy DNA (Invitrogen),
conforme metodologia descrita pelo fabricante, e
utilizando-se um protocolo /n house denominado
“Protocolo Embrapa Gado de Corte”, descrito abai-
X0:

Protocolo de extracido de DNA de amos-
tras de sangue “Embrapa Gado de Cor-
te”
e Adicionar 350 pL de sangue em um tubo de polipro-
pileno de 2 mL.
e Acrescentar 500 puL de SDS 20%, homogeneizar em
vortex e incubar a 65°C por 6 minutos.
® Remover o tubo da incubacédo e adicionar 400 pL
de cloroférmio. Agitar vigorosamente em vortex até
completa homogeneizacao.
e Acrescentar 300 pL de solucéo de precipitacao pro-
téica e homogeneizar novamente em vortex.
e Centrifugar a 10.000 x g por 10 minutos.
e Pipetar a fase aquosa e transferi-la para um novo
tubo.
e Adicionar 1 mL de etanol 100% ou isopropanol,
homogeneizar por inversao e centrifugar a 10.000 x
g por 5 minutos.
e Desprezar o sobrenadante e acrescentar 1 mL de
etanol 70%.
e Centrifugar novamente por 2 minutos a 10.000 x g
e desprezar o sobrenadante.
e Centrifugar novamente por 1 minuto e retirar o resi-
duo de etanol com o auxilio de uma micropipeta.
® Inverter o tubo para secagem do sedimento (aproxi-
madamente 10 minutos).
e Adicionar 100 pL de agua livre de nucleases ou
tampao TE e homogeneizar lentamente.
® |ncubar a 65°C por cinco minutos para completa
solubilizacao do sedimento.

Reagentes
e SDS 20%
e SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) — 2 g
e H,O0q.s.p. 10 mL

e Solucdo de precipitacao protéica

e Acetato de Potassio 5 M - 6 mL

¢ Acido Acético Glacial - 1,1 mL

e H,0q.s.p. 10 mL
Apods extracao, todas as amostras de DNA foram
guantificadas em espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific) e submetidas a eletrofore-
se em gel de agarose 0,8% corado com Sybr Gold
(Invitrogen) para visualizacao.

As amostras de DNA bovino foram utilizadas em
reacoes de PCR para A. marginale com os primers
msp5 F: 5 CGCAGATCTAGCAAAATCGGCGAGA-
GGTTTACCACTTC 3’ e msp5 R: 5" GCGCTGCAG-
TGGCGCAAAATGCCCGACATACC 3’ conforme
descrito em Melo et al. (2007).

Adicionalmente, 21 amostras de sangue de bufalo
(Bubalus bubalis) e 20 amostras de sangue de vea-
do-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), estocadas a
-20°C, também foram submetidas a extracao com o
protocolo Embrapa Gado de Corte, quantificadas e
visualizadas conforme descrito anteriormente.

As concentracdes médias de DNA bovino, assim
como as médias da razdo A260/A280 nm foram
comparadas pelo teste de t de Student.

Resultados e Discussao

A comparacao entre as extracoes realizadas com kit
comercial Easy DNA e o protocolo Embrapa Gado de
Corte esta resumida na Tabela 1.

Nao se observou diferenca significativa (P = 0,54)
entre as concentracées médias de DNA bovino
extraido com as duas metodologias. Os niveis de
pureza, representados pela razao entre as absor-
bancias a 260 nm e 280 nm, também nao diferiram
significativamente (P = 0,48).

Apobs eletroforese em gel de agarose, as amostras
de DNA de sangue bovino extraidas com o proto-
colo Embrapa-CNPGC apresentaram perfil similar as
amostras extraidas com kit comercial (Figura 1).
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Tabela 1. Resultado comparativo das extracdes de DNA a partir de sangue bovino realizadas com o protocolo in house
Embrapa Gado de Corte e o kit comercial Easy DNA (Invitrogen).

Protocolo Embrapa Gado de Corte Kit Easy DNA
(oSt Concentracdao ng/ pL A260/A280 Concentracdo ng/ pL A260/A280
1 60,34 1,86 61,35 1,91
2 13,86 1,91 12,86 1,89
3 66,02 1,90 65,08 1,80
4 82,66 1,89 80,06 1,86
5 101,94 1,87 105,20 1,88
6 80,82 1,98 80,30 1,96
7 69,91 1,85 66,96 1,79
8 93,39 1,97 91,65 1,99
9 104,86 1,78 103,14 1,80
10 75,90 1,77 77,59 1,80
11 2,40 1,58 3,60 1,55
12 89,56 1,82 90,45 1,79
13 18,43 2,06 20,18 1,99
14 12,14 2,00 11,56 2,04
15 52,71 1,94 46,70 1,98
16 118,06 1,89 120,20 1,84
17 112,10 1,79 109,56 1,80
18 87,69 1,80 85,90 1,77
19 68,62 1,86 65,88 1,89
20 102,59 1,86 104,36 1,90
21 104,80 1,89 108,56 1,88
22 99,86 1,94 102,60 1,96
23 125,40 2,00 135,20 2,04
24 116,58 2,01 119,20 1,86
25 79,56 1,79 80,60 1,88
26 130,65 1,80 128,56 1,96
27 129,36 1,96 134,78 2,00
28 112,87 2,05 109,45 1,98
29 98,67 1,99 96,50 1,96
30 100,89 2,01 105,60 1,80
Média 83,75 1,89 84,11 1,88
Variacdo (min-max) 2,40-130,65 1,58-2,06 3,60-128,56 1,565-2,04

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,8% das extracoes
de DNA a partir de 350 pL de sangue de 10 bovinos, utilizan-
do-se o protocolo Embrapa Gado de Corte (a) e o kit Easy DNA

il dEams Ml 3

b| 1 - . ) A VJ (Invitrogen) (b).
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As PCRs para A. marginale realizadas com as amos-
tras de DNA bovino extraidas com as duas metodo-
logias, detectaram 4 animais positivos entre os 30
analisados (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1% de PCRs para o
gene msp5 de Anaplasma marginale, utilizando-se amostras de
DNA extraidas de sangue bovino por meio do protocolo Embrapa
Gado de Corte e kit Easy DNA (Invitrogen); 1: Marcador de pares
de base 1Kb Plus (Invitrogen); 2-5: PCR realizada com amostras
de DNA extraidas seguindo o protocolo Embrapa Gado de Corte;
6-9: PCR realizada com amostras de DNA extraidas com kit Easy
DNA.

Tabela 2. Resultados da extracdao de DNA a partir de san-
gue de bufalos (Bubalus bubalis) com o protocolo Embra-
pa Gado de Corte.

Amostra Concentracio  A260/A280
ng/ pL
1 8,61 1,71
2 9,81 1,62
3 14,04 128
4 8,15 1,51
5 14,56 1,49
6 23,52 1.80
/ 17,25 166
8 46,12 182
o 49,28 1,80
10 7,810 1,33
H 6,84 1,65
12 16,42 1,70
'8 8,01 1,40
14 27,26 1,77
1% 16,38 157
16 31,70 1.81
17 44,49 182
8 50,83 1,90
19 30,91 1,70
20 38,17 1,79
21 41,47 181
Média 24,36 o6
Variacdo (min-max) 6,84 - 50,83 1,28 - 1,90

Os resultados de concentracao e pureza (A260/280)
das amostras de DNA extraidas de sangue de bufa-
los e cervideos podem ser visualizados nas Tabelas
2 e 3 respectivamente.

Embrapa Gado de Corte

EFasy DNA

Bovinos

Bovinos
2 3 16 23|

Tabela 3. Resultados da extracdo de DNA a partir de
sangue de veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) com
o protocolo Embrapa Gado de Corte.

Amostra Concentracdo  A260/A280
ng/ pL
! 66,24 203
2 66,85 211
8 73,05 1,98
4 87,30 1,93
5 75,23 1.89
6 20,47 1.96
/ 52,90 1,98
8 55,37 18
9 83,18 2,00
10 93,85 1,90
1 28,25 1,91
12 58,29 1,99
13 77,59 1.87
14 76,11 1.85
1o 91,38 1,96
16 91,55 2.05
7 20,58 1,90
18 103,14 188
19 166,34 1,94
20 86,77 2,01
Média 73,72 194
Variagdo (min-max) 20,47 - 166,34 1,80 - 2,11
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O protocolo de extracao apresentado aqui foi capaz
de recuperar DNA a partir de sangue de trés diferen-
tes espécies ruminantes com concentracdes e pu-
reza satisfatérias para utilizacdo em PCR, tanto em
amostras frescas, quanto em amostras estocadas

a -20°C. O grau de pureza de amostras de DNA é
avaliado pela razdo entre as absorbéancias a 260 nm
e 280 nm. Valores inferiores a 1,8 resultam de con-
taminacao com proteinas, no entanto, valores tao
baixos quanto 1,4 ainda sdo considerados satisfaté-
rios para utilizacdo em reacdes de PCR (REGITANO,
2001; LEE et al., 2010).

O protocolo de extracdo Embrapa Gado de Corte
mostrou-se também uma metodologia de rapida
execucdo (aproximadamente 30 minutos), compa-
ravel ao tempo de execucao de kits comerciais de
extracao como Easy DNA - Invitrogen (Manual de
Instrucoes). Outra vantagem do protocolo de extra-
cao de DNA apresentado aqui foi seu baixo custo
por amostra (em torno de R$ 0,16).

Conclusao

O protocolo de extracao de DNA gendmico de san-
gue total Embrapa Gado de Corte mostrou eficiéncia
similar ao kit de extracao comercial com sangue
total bovino, e foi capaz de extrair DNA com con-
centracdo e pureza satisfatérias a partir de sangue
de bufalos e cervos. Portanto, o protocolo aqui
apresentado representa uma boa alternativa aos kits
comerciais de extracdao de DNA a partir de sangue.
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