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Avaliacao de métodos de extracao de
DNA de amostras de sangue de bovinos
colhidas em papel filtro (cartdes FTA)'

Atualmente, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é usada de
maneira sistematica em uma grande variedade de experimentos que
envolvem detecgdo de micro-organismos e parasitas, estudos genémicos,
sequenciamento, diversidade genética de populagdes, paternidade, entre
outros. A extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) a partir de amostras
de sangue é amplamente usada na pesquisa agropecuaria. No entanto, a
colheita dessas amostras em tubos a vacuo pode gerar um grande volume de
material. Associada a esse problema, a necessidade de resfriamento dificulta
o transporte até o laboratdrio, principalmente em estudos desenvolvidos em
areas rurais, de dificil acesso. A técnica de colheita de sangue em papel de
filtro (cartdo FTA) apresenta muitas vantagens, por ser simples, reduzir o
volume e peso, e também por preservar as amostras sem a necessidade
de refrigeragédo. Os cartdes FTA sao fabricados na forma de envelopes que
contém o papel de filtro com areas delimitadas para aplicagdo das amostras.
Essas areas contém reagentes que inativam e inibem o crescimento de micro-
organismos, lisam as células sanguineas e liberam o DNA, que é preservado
contra a agao de nucleases, oxidagao e raios ultravioleta. No papel, podem
ser colocadas amostras de sangue em volume de até 500 ul, que devem ser
expostas ao ar até secarem completamente e podem ser armazenadas sem
refrigeracado por até 17 anos (MERCK, 2018).

Nesse experimento, amostras colhidas em cartées FTA e da forma tradicional,
em tubos a vacuo com anticoagulante EDTA, foram usadas para extrair
DNA. O DNA obtido foi analisado quanto a sua pureza e quantidade, por
espectrometria. Todas as amostras foram submetidas a um mesmo ensaio
de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para deteccdo e quantificacao
do numero de cépias de DNA de Babesia bovis, importante hemoparasita de
bovinos, com a finalidade de validar a técnica de extragao.

' Marcia Cristina de Sena Oliveira, Dra., Pesquisadora da Embrapa Pecuaria Sudeste;
Cintia Hiromi Okino, Analista da Embrapa Pecuaria Sudeste; Pamella Cristina Silva, Centro
Universitario Central Paulista; César Cristiano Bassetto, Unesp Jaboticabal; Rodrigo Giglioti,
Unesp Jaboticabal.
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Amostras de sangue

Foram usadas amostras de sangue colhidas de 32 bezerros criados na
Fazenda Experimental da Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada em Sao
Carlos (21°57°42” S, 47°50’28” W e 860 m de altitude), SP. Essa regiao
€ considerada endémica para a ocorréncia do carrapato Rhipicephalus
microplus e, consequentemente, para os agentes da babesiose bovina. As
amostras de sangue foram colhidas de cada animal em sistema a vacuo, para
preparar os quatro tipos de amostras: 30 yl de sangue da ponta da cauda
(SPC) e da veia jugular (SVJ); essas mesmas amostras foram medidas e
colocadas no cartdo FTA (SPCFTA e SVJFTA). Todas essas amostras foram
submetidas a protocolo de gPCR para a quantificagao absoluta do nimero de
copias do DNA de B. bovis.

Extracao de DNA

O protocolo #1 para pequenas amostras de sangue do kit Easy — DNA™
kit (Invitrogen™, Cat. n. K1800-01) foi usado nas extragbes de DNA.
Resumidamente, 30 uL de sangue e 100 uL de Solugéo A foram colocados
em microtubos, homogeneizados com a ajuda do vértex e incubados a
65°C por 10 minutos. Foram adicionados 40 yL de Solucdo B e uma nova
homogeneizacao foi feita; posteriormente, foram adicionados 140 uL de
cloroférmio, misturados com a ajuda do vortex até a completa homogeneizagao
das amostras. Os tubos foram entédo centrifugados a 5.000 g por 10 minutos
a 4°C, e o sobrenadante (fase aquosa) foi cuidadosamente retirado com
auxilio de uma pipeta e colocado em um microtubo limpo, com 445 pL de
tampéao TRIS-EDTA (TRIS HCI pH 8,0 10 mM, EDTApH 8,0 1ImM ) e 5 uL de
Mussel Glycogen. O conteudo dos tubos foi homogeneizado por inversao e o
DNA foi precipitado com 1 mL de Etanol 100% gelado, a -20°C. As amostras
foram mantidas em freezer por 12 a 14 horas, centrifugadas a 5.000 g por
15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi retirado com cuidado. O DNA foi
novamente suspenso em 500 uL de etanol 80% (-20°C), homogeneizado por
inversdo e centrifugado a 5.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado com cuidado e o etanol residual foi removido com ajuda de
uma pipeta. Os tubos abertos foram colocados em fluxo laminar estéril até a
completa secagem (cerca de uma hora) e os pellets foram adicionados de 30
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uL de TE e armazenados a -20°C até o momento das quantificacoes. Para a
extracdo a partir das amostras de sangue colhidas em cartédo FTA, foi usado
0 mesmo protocolo com a inclusdo do seguinte tratamento prévio: dois discos
de papel impregnados com cada amostra foram colocados em microtubos
de 1,5 mL e adicionados de 200 pL de solugdo tampéo fosfato salina (PBS)
pH 7,8 e 20 pL (20mg/mL) de proteinase K, e incubados a 65°C por 4 horas.
Apés esse periodo, os discos foram removidos com auxilio de uma ponteira e
o conteudo do tubo foi submetido ao mesmo protocolo usado para a extragao
de sangue total. Controles negativos foram preparados para cada lote de
extracdo, com o uso de PBS no lugar das amostras de sangue, e de cartao
FTA sem a amostra de sangue.

Analise do DNA extraido

A quantidade e a qualidade do DNA extraido das amostras de sangue foram
estimadas em espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermofisher) cujos limites
de detecgdo encontram-se entre 2 e 15.000 ng/puL. Foram medidas as
absorbancias nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, com 2 pL das
amostras de DNA e TE como o branco (eluidor do DNA). As amostras de DNA
obtidas em todos os protocolos, foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose.

gPCR para B. bovis

As reacdes de qPCR foram processadas no equipamento CFX 96 Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad), com o uso de oligonucletideos
iniciadores que flanqueiam o gene que codifica o citocromo b de B.
bovis. As reacdes foram preparadas para o volume final de 10 yL com os
seguintes reagentes: 5,0 yL de SsoFast™ EvaGreen® Supermix; 0,3uL de
cada primer (Tabela 1) diluido a 10uM; 2,4 pyL de agua ultra pura e 2,0 pL
de DNA da amostra teste. Foram utilizados tubos brancos em tiras (Low-
Profile 0,2 ml 8-Tube Strips without Caps ref. TLS-0851, BioRad) e tampas
oticas (Optical Flat 8-Cap Strips, ref. TCS-0803, BioRad). Para calculo
do numero de copias, curvas-padrao foram preparadas, com diluicdes
seriadas de razao constante igual a 10, de DNA sintético — gBlocks® Gene
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Fragments, contendo a sequencia alvo da qPCR (nt 88-279 — numero de
acesso: GQ214235.1).

Tabela 1. Sequéncia dos nucleotideos dos primers utilizados na amplificagcao
do DNA de Babesia bovis e o comprimento dos produtos de amplificagéo.

Produto L lizacs
Sequéncias 3°- 5" amplificado ocalizagao  peferencia
(nt)
(bp)
Cbosg1 (F) TGTTCCTGGAAGCGTTGATTC 88 135-2222 Su?zngo%

Cbosg2 (R)AGCGTGAAAATAACGCATTGC

aNumero de acesso: GQ214235.1

Todas as amostras de DNA e os controles foram testados em duplicata. As
amostras que apresentaram desvio padrao > 0,5 foram testadas novamente,
e, aquelas cujo numero de coépias foi > 0, com a temperatura de melting (Tm)
especifica de 77,5 + 0,5, foram consideradas positivas. Os ciclos adotados
para as reagdes estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Ciclos adotados para as rea¢des de gPCR.

Etapa do Ciclo Ciclos Temperatura Tempo
Ativagéo enzimatica 1 98°C 2 minutos
Desnaturacao 98°C 10 segundos
Anelamento/extensao 0 60°C 30 segundos

65°C a 95°C

Curva de dissociagao 5 segundos/passo

(incremento de 0,5°C)

Todas as corridas atenderam aos padrdes de eficiéncia da reagéo (E=95%
a 105%), controle negativo da extracdo de DNA e da qPCR (NTC) sem
amplificagéo, controle positivo da extragdo com o ciclo quantitativo (Cq) =
25+ 1,0.
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Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos para o numero de cépias (NC) do DNA de B. bovis foram

transformados em log (n +1) e analisados por meio de modelos mistos, por
meio do procedimento PROC MIXED. Nesse modelo, foi incluido o efeito fixo
de tipo de amostra (cauda e jugular a vacuo e em papel FTA), e o efeito
aleatdrio de animal (amostra). As variaveis dependentes analisadas foram
NC, concentragdo do DNA (ng/uL) e a razdo de pureza do DNA (260/280nm).
As médias foram comparadas pelo teste de tukey (P< 0.05). Todas as
analises foram feitas com o uso do pacote estatistico SAS®.

Resultados

Todas as amostras de DNA foram avaliadas qualitativamente por meio de
eletroforese em gel de agarose 2%, e se apresentaram integras (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese em gel de
agarose a 2% de DNA extraidos
a partir de sangue da ponta da
cauda (SPC), sangue da ponta
da cauda em cartdao FTA (SP-
CFTA), sangue da veia jugular
(SVJ) e sangue da veia jugular
em cartdo FTA. A esquerda, o
padrado de 1kb.
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A Tabela 3 mostra as concentragdes de DNA gendmico, as relagdes 260/280
nm, os resultados qualitativos e as quantificagdes por gPCR para B. bovis das
diferentes amostras testadas. As maiores e menores concentragdes de DNA
foram obtidas para as amostras de sangue da veia jugular (SVJ) e sangue da
ponta da cauda (SPC), respectivamente (P < 0.05). Com relag&o a pureza do
DNA, valores mais altos foram observados para as amostras SPCFTA e SVJ
(Tabela 3), que alcangaram médias proximas do ideal (+ 1,80) e nao diferiram
entre si (P < 0.05), enquanto as menores médias foram observadas para as
amostras SPC. As amostras colhidas da ponta da cauda apresentaram os
valores mais elevados de NC, diferindo significativamente dos valores obtidos
para as amostras da veia jugular (P < 0.05). Apesar disso, as frequéncias de
infecgdo determinadas pelo resultado positivo obtido nas amplificagdes por
gPCR néo diferiram entre todas as amostras testadas.

Tabela 3. Médias e desvios-padréo da concentragcdo de DNA gendmico (ng/
pL), relacéo 260/280 nm obtidas pela espectrometria, médias com desvios-
padréao do numero de copias do DNA de B. bovis e frequéncia de resultados
positivos estimados por gPCR.

Espectrometria gPCR para B.bovis
Tiosd , Médias (& desvio padido) da  Meédias (& desvio padrdo) da pureza  Médias (+ desvio padréo) do Resultado qualitativo
(PR DRTAIES concentragdo de DNA (ng/uL) do DNA (relagdo 260/280 nm) nimero de cpias (log10) (% de amostras positivas)
SPC 24,68 £ 13,52¢d 1,43 £0,16¢ 1,691 093a 100 (32/32) a
SPCFTA 3745114 43b 1,78 £0,40a 1,66 £ 1,08a 93,75 (30/32) a
svJ 72,16 + 41,642 1,75+ 0,06a 1,16 083b 84,37 (27/32) a
SVJFTA 28,03 £ 15,680c 1,62 £0,30b 1,020,750 87,50 (28/32) a

aSPC = sangue da ponta da cauda; SPCFTA= sangue da ponta da cauda em cartdo FTA; SVJ = sangue
da veia jugular; SVJFTA= sangue da veia jugular em cartdo FTA.*Médias seguidas por letras diferentes na
mesma coluna diferem significativamente (p<0.05).
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Conclusodes

Podemos concluir que amostras de sangue colhidas em papel FTA podem
ser boas alternativas para a preservacdo das amostras de sangue de
grandes rebanhos, produzindo DNA em concentragdes, integridade e pureza
adequados, e com sensibilidade de detec¢cao de DNA de hemoparasitas por
gPCR equivalente ao método tradicional de extragdo de DNA. Embora o
custo relativo a insumos por amostra seja de aproximadamente R$ 7,35 a
mais para a extragdo a partir de sangue em cartdo FTA (o custo por reagao
feita com sangue colhido com sistema a vacuo é de cerca de R$ 15,00),
por ndo necessitar de acondicionamento em temperaturas especiais, esse
custo adicional pode ser equivalente ao de manutencdo das amostras
em freezers e geradores, dependendo do tempo de estocagem. Enfim,
em vista da praticidade de transporte e armazenamento de amostras,
desempenho similar comparado ao método tradicional de extracdo de DNA,
0 que possibilita ainda o transporte nacional e internacional, e em razdo da
inativacao de patégenos, o método aqui apresentado tem potencial para uso
em diagndsticos de hemoparasitas de bovinos, estudos de genotipagem e
estudos epidemioldgicos em geral.
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