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1 INTRODUGAO

Obter DNA gendmico com qualidade e em quantidade apropriada, para
amplificacdo pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), € um dos mais
importantes fatores em pesquisas e diagndsticos laboratoriais (BASSINI, et al.,
2009). Varios procedimentos de extracdo de DNA sao citados na literatura, sendo
que em muitos casos os protocolos disponiveis sao utilizados com algumas
adaptagbes, buscando-se solucionar problemas especificos de uma determinada
espeécie.

Estudos basicos sobre técnicas especificas de extragdo de DNA sao de
extrema importancia para obter sucesso na localizagcdo em amplificagdo das regides
desejadas, garantindo sucesso de trabalhos cientificos no campo da biologia
molecular (SOLLERO et al., 2004).

Independente do tipo de estudo molecular, as amostras produzidas nas
preparagcdes de DNA, devem ser suficientemente puras, para que nao haja
interferéncias nos padrées de migracdo em gel de eletroforese (Romano & Miranda,
1999). Portanto, isso indica que testes devem ser aplicados a novos protocolos para
diferentes espécies, visando a criagdo de novas metodologias, bem como o
aprimoramento das ja existentes (ALMEIDA, et al., 2009).

Muitos protocolos de extragdo de DNA sao baseados em kits comerciais
com altos custos. Extragcdo de DNA obtida a partir de pena, pelos, sémen congelado,
entre outros, tém sido bastante usada em bovinos e bufalos com resultados
satisfatorios. Segundo Coelho et al. (2004), em bovinos de ragas zebuinas, foi
verificado que a concentracdo de DNA de pelos sdao compativeis na questido
qualidade, com os DNAs obtidos através de métodos de coletas invasivas (DNA
extraido a partir de sangue). Ja para aves nao existe um protocolo de extracao de
DNA padrao.

Diante desta constatacao, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a
eficiéncia da extragdo de DNA de sangue de aves, bovinos e bufalos a partir de um
protocolo comumente utilizado para a extragdo de DNA de sangue de peixes,
visando a diminuicdo de custos bem como a busca de uma melhor qualidade na
extracao.
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para realizagao deste trabalho, foram utilizadas um total de 20 amostras de
sangue total, destas 16 amostras pertenciam a bufalos (Bubalus bubalis) coletadas
em tubos vacum com heparina e armazenadas por 2 anos, 1 amostra de ave (Galus
domesticus) armazenada por 4 meses e duas amostras de sangue bovino (Bos
taurus) coletadas em tubo vacum com EDTA e armazenadas por 1 ano.

De cada amostra foi utilizada 250l de sangue em um microtubo de 1,5 ml e
resuspendida em 600ul de tampao TNE1 homogeneizado fortemente com a amostra
por agitacdo mecanica, posteriormente a amostra foi centrifugada por 10 minutos a
3000g, desprezou-se o0 sobrenadante tomando-se o cuidado de n&o perder os
soélidos depositados ao fundo do tubo. Esse procedimento foi repetido trés vezes,
potencializando a ruptura dos tecidos e a desnaturacdo das membranas celulares e
também eliminando residuos que pudessem interferir na qualidade da extracao.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em tampao com 330ul de
TNE e tratadas com 4ul de proteinase K (5ug/ul) juntamente com 5ul de RNAse
(1,2ug/pl) e incubadas por 12 horas em banho-maria a 50°C.

Para precipitagdo de proteinas e restos celulares, as amostras foram
homogeneizadas em 340ul de NaCl 5M por inversao e centrifugadas por 10 minutos
a 12000g. Posteriormente foram transferidos 500ul do sobrenadante para um novo
microtubo.

Para precipitacao do DNA, foi utilizado 900ul de etanol absoluto gelado (-4°C),
apos varias inversdes a solugao foi acondicionada por uma hora a - 20°C.

Apo6s decorrido o tempo, a mostra foi centrifugada por 10 minutos a 12000g.
A fase liquida foi entdo desprezada e foram feitas trés lavagens com etanol 70%
gelado (-4°C), ao final as amostras foram incubadas em estufa a 40°C para secar e
finalmente resuspendidas em 100ul de agua estéril ou TE.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi testado um protocolo de extracdo de DNA de peixes
em bufalos, aves e bovinos, como esta sendo mostrado na figura 1. Este protocolo
foi satisfatorio para aves e em algumas amostras de bufalos e bovinos. As extragdes
foram obtidas livre de impurezas, porém com qualidade nao tao boa.

Segundo Bassini, et al. (2009), a extracdo de DNA para bovinos através do Kit
NucleoSpin® Blood QuickPure, foi de excelente qualidade e livre de impurezas, mas
para peixes os resultados nido foram positivos, provavelmente em funcdo de
caracteristicas das células sanguineas, sabendo que peixes possuem hemacias
nucleadas, enquanto em bovinos sdo anucleadas.

Observou-se durante o processo de extracdo que algumas amostras se
apresentaram um pouco gelatinosas, o que pode ter interferido na qualidade da
extragdo. O tempo de armazenagem prolongado das amostras também pode ter
sido outro fator que interferiu.



l UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacdo Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
200 ——|

200

Figura 2 - Padrao de extracdo de DNA testado com uma amostra de sangue de ave (1), duas
amostras de sangue bovino (3 e 5), e quatro diferentes amostras de sangue de Bufalo (2, 4 e 6).

4 CONCLUSAO

Através de testes como este, protocolos utilizados para uma determinada
espécie, poderdao ser adaptados e utilizados em outras, solucionando dificuldades
em extragdes com protocolos de valor agregado e ampliando as possibilidades de se
realizar uma obtencdo de DNA com qualidade e baixo custo.
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