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Resumo

Introdugao: A extragdo de DNA gendémico em humanos é o primeiro passo para
estudos de genética molecular. Objetivo: Avaliar o sucesso da extracao de DNA
gendmico baseado na técnica de salting out a partir de amostras sanguineas, com-
parando diferentes reagentes de lise de membranas. Métodos: Foram testados
trés reagentes caseiros e o reagente Nonidet P-40, em diferentes concentragdes.
Avaliaram-se a concentracdo do DNA obtido e a pureza das amostras por meio
da espectrofotometria e a aplicabilidade na técnica de PCR. Resultados: Houve
grande quantidade de DNA extraido utilizando Nonidet P-40 e sabdo em po.
Quanto a qualidade do DNA, o Nonidet P-40 resultou em um DNA com maior
pureza. Na PCR, apenas o DNA extraido com Nonidet P-40 apresentou amplifica-
cdo satisfatoria. Conclusao: O Nonidet P-40 parece ser o reagente mais indicado
para uso em técnicas moleculares e o sabao em p6 pode ser adequado para prati-
cas em aulas de biologia molecular.

Descritores: DNA; Membrana celular; Sangue.

Abstract

Introduction: Extraction of genomic DNA in humans is the first step for molecu-
lar genetic studies. Objective: To evaluate the success of genomic DNA extraction
based on the technique of salting out from blood samples, comparing different
membrane lysis reagents. Methods: Reagent Nonidet P-40 and three homemade
reagents were tested in different concentrations. We evaluated the concentra-
tion and purity of the DNA samples by spectrophotometry and its applicability
in PCR techniques. Results: There was a large amount of DNA extracted us-
ing Nonidet P-40 and soap powder. As to the quality of the DNA, Nonidet P-40
yielded higher purity samples. After PCR, only the DNA extracted with Nonidet
P-40 showed satisfactory amplification. Conclusion: Nonidet P-40 seems to be
the most suitable reagent for use in molecular techniques, whereas soap powder
may be suitable in molecular biology classroom settings.

Key words: Blood; DNA; Cell membrane.
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Introducéo

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) esta
presente no nticleo de todas as células dos orga-
nismos, com excecdo das hemaécias. Trata-se de
uma molécula com dupla fita helicoidal, muito
estdvel, na qual estdo contidas informagdes tni-
cas do individuo. Por ter essa singularidade, a
utilizacdo do DNA torna-se de suma importan-
cia nos estudos de genética molecular em hu-
manos, tanto no que diz respeito a diagndstico
molecular quanto a pesquisas de variabilidade
genética. A extracdo de DNA gendmico em hu-
manos é o primeiro passo para a grande maioria
destas técnicas. Procedimentos como a digestao
por endonucleases de restricdo, reacdo em ca-
deia da polimerase (PCR) e sequenciamento ge-
nético, necessitam de DNA de qualidade para se
obtenha bons resultados.

Ha diferentes fontes biolégicas que podem
ser utilizadas para extrair DNA, entre elas estdo:
saliva, sangue, sémen, raspado bucal, unhas, pe-
los, cabelos, células epiteliais, manchas ou restos
de material biol6gico em objetos, ossos, dentes"*
®. O sangue é uma das fontes mais utilizadas por
possuir grande quantidade de células, fornecer
amostra fresca para a andlise e ser de facil ob-
tencao e coleta.

Mesmo existindo diversos métodos que
usam diferentes reagentes para a extragdo do
acido desoxirribonucleico, todos eles envolvem a
lise celular para a liberacao do material intracelu-
lar e purificacdo do DNA®. Uma das técnicas para
essa extragao usa fenol, cloroférmio e alcool isoa-
milico em seu procedimento®®’. A acdo do fenol
e o cloroférmio é desnaturar as proteinas, fican-
do estas solubilizadas na fase fenélica, que com o
auxilio do alcool isoamilico, se separa com maior
eficiéncia da fase aquosa. A desvantagem do uso
destes reagentes é quanto aos cuidados em seu
manuseio, visto que sdo altamente toxicos®°.

Miller, Dykes e Polesky' descreveram uma
técnica sem o uso de reagentes toxicos, deno-
minada de salting out, na qual as proteinas sdo
desidratadas e precipitadas com o uso de uma
solucdo saturada de cloreto de s6dio (NaCl). A

solugdo dessa substancia é eficiente para a ex-
tracao de DNA e proporciona a substituigdo de
reagentes toxicos como fenol-cloroférmio". Para
lisar as membranas, Miller, Dykes e Polesky' uti-
lizaram uma solugdo tampao de lise de nticleos,
composta por tris hidrocloreto — Tris-HC], clore-
to de s6dio — NaCl e edetato dissédico de cdlcio
- Na,EDTA, ap6s deixaram ovenight a 37 °C com
sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% e uma solugao
de protease K. Em seus testes, utilizaram amos-
tras de sangue total com anticoagulante (ACD
ou EDTA). O DNA obtido a partir desta técnica
rendeu quantidades semelhantes aos DNA ob-
tidos pelo método com fenol-cloroférmio; e os
indices de absorbancias relacdo 260/280 foram
satisfatorios (1,8-2,0), demonstrando boa despro-
teinizacdo". Esta técnica salting out também foi
utilizada por Rivero et al.’?, demonstrando efi-
cacia também em tecidos parafinados.

Lahiri e Nurnberger"” propuseram extra-
¢do de DNA com a técnica salting out, agora a
partir do uso do Nonidet P-40, em amostras de
sangue total com anticoagulante. Nao utiliza-
ram os solventes fenol, cloroférmio e dlcool iso-
amilico. O protocolo elimina também o processo
de incubacdo prolongada por protease K, como
descreve Miller, Dykes e Polesky™. Este procedi-
mento gerou a extracdo de uma grande quanti-
dade de DNA, em torno de 130-160 ug de 5 mL
de sangue em um tempo reduzido. Além disso,
produziu-se DNA de alta pureza, sendo adequa-
do para a digestdo com enzimas de restricado.
Este método funciona igualmente bem, tanto
com as amostras de sangue fresco quanto com
as armazenadas a 4 ° C, e também com aquelas
armazenadas a -70 °C>.

Cardozo et al.*avaliaram trés protocolos de
extragdo de DNA de sangue total e utilizaram as
técnicas sobre o sangue coagulado. Eles testaram,
com algumas modificagdes, dois kits comerciais
(método de extracao por EZ-DNA e kit de coluna
NeoScience) e a técnica de Lahiri e Nurberger®.
Esses autores observaram que o método de salting
out de Lahiri e Nurnberger obteve os melhores
resultados para extragdo de sangue coagulado
também, pois as concentracdes de DNA foram



altas e possiveis de serem quantificadas, além de
ser um procedimento répido.

Na técnica de Lahiri e Nurnberger®, o
reagente utilizado para lisar a membrana ci-
toplasmatica é o Nonidet P-40, que se mostrou
bastante eficiente em varios estudos' '°. Porém,
este reagente apresenta alguns inconvenientes:
custo alto; s6 é vendido em grande quantidade;
necessita importagao levando a um prazo de en-
trega maior e, atualmente, s6 hd uma marca que
produz (Sigma), possuindo poucos fornecedores
no Brasil.

Existem técnicas caseiras que funcionam
bem para a extracio de DNA gendmico de ou-
tras fontes de DNA, como, por exemplo, de ve-
getais. Esta técnica, utilizada por Rodrigues et
al.'s, se baseia principalmente no uso de deter-
gente de louca, sal e dgua quente, fornecendo
grande quantidade de DNA no final da extragao.

Drébek e Petrek'” desenvolveram uma téc-
nica de extragdo de DNA utilizando reagentes
caseiros, sal, a¢tcar e sabao em pé. O sabdo em
po foi diluido em uma concentracao de 20 mg/
mL. Dessa vez, as amostras testadas foram san-
gue periférico de suino. Eles observaram resul-
tados com alto rendimento e pureza. O DNA
ndo se degradou e foi possivel sua utilizagdo em
Polymerase Chain Reaction (PCR) com primers de
sequéncias especificas. Estes autores concluiram
que este procedimento de extracdo de DNA po-
dera servir de inspiragdo ao ensino de ciéncias
nas escolas e pode ser ttil em laboratérios de
pequeno porte com orcamento limitado.

Nasiri et al.® extrairam DNA gendmico de
amostras sanguineas humanas usando sabao
em p6 de marcas diferentes, contendo formula-
¢Oes diferentes, para a lise de membrana cito-
plasmaética e ndo utilizaram reagentes toxicos.
No procedimento utilizaram 330 uL de solugao
de sabdo em po, em diferentes concentrac¢des de
diluicao: 20, 25, 30, 35 e 40 mg/mL. Concluiram
que a concentracao de 30 mg/mL de solucdo de
sabdo é a mais adequada; ndo houve diferen-
cas significativas na qualidade e quantidade de
DNA em relagdo as marcas'®.

O objetivo deste trabalho é avaliar o su-
cesso da extracdo de DNA gendmico, a partir de
sangue humano, utilizando a técnica de salting
out e comparar o Nonidet P-40 com sabdes casei-
ros, no intuito de verificar o rendimento, pureza
e possibilidade de uso deste DNA para técnicas
moleculares como a PCR.

Materiais e métodos

Para os testes realizados neste trabalho,
utilizou-se como base o protocolo de Lahiri
e Nurnberger”®. Adaptagdes foram propostas
para se ajustar aos equipamentos e materiais
existentes no Laboratério de Biologia Molecular
do Centro Universitario Univates de Lajeado
(RS), conforme descrito na Tabela 1. Foram tes-
tados quatro reagentes diferentes, cada um com
quantidades ou concentragdes diferentes para a
extracado de DNA: Nonidet P-40, nas dosagens
de 50 pL, 100 pL e 250 uL; detergente liquido
neutro (Ypé), nas dosagens de 250 uL, 500 pL e
1 mL; detergente liquido de glicerina (Limpol),
nas dosagens de 250 pL, 500 uL e 1 mL e sabao
em po (Ypé), nas concentragdes de 20, 30 e 40
mg/mL, na dosagem de 330 uL. Testaram-se
duas amostras sanguineas para cada concen-
tragcdo de cada reagente.

Para a realizacao do estudo, foram utiliza-
das 24 amostras de sangue de doadores volun-
tarios participantes do grupo de pesquisa em
Diabetes e Fitoterapicos, cujo projeto foi aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Univates, sob o protocolo CEP
001/11. As amostras foram obtidas por pungao
venosa com o uso de seringa e agulha descar-
taveis por um profissional da satde, que fez as
coletas de acordo com as normas de sadde da
vigilancia sanitaria. Foram coletados, em média,
3 mL de cada voluntério, os quais foram coloca-
dos em um tubo de ensaio com o anticoagulante
EDTA, tampado e acondicionado em uma caixa
de isopor refrigerada para transporte, devida-
mente identificado com dados do voluntario.
As amostras de sangue foram guardadas em
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Tabela 1: Descrigdo do protocolo utilizado
para extragdo de DNA deste trabalho,
adaptado de Lahiri e Nurnberg

Etapa Procedimentos para a extracao de DNA

Coletar sangue total em um tubo vacu-
tainer contendo EDTA (100 pyL EDTA 15%).

Transferir todo o conteudo de sangue
2 total para um tubo falcon de 15 mL.
Adicionar volume igual de TKM1.

1

Adicionar quantidade e tipo de reagente
3 a ser testado. Misturar bem por inversao
varias vezes e passar no vortex.

Centrifugar a 3000 RPM durante 10

4 minutos a temperatura ambiente.
Retirar o sobrenatante por inversao. Lavar
o pelletcom 5 mL de TKM1, agitar bem
por inversao e com o vortex até desman-
5 char ao maximo o pellet. Centrifugar

novamente a 3000 RPM durante 10
minutos. Repetir esse passo aproximada-
mente trés vezes, ou até que o pellet fique

o mais limpo possivel.

Ressuspender o pellet em 800 uL de
TKMZ2. Transferir para um eppendorfde 2
6 mL, utilizando uma ponteira azul. Procurar
desmanchar o pellet o maximo possivel
utilizando o vortex.

Adicionar 50 pyL de SDS 10%. Agitar e
incubar durante 20 minutos a 55 °C.

Adicionar 300 pyL de NaCl 6M no tubo e
agitar bem por inversao.

Centrifugar em uma microcentrifuga a
12000 RPM, durante 15 minutos.

Coletar o sobrenadante em um tubo e

10 desprezar o pellet de proteinas.

Adicionar ao sobrenadante dois volumes

de etanol 100% a temperatura ambiente

e inverter o tubo suavemente até o DNA
aparecer.

1

Com o auxilio de uma P1000, coletar 300
pl deste dlcool com o DNA e transferir
para um eppendorf. Cuidar para pegar
“todo” o DNA presente. Centrifugar na

microcentrifuga por cinco minutos a
12000 RPM. Por inversao colocar fora o
sobrenadante (que é o alcool). O DNA
estara no fundo do tubo.

Adicionar 200 a 500 pL de TE. Inverter
13 suavemente. Levar a geladeira e deixar
por dois dias. Apds armazenar no freezer.

12

um freezer do Laboratério de Biologia Molecular
da Univates. As extragdes ocorreram, posterior-
mente, neste mesmo laboratério.

Para avaliar o sucesso da extracdo de DNA,
as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel agarose 1%, a uma voltagem de 100 V, du-
rante uma hora. Apds, o gel foi analisado sob
luz ultravioleta, para verificar a quantidade de
DNA e o grau de degradagao da amostra bruta.

A concentracdo do DNA obtido e a pureza
das amostras foram avaliadas por meio do es-
pectrofotometro BioSpec-nano, Shimadzu.

A dltima etapa para avaliar a qualidade do
DNA extraido foi a realiza¢do da reagdo em ca-
deia da polimerase (PCR) com os primers CAG
(358 pb)¥, utilizando 1 pL de DNA para todas
as amostras. Posteriormente, foi realizado PCR
usando 0,5 uL de DNA das amostras dos dois
detergentes liquidos; e para aquelas do sabdo em
po foram utilizadas repetigdes com 1 uL, 0,5 pL
e 0,3 uL de DNA.

Resultados e discussdo

Na etapa de extracdo de DNA genoémico de
sangue periférico humano, observou-se, a olho
nu, grande quantidade de DNA extraido no fi-
nal do processo nas amostras em que se utilizou
o reagente de lise Nonidet P-40, na dosagem de
250 pL; e no sabao em p6 (Ypé), nas concentra-
¢oes de 30 mg/mL e 40 mg/mL. Quando utiliza-
dos os outros reagentes ou dosagens diferentes
das descritas anteriormente, visualizou-se pe-
quenissima ou nenhuma quantidade de DNA.
Ao medir a concentragdo do DNA, a técnica uti-
lizando o reagente Nonidet P-40, na dose de 250
uL foi a mais satisfatoria, obtendo-se a média de
141,10 pL/mL. Seguido do sabdo em p6 na con-
centragdo de diluigdo de 40 mg/mL, obtendo-se
a média de 97,36 uL./mL, conforme descrito na
Tabela 2.

Em relagdo a quantidade de DNA no mo-
mento da precipitacdo, as amostras extraidas
com o Nonidet P-40 na dosagem de 250 uL foram
as que permitiram visualizagdo de maior quan-
tidade de DNA. Porém, é interessante ressaltar
que as amostras extraidas com o sabdo em p¢é
(Ypé) nas concentragdes de 30 e 40 mg/mL apre-



sentaram bastante precipitacio de DNA tam-
bém. Este resultado sugere que tanto o Nonidet
P-40, como o sabdo em pé sdo adequados para
a lise das membranas citoplasmaéticas, permi-
tindo a extragdo de grande quantidade de DNA.
Durante o processo de extracdo, percebeu-se
que nas amostras que foram utilizados os deter-
gentes liquidos a quebra da associagdo do DNA
com proteinas e demais particulas foi bem mais
dificil, impossibilitando a lavagem adequada na
extracdo. O que sugere a inviabilidade do uso de
detergentes liquidos para a lise das membranas.

Autores levantaram a hipétese de que o
sucesso em relacdo a quantidade de DNA obtido
com o sabdo em p¢ foi pela existéncia de prote-
ases em sua composicdo, havendo liberacdo de
DNAY. Entretanto, outros autores discordaram
parcialmente desta hipétese’®. Em seus experi-
mentos, Nasiri et al.'® constataram que nao hou-
ve significativa diferenca nos resultados obtidos
com dois tipos de detergentes (bioldgicos, que
contém enzimas obtidas de micro-organismos,
como bactérias e fungos, e ndo bioldgicos) e con-
cluiram que ndo hd um agente principal que
permite o isolamento do DNA, e sim hé jungao
de varias das substancias quimicas que sao co-
muns aos sabdes em pé comerciais.

Os resultados obtidos na eletroforese em
gel agarose das amostras brutas, conforme ex-
posto na Figura 1, mostraram que as extraidas
utilizando Nonidet P-40 na dosagem de 250 uL e
sabdo em po6 foram as que apresentaram as ban-

Nonidet P-40
S0ML  100ML

2500L

Det. Lig. Neutro
250)L  500MLL

das mais significativas, sugerindo grande quan-
tidade de DNA. O restante das amostras com as
outras dosagens de reagentes ndo apareceu ou
teve quantidade insignificante de DNA. E in-
teressante ressaltar que para o Nonidet P-40 as
bandas foram um pouco mais expressivas e tan-
to com o Nonidet P-40 quanto com o sabdo em
po6, ndo se visualizou rastros no gel, o que sugere
DNA de alto peso molecular pouco degradado.
Também é importante notar que os resultados
do gel foram concordantes com o observado no
momento da extracdo de DNA, uma vez que so-
mente nas amostras extraidas com Nonidet P-40
e sabdo em po6 conseguiu-se visualizar a precipi-
tacdo do DNA em grande quantidade.

A pureza do DNA gendmico medida pela
relacdo de absorbancia 260/280 foi satisfatéria,
principalmente nas amostras extraidas com o
Nonidet P-40 na dosagem de 250 uL e no sabao
em p6 de todas as concentragdes (20, 30 e 40 mg/
mL), conforme Tabela 2. Todas as demais amos-
tras apresentaram indices maiores ou menores
do indice adequado, indicando provavel conta-
minagao por compostos carboxilicos como ace-
tatos ou EDTA.

Nos resultados referentes a PCR realizada
para todas as amostras, apenas as extraidas com
o Nonidet P-40 resultaram em amplificagdo do
DNA. Ainda dentre estas, somente aquelas ex-
traidas com 250 uL de Nonidet P-40 obtiveram
bons resultados na amplificacdo aparecendo a
banda esperada de 358 pb. Nas demais dosagens

Sabdo em po
ImL 20 30 40

Figura 1: Amostras brutas aplicadas na eletroforese em gel
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Tabela 2: Médias da concentragéo e relagdo
de absorbdncia 260/280 obtidas por cada
reagente utilizado na extragéo de DNA
gendémico

Média da Média da
Reagente Quantidade concentra- absorbancia
9 utilizada ¢do do DNA  relacdo
(uL/mL) 260/280
Nonidet
P40 50 uL 62,12 2,08
Nonidet
P-40 100 uL 39,10 2,30
Nonidet
P-40 250 pL 141,10 1,88
Detergente
liquido 250 pL 22,68 3,13
neutro (Ypé)
Detergente
liquido 500 uL 15,98 1,33
neutro (Ypé)
Detergente
liquido 1mL 17,84 1,6
neutro (Ypé)
Detergente
liquidode o5y ) 23,75 2,00
glicerina
(Limpol)
Detergente
liquidode g0 ) 18,16 2,87
glicerina
(Limpol)
Detergente
liquido de
Lo 1 mL 19,87 2,68
glicerina
(Limpol)
- 330 uL
Sac,?"("f(’ Zr)“ (20 mg/ 52,67 1,83
p p mL)
- 330 yL
Sa;’?f(’ ee’;“ (30 mg/ 84,74 1,71
p p mL)
- 330 uL
Saé"("? Z)“ (40 mg/ 97,36 1,92
p p mL)

com Nonidet P-4 ndo houve amplificagdo ade-
quada do DNA. Como s6 foi possivel a ampli-
ficacdo pela PCR utilizando amostras extraidas
apenas com o reagente Nonidet P-40, mas du-
rante o processo de extragdo também se visuali-
zou grande presenga de DNA nas amostras uti-
lizando o sabdo em po¢, realizou-se novamente
a PCR nas amostras dos detergentes liquidos e

em pé com menores quantidades de DNA, pois
se supds que poderia existir algum inibidor da
reagdo nestas amostras. Foi utilizada a quanti-
dade de 0,5 uL de DNA (ao invés de 1 pL) para o
detergente liquido. Para as amostras de DNA ex-
traidas com sabdo em p¢, utilizou-se 1 pL nova-
mente e também repeti¢des com 0,5 pL e 0,3 pL
de DNA. Este resultado mostrou que as amos-
tras de DNA extraidas tanto com o sabao em
p6 quanto com os detergentes liquidos, mesmo
em quantidades menores, ndo foram adequadas
para amplificacao.

Uma vez que os resultados relativos a
amplificacdo e pureza do DNA foram mais ex-
pressivos com o Nonidet P-40, este parece ser
o detergente mais adequado para utilizagdo
em procedimentos de pesquisa e diagnostico.
Entretanto, levando em consideracdo que foi
possivel extrair grande quantidade de DNA e
visualizé-lo tanto com o reagente Nonidet P-40
como com sabdo em pod, este reagente casei-
ro pode ser mais adequado para o uso em sala
de aula, em relacdo ao custo e disponibilidade.
Segundo Pereira, Campos e Bonetti®, a aplica-
¢do de técnicas de extragao de DNA em sala de
aula permite ao aluno participar de uma ativida-
de experimental investigativa, em que ele anali-
sa as diversas hipoteses envolvidas na situagao
apresentada, contribuindo para a construgao do
conhecimento. Carmo e Schimin® testaram em
sua pesquisa a eficiéncia da utilizacdo da mo-
dalidade exposicdo tedrica e modalidade ex-
posicdo tedrico-pratica no ensino de Ciéncias e
Biologia por meio do estudo do assunto DNA. O
resultado apontou que a modalidade exposicao
tedrico-pratica é muito mais eficaz para aquisi-
¢do de conhecimento pelos alunos, demonstran-
do a importancia do uso da préatica de extragao
de DNA nas salas de aula.

Conclusado

Os resultados desta pesquisa sugerem que
Nonidet P-40 é o reagente mais eficaz para ex-
tracdo de DNA, porque além de apresentar me-



lhores resultados em relagdo a quantidade e pu-
reza de DNA extraido também foi o tinico que
permitiu a amplificacdo por PCR. Uma vez que
a PCR é a técnica mais utilizada nos estudos que
envolvem biologia molecular, e serve como base
para varias outras técnicas, o uso deste reagente
parece ser o mais indicado. Quanto ao sabao em
po, este permite boa quantidade de extragdo de
DNA, mas ndo apresenta a mesma qualidade do
Nonidet P-40 na aplicagdo em técnicas molecu-
lares, podendo ser utilizado com fins didaticos
em aulas préticas para ensino fundamental e
graduacao.
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