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RESUMO

A extracédo e a purificacdo de acidos nucléicos a partir de diversas amostras experimentais
(bactérias, fungos, tecidos vegetais e tecidos animais) é uma etapa fundamental para que
se obtenha alta eficiéncia em aplicacdes moleculares. O método CTAB foi modificado em
etapas para observacao dos resultados em cada etapa. Os fatores cinéticos aplicados no
presente estudo foram: aumento de concentracdo dos reagentes, coliséo efetiva, superficie
de contato, energia de ativacéo e afinidade quimica. A medida que a concentracdo aumenta,
a frequéncia de choques entre as moléculas aumenta e a velocidade da reacdao também
aumenta. A velocidade das moléculas aumenta o numero de choques efetivos entre as mo-
léculas, consequentemente, a velocidade da reagcdo aumenta. Quanto mais facilmente as
moléculas se chocam, mais rapidamente elas reagem. A aplicacdo dos principios de ciné-
tica quimica associados a substituicdo de reagente orgénico, aplicando quimica verde, na
extracdao de DNA apresentou resultados com alto grau de pureza e integridade, com razdes
de A260/A280 em torno de 2,00 e A260/A230 em torno de 2,20.
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B INTRODUGCAO

A extracéo de DNA é etapa primordial para a realizagdo da maioria das metodologias
de biologia molecular. Obtém-se DNA a partir de inumeros tipos de tecidos e células, e
existe uma infinidade de protocolos para este tipo de procedimento. A escolha do protocolo
de extracdo de DNA dependera de diversos fatores como: tipo de tecido a ser utilizado,
grau de pureza e de integridade necessaria para a aplicacdo em que o DNA sera utilizado,
como: PCR, sequenciamento, clonagem génica, entre outros (BARTLETT & STIRLING,
2003). Basicamente, o processo de extracdo de DNA consiste em duas etapas. A primeira
etapa € a extracdo propriamente dita e consiste no rompimento das membranas celulares
e consequente exteriorizagao do DNA. A segunda etapa consiste na purificagdo do DNA
em solugdo, ou seja, a remocéao dos outros componentes celulares da solugéo (residuos
de membrana, proteinas e RNA) (ROMANO & BRASILEIRO, 1999). O rompimento das
membranas celulares geralmente é feito com detergentes (SDS ou CTAB). A utilizagdo de
agentes que impecam o DNA de se ligar nas outras moléculas, facilitando sua separacéo na
segunda etapa do processo. Apés esta etapa, deve-se separar o DNA dos outros compo-
nentes celulares, através da adicao de substancias que facam com que a solugéo torne-se
heterogénea e que o DNA fique dissolvido em apenas uma das fases. Ocorrida a separacao
de DNA dos outros componentes celulares, procede-se a precipitacao do DNA para garantir
a maxima pureza do material. Utiliza-se, geralmente, alcool (etanol ou isopropanol), para
precipitacdo do DNA, que em presenca de cations monovalentes, promove uma transicao es-
trutural na molécula de acido nucléico, resultando em agregacéo e precipitacdo (REGITANO
& COUTINHO, 2001; AZEVEDO et al., 2003). As razdes de pureza sao chave para indicar o
sucesso da extracdo do DNA ou RNA, principalmente por acusar contaminagbes com pro-
teinas e compostos fendlicos. A pureza determina o quao representativa é a leitura obtida
a 260nm em relacao ao DNA presente naquela amostra (e, portanto, em relagdo ao valor
calculado para a concentracédo de DNA). Uma absorbéancia alta a 260nm pode na realidade
vir de uma alta contaminagé&o com proteinas, por exemplo. O pH e a for¢a ibnica do diluente
do DNA afetam o valor encontrado na razao de pureza. Solu¢des acidas tendem a gerar
razbes 0.2-0.3 unidades a menos. O mesmo funciona para solucées béasicas, que geram
razdes 0.2-0.3 unidades a mais. E importante se assegurar de que as amostras e o branco
estejam em um mesmo pH e forca ibnica. A razdo entre absorbancias medidas a 260nm
e 280nm & a forma mais conhecida de controle de qualidade de uma extracdo de DNA ou
RNA. Falando de forma generalizada, o resultado da divisdo expressa a propor¢éo entre a
quantidade de DNA e a quantidade de proteinas extraidos. Na pratica, diversos métodos de
extracéo utilizam compostos fendlicos, que acabam deixando residuos e também absorvendo
a 280nm. Os valores almejados sao: =1.8: aceito como DNA “puro” 2.0: aceito como RNA



“puro”. Um pouco menos utilizada, ou menos conhecida, a razao 260/230 pode indicar con-
taminacao com diversos compostos: fendis, guanidina, carboidratos e proteinas. Os valores
almejados estao geralmente entre 1.8 e 2.2, um pouco acima de seus respectivos valores
260/280 (THERMO SCIENTIFIC, 2009; 2012). A cinética quimica estuda as velocidades das
reacdes, os diversos fatores que a influenciam, e explica a velocidade em termos dos fato-
res que a influenciam. Abrange tanto o estudo experimental das velocidades das reacgdes,
como o desenvolvimento de teorias propostas para explicar os resultados experimentais
(CONSTANTINO, 2014).

H MATERIAIS E METODOS
Método CTAB e CTAB modificado

No método CTAB utilizou-se 100mg de amostra e microtubos, enquanto no método
CTAB modificado utilizou-se 500mg de amostra e tubo falcon, sendo ambos com clorofér-

mio. Os fluxogramas 1, 2 e 3 indicam as modifica¢cdes aplicadas em cada método.
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Fluxograma 2. CTAB modificado carvao (6000rpm).
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Fluxograma 3. CTAB modificado carvao (13000rpm).
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H RESULTADOS E DISCUSSAO

A remocéo da etapa de cloroférmio foi essencial para estabelecer um protocolo mais
limpo (verde). O CTAB modificado foi testado com cloroférmio e carvao. Os resultados de
quantificacdo de DNA das extracdes com carvao apresentaram resultados mais elevados e
mais limpos, como observado nas razdes de 260nm/280nm e 260nm/230nm, sendo essas,
melhores do que as do protocolo CTAB original, como descrito abaixo na tabela 1. A quanti-
dade de carvao foi variada dentro dos métodos descritos nos trés fluxogramas, para observar

a influéncia da cinética nos resultados.

Tabela 1. Métodos CTAB’s com as alteragdes e resultados.

CTAB
Amostra [DNA ng/uL] 260nm/280nm 260nm/230nm
100-1 127,2 1,99 3,30
100-2 68,4 1,90 4,08
100-3 101,3 2,00 3,17
100-4 96,5 1,99 3,39
100-5 87,4 2,02 3,15
100-6 104,6 2,01 3,27

CTAB modificado carvdo

Amostra [DNA ng/pL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-1 carvao 681,7 2,08 2,06
500-2 carvao 893,9 2,04 2,15

CTAB modificado

Amostra [DNA ng/uL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-3 cloroférmio 4329 2,09 2,57
500-4 cloroférmio 353,4 2,04 2,57

CTAB modificado (13000rpm) carvao 150 mg

Amostra [DNA ng/uL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-5 carvio 712,0 2,03 2,34
500-6 carvdao 650,0 2,01 2,41

CTAB modificado (13000rpm) carvdo 500 mg

Amostra [DNA ng/uL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-7 carvao 204,8 2,02 2,09
500- 8 carvdo 153,0 2,08 2,04
CTAB modificado (6000rpm) carvdo 250 mg
Amostra [DNA ng/pL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-9 carvao 678,6 2,02 2,17
500-10 carvao 689,0 2,03 2,15

CTAB modificado (6000rpm) carvdo 500 mg

Amostra [DNA ng/uL] 260nm/280nm 260nm/230nm
500-11 carvao 207,6 2,02 2,19
500-12 carvao 576,0 2,14 2,27

A tabela 1 evidencia que o CTAB modificado carvao apresenta boa repetibilidade,
além de apresentar duas vantagens significativas: n&ao utilizar cloroférmio (reagente de dificil
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acesso, por ter compra controlada pela Policia Federal) e ndo conter etapa de overnight, o
que impacta diretamente no tempo de resposta do resultado da analise. De acordo com a
Lei 10.357/2001, a Policia Federal é responsavel pelo controle e fiscalizacdo de todos os
produtos quimicos que possam ser utilizados como insumo na elaboragcédo de substancias
entorpecentes, psicotropicas ou que determinem dependéncia fisica ou psiquica.

O uso da cinética como ferramenta de melhoria no método de extracédo de DNA foi
observado com a aplicagdo de: aumento de concentragao dos reagentes, colisdo efetiva,
superficie de contato, energia de ativacao e afinidade quimica, utilizando os parametros
(100mg e 500mg de amostra; 6000rpm e 13000rpm de velocidade de centrifugacéo; 100mg,
250mg e 500mg de carvao; e 500mg de amostra com cloroférmio). De acordo com a tabela
1, apresentada anteriormente, os CTAB modificado carvdo e CTAB modificado 6000rpm
(250mg de carvao) apresentaram resultados de alto grau de pureza, como demostrado no
espectro de comprimento de onda na figura 1. Nos resultados descritos na tabela 1, também
podemos observar que, 0 incremento de carvao acima de 250mg nao resultou em incremento
na concentracdo de DNA e nem em melhora do grau de pureza, como observado quando
o cloroférmio foi substituido pelo carvao.

Figura 1. Espectro do comprimento de onda da quantificacdo do CTAB modificado com carvdo e as razdes 260/280 e
260/230 do equipamento Nanodrop™ 2000.

A varredura espectral geralmente é feita entre 220 e 350nm, com resolucdo de 2 a
5nm, tendo um perfil de espectro esperado, para amostras com DNA purificado, como de-
mostrado na figura 2.
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Figura 2. Espectro de absorbancia esperado para leitura de DNA purificado de 220 a 350nm (THERMO SCIENTIFIC, 2009).
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O DNA gendmico obtido das extracdes foi submetido a andlise de eletroforese em gel de
agarose, para verificar a integridade dos DNA'’s extraidos, como podemos observar na figura 3.

Figura 3. DNA gendmico submetido a eletroforese em gel de agarose para observar a integridade do DNA extraido.

Métodos: A- CTAB original; B- CTAB modificado carvao; C- CTAB modificado cloroférmio; D- CTAB modificado 13000rpm

(150mg carvao); E- CTAB modificado 13000rpm (500mg carvao); F- CTAB modificado 6000rpm (250mg carvao); G- CTAB
modificado 6000rpm (250mg carvao). LM: low mass; bp: pares de base.
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H CONCLUSAO

A aplicagao dos principios de cinética quimica na extracédo de DNA apresentou resul-
tados com alto grau de pureza e integridade, com razdes de A260/A280 em torno de 2,00 e
A260/A230 em torno de 2,20 para os métodos modificados onde o carvéao foi aplicado. Foi
observado que o excesso de carvao ndo melhora a eficiéncia da extracdo. Os métodos com
250mg de carvao apresentaram alto grau de pureza e concentracdo. Os métodos CTAB
modificado e CTAB modificado 6000rpm (250mg carvéo) séo equivalentes em resultados,
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porém no segundo utiliza-se menos equipamentos e etapas de centrifugacdo. Dessa forma,
conclui-se que a aplicacao de cinética na extracao influencia na qualidade do DNA extraido.
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