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RESUMO

O Estagio Supervisionado de Conclusdo de Curso foi realizado junto a Empresa
Brasileira de Pesquisa em Agropecudria — EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa em
Suinos e Aves — CNPSA, em Concordia-SC, na &rea de genémica, com o0 objetivo de
aperfeicoar e complementar os conhecimentos adquiridos ao longo da formacéo académica e
possibilitar o contato com uma instituicdo de pesquisa reconhecida na area agropecuaria. O
periodo de permanéncia na instituicdo foi de 18 de Fevereiro a 29 de Abril de 2016,
totalizando 300 horas de atividades realizadas. No estagio foram desenvolvidas as seguintes
atividades: visita a granja de melhoramento genético animal da Embrapa Suinos e Aves;
necropsia de animais de estudo para coleta de material, extracio de DNA e RNA;
quantificacdo de 4&cidos nucléicos; rotinas de laboratério de genética animal, PCR
convencional, além da técnica de sequenciamento. A convivéncia com profissionais
experientes e qualificados da area de genética e melhoramento animal foi fundamental para

adquirir e ampliar o conhecimento do académico na atuagéo profissional.

Palavras—chave: Biologia molecular. Embrapa Suinos e Aves. Gendmica. Laboratério.

Melhoramento Animal.
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1. INTRODUGCAO

A Gendmica é o estudo do genoma, sendo este 0 material genético dos seres vivos que
¢ transmitido a sua prole, constituido pelo &cido desoxirribonucleico (DNA). Seu estudo,
objetiva entender como 0s genes e a informacéo genética estdo organizados dentro do genoma
e como essa organizacdo determina a sua funcdo. Além disso, estuda questdes complexas da
genética molecular como, a manifestacdo do fendtipo para caracteristicas quantitativas, que é
0 caso da maioria das caracteristicas de producdo (LEDUR; PEIXOTO, 2015%a).

A biologia molecular é o ramo da ciéncia que estuda a biologia a nivel de moléculas,
ou seja, trabalha com a formagcdo, estrutura e a funcdo dos &cidos nucléicos: DNA e RNA, e
das proteinas. Os acidos nucléicos constituem o material genético, e as proteinas os produtos
de expressao (NICIURA, 2007), sendo importantes no estudo do genoma.

Segundo CHENG (1997), o genoma da galinha é constituido por 78 cromossomos
(2n), que séo divididos em 38 pares autossémicos e um par de cromossomos sexuais (Z e W),
sendo a fémea heterogamética (ZW) e o macho homogametico (ZZ). Esta foi a primeira
espécie de animal doméstico a ter a sequéncia do genoma publicada. Seu genoma com 1,25
Gpb foi obtido a partir do DNA proveniente de uma Unica fémea de Gallus gallus (Red Jungle
Fowl), o ancestral da galinha doméstica (HILLIER et al., 2004).

O sequenciamento do genoma da galinha abriu possibilidades de se identificar genes
gue controlam a variacdo de caracteristicas fenotipicas de interesse para a avicultura. Essa é
uma das principais linhas de pesquisa realizadas em genémica pela Embrapa Suinos e Aves.
Para tal, algumas linhagens desenvolvidas pela Embrapa s&o utilizadas como modelo nos
estudos de gendmica em parceria com varias instituicdes nacionais e internacionais.
Atualmente a granja de melhoramento de aves da Embrapa Suinos e Aves, detém material
genético de 5 linhagens puras de aves de corte e 6 linhagens puras de postura que hoje fazem
parte de um Ndcleo de Conservacdo de Material Genético Nacional de Aves.

No periodo do estdgio realizado na instituicio Embrapa Suinos e Aves foram
acompanhados projetos de pesquisa desenvolvidos na area de gendmica, entre outras rotinas

laboratoriais. Além de, visita a granja de melhoramento genético de aves.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Cumprir requisito da graduacdo. Além de, ampliar e complementar o conhecimento na
area de genética e melhoramento animal para futura atuacdo profissional em Zootecnia,

possibilitando a troca de experiéncia com profissionais da area.
1.1.2 Objetivo Especifico

a) Verificar através do contato com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA identificagdo com a area de pesquisa.

b) Compreender a origem dos avangos na genética e melhoramento animal e suas
aplicacdes.

c) Conhecer e praticar as técnicas aplicadas na area de gendmica.

d) Saber sobre os trabalhos de pesquisa que estdo sendo desenvolvidos atualmente na

area de genémica.

1.2 JUSTIFICATIVA

O Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves — CNPSA ou Embrapa Suinos e
Aves é uma das 47 unidades descentralizadas da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa), vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA). A Unidade foi criada em 13 de junho de 1975, no distrito de Tamandui em
Concérdia - Santa Catarina (EMBRAPA SUINOS E AVES, 2016).
O estagio foi realizado neste local por ser referéncia na area de pesquisa animal com aves
e suinos que sdo animais de interesse de atuacdo profissional. Na &rea de genémica, pela
curiosidade de aprendizado da origem dos principios e técnicas utilizadas na genética e
melhoramento animal, que resultaram em animais comerciais muito produtivos nos dias
atuais. Além disso, € necessario conhecer o que estd sendo pesquisado na area de gendmica
para identificar possiveis relacbes do melhoramento genético & problemas verificados a
campo. O estagio foi realizado com a supervisdo da Dra. M6nica Corréa Ledur, Zootecnista e
pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves, renomada nacionalmente e internacionalmente na

area de genetica e melhoramento animal.



10

2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo do estagio foram realizadas atividades de rotina do laboratério de
genética animal, participacdo conjunta com bolsistas em projetos de pesquisa em andamento
na area de gendmica e visita a granja de melhoramento genético de aves da Embrapa. Além
disso, foram acompanhadas atividades de coleta de material biologico para pesquisa, extracdo
e quantificacdo de DNA e RNA, PCR convencional, sequenciamento, e participacdo em
atividades técnico-cientificas promovidas pela Embrapa Suinos e Aves.

2.1 DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA MOLECULAR

O Dogma central da biologia molecular é de importancia para a area de genémica, pois
abrange o estudo da informacdo do DNA do individuo (material genético) até a sintese
proteica. O conhecimento em biologia molecular auxilia os estudos de pesquisa a encontrarem
explicacBes/solucBes para melhorar espécies de interesse zootécnico, sendo isso uma
ferramenta utilizada pela Embrapa Suinos e Aves. A seguir, demonstra-se informacgdes que
caracterizam o dogma central da biologia molecular.

A transmissdo da informacdo necesséaria para a sintese de uma proteina (a expressao de
um gene) é feita pelos processos de transcricdo e traducdo. A sequéncia das bases
nitrogenadas no DNA determina a ordem de formacéo de 20 possiveis aminoacidos que irdo
constituir as proteinas. Como existem somente 4 nucleotideos para formar 20 aminoacidos, a
célula utiliza um cédon (trés nucleotideos) para especificar cada aminoacido, esta sequéncia
de bases nitrogenadas constitui o cddigo genético, este codigo auxilia a ocorréncia do
posicionamento correto dos aminoacidos em uma proteina (ver Quadro 1). O codon
responsavel por sinalizar o inicio da cadeia é 0 ATG (metionina, chamado de START cédon),
0 codon que sinaliza o final da sintese é conhecido como STOP cddon (NICIURA, 2007).

De acordo com Griffiths (2008), a transcri¢cdo ocorre quando, a mensagem do DNA
gue estd presente no ndcleo da célula, é transporta pelo RNA mensageiro (MRNA) para o
citoplasma, onde as proteinas sdo sintetizadas em organelas (ribossomos). A transcri¢do do
MRNA pela enzima RNA polimerase tem inicio em um sitio especifico do gene: o sitio
promotor, que sO existe em uma das fitas de DNA (na fita sense), enquanto a outra
permanece sem funcdo (fita nonsense). Além do mRNA, existem dois outros tipos de RNA: o
RNA transportador (tRNA) e o RNA ribossdmico (rRNA). O tRNA transporta 0s
aminoacidos até os ribossomos e possui um anticodon que orienta o pareamento dos codons

do mRNA para a formacdo de proteina. O rRNA, e outras proteinas, constituem o ribossomo e
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auxilia no alinhamento do tRNA ao mRNA. Desta forma, sequéncias diferentes de bases de
DNA especificam sequéncias diferentes de bases de mRNA (transcrigéo), e as sequéncias de
bases no mMRNA especificam a sequéncia de aminoacidos (traducdo). Esse caminho da
informacdo desde o DNA até a sintese proteica é conhecido como dogma central da biologia
molecular (NICIURA, 2007).

Quadro 1- Codigo genético.

Primeira Segunda Base Terceira
Base T | C | A | G Base

Phe Ser Tyr Cys T

T Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOP Trp G

Leu Pro His Arg T

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A

Leu Pro Gln Arg G

Ile Thr Asn Ser T

lle Thr Asn Ser C

A lle Thr Lys Arg A
(S'I"\,/EI;T) Thr Lys Arg G

Val Ala Asp Gly T

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G

As bases sdo lidas da esquerda para a direita. A: adenina, G: guanina, C: citosina, T: timina
(ou U: uracila, no RNA); Ala: alanina, Arg: arginina, Asp: asparagina, Asp: &cido aspartico,
Cys: cisteina, GIn: glutamina, Glu: &cido glutamico, Gly:glicina, His: histidina, lle:
isoleucina, Lys:lisina, Met: metionina, Phe: fenilalanina, Pro: prolina, Ser: serina, Thr:

treonina, Trp: triptofano, Tyr: tirosina, Val: valina.
Fonte: Adaptado de NICIURA (2007).

2.2 GRANJA DE MELHORAMENTO GENETICO DE AVES

Durante o estagio foi realizada uma visita a granja de melhoramento genético de aves
da Embrapa Suinos e Aves. Essa granja caracteriza-se por ser um nucleo de conservagédo de
material genético nacional, que preserva animais de 5 linhagens puras de aves de corte, e 6
linhagens puras de aves de postura.

As aves sdo mantidas em gaiolas individuais com controle de pedigree e 0s ovos séo
marcados para possibilitar a identificacdo dos animais para a proxima geracdo. Por meio de
inseminacdo artificial, é realizado o acasalamento das aves e uma vez por ano uma nova

geragdo é estabelecida.
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Na oportunidade de visitacdo, foram relatados pelo responséavel da granja os cuidados
com manejo, biosseguridade, escrituracdo zootécnica, entre outros procedimentos padrdes
para manter o ambiente em condi¢Ges adequadas de trabalho. As linhagens mantidas em
conservacao sdo utilizadas em pesquisa na area de genética e melhoramento, além das demais
areas de pesquisa da Embrapa Suinos e Aves.

Segundo Figueiredo (2015?), as ragas puras mais antigas sdo apenas mantidas em
estacOes experimentais. Sendo estas, 0 banco genético que é a fonte da diversidade e o
combustivel para os cruzamentos que ddo origem aos hibridos modernos. Em frangos de corte
as ragas utilizadas séo: Plymouth Rock Branca, New Hampshire, Cornish Branca e Sussex.

Ledur e Peixoto (2015?b), relatam que existe uma pirdmide na producdo de aves, e
esta apresenta trés etapas complementares, no topo situam-se os rebanhos nucleo ou elite,
responsaveis pelo melhoramento genético das linhas puras, via selecdo intensiva das
caracteristicas economicamente importantes; na parte central os rebanhos multiplicadores,
responsaveis pela producdo da matrizes macho e fémea, que incorpora os beneficios da
complementaridade entre as linhas puras e aumenta a heterose; e na base da piramide os
rebanhos comerciais, que sdo os individuos destinados ao abate ou a producdo de ovos. Mais
detalhes sdo fornecidos a seguir, de acordo com Figueiredo (20157?):

Bisavds: Sdo linhas puras que necessitam de ganhos genéticos cumulativos e
normalmente sdo reproduzidas por incubacgdo (devido demandar elevado nimero de aves para
a selecdo) cuja os nascidos sdo da mesma constituicdo das linhas puras e selecionados dentro
da linha transformando-se em Bisavos. Exemplo: Macho da raca 1 (M1) acasala com fémeas
da raca 1 (F1), Macho da raca 2 (M2) acasala com fémeas da raca 2 (F2), respectivamente
com as racas 3 e 4 (Quadro 2).

Avés: Sdo produtos do cruzamento de bisavés (M1XF2) e (M3XF4), onde gera-se 0s
galos nas linhas de macho e as galinhas nas linhas de fémeas que serdo os pais das matrizes e,
chamados de avos (Quadro 2).

Matrizes: Sao os hibridos resultantes do cruzamento de avos. Por exemplo, a matriz
macho (1-2) é produzida pelo cruzamento do avd paterno (galo 1) com a avé paterna (galinha
2) e a matriz fémea (3-4) é produzida pelo acasalamento do avé materno (galo 3) com a avd
materna (galinha 4).

Aves comerciais: S8 os hibridos resultantes do cruzamento das matrizes. Por
exemplo, hibridos comerciais de frangos de corte (importadas): Ag Ross, Cobb Vantress,
Hybro, Isa Vedette, MPK, Arbor Acres, Avian, Shaver e Hubbard. E hibridos comerciais de

frangos de corte (nacionais): Embrapa 021, S-54.
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Quadro 2 Efeito multiplicador

Cruzamento
Tempo Produto Linha Macho Linha Fémea
Atual Linha pura M1 X F1 M2 X F2 M3 X F3 M4 X F4
1°ano Bisavds M1 X F1 M2 X F2 M3 X F3 M4 X F4
2° ano Aves M1 X F2 M3 X F4
3°%ano Matrizes M12 X F34
4°ano | Aves comerciais 1234

Fonte: Do autor, 2016.

2.3 PROJETOS DE PESQUISA

Os projetos de pesquisa acompanhados durante o estagio compreendem;

2.3.1 Hérnia umbilical e escrotal em suinos

Segundo Girdo (2009), as hérnias sdo consideradas uma protusdo localizada na regido
dos anéis inguinais (hérnia inguinal ou escrotal) e umbilical (hérnia umbilical) que ocorre
através de um canal pré formado (congénitas) ou adquirido. Acredita-se ser uma patologia
hereditaria, apesar de mencionada como condicionada em machos pelos genes autossémicos
recessivos ‘h’, foi constatado que tal genotipo ndo afetava fémeas (RUNNELLS, 2001, apud
SANDOVAL, 2015).

De acordo com Zanchin (2015), as hérnias umbilicais geram perdas significativas a
suinocultura mundial, destacando-se: mortes, menor ganho de peso, pior conversdo alimentar,
possibilidade de peritonite e contaminagdo da carcaca no abate (ruptura de intestino). Devido
a estas e demais perdas produtivas, os estudos realizados na area de gendmica da Embrapa
Suinos e Aves, visam identificar regides genémicas e genes candidatos envolvidos com a
ocorréncia dessa anomalia em suinos, comparando a expressao génica através da técnica de
RNAseq, utilizando o delineamento caso - controle, onde para cada caso ha pelo menos um

controle contemporaneo e que ndo apresenta histérico de hérnias na familia.

2.3.2 Gene Halotano em suinos

De acordo com o MAPA (2014), especialistas brasileiros investem na evolugéo
genética ha mais de 20 anos, fato que reduziu em 31% a gordura da carne, 10% do colesterol

e 14% de calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva, além de saborosa.
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A busca por linhagens genéticas suinas com maior percentual de carne magra na carcaga
trouxe como consequéncia, animais mais susceptiveis ao estresse suino que ocasiona
problemas de qualidade no produto final (LAVILLE et al., 2005).

Bridi et al. (2003) destaca que, a presenca do gene halotano aumenta
consideravelmente a porcentagem de carne na carcaga suina, mas exerce um efeito negativo
sobre a qualidade da mesma, onde ocorre perda de liquido por gotejamento e queda de pH nas
primeiras horas ap0s abate, 0 que provoca um aumento na incidéncia de carne PSE (cor
palida, textura mole e exsudativa). Chagas et al. (2014), relatam que para evitar os efeitos
danosos na qualidade da carne, a estratégia adotada pelos melhoristas tem sido a remocéo de
genes causadores do estresse, principalmente em algumas linhagens de Landrace que possuem
maior desenvolvimento muscular.

O laboratdrio de genética molecular da Embrapa Suinos e Aves realiza o diagnéstico
da sindrome do estresse térmico em suinos, para o gene do Halotano utilizando a técnica de
PCR-RFLP.

2.3.3 Criptorquidismo em suinos

O criptorquidismo é um transtorno na progressdo do testiculo, acomete um ou ambos
os testiculos, sendo que estes ficam retidos na cavidade abdominal ou parados no trajeto
inguinal. E sdo considerados de etiologia genética (BENTO, 2006).

Basrur e Basrur (2004, apud TICIANELLI, 2011) relataram que o0s genes relacionados
com a ocorréncia do criptorquidismo ainda ndo estdo completamente descritos, mas esta
anomalia ja foi descrita como caracteristica autossdmica, e pode ser manifestada também
devido a mutacdo de dois genes provavelmente localizados no cromossomo sexual.

O projeto de estudo do criptorquidismo tem objetivo semelhante ao de hérnias;
identificar regiGes gendmicas e genes candidatos envolvidos com a ocorréncia dessa anomalia
em suinos. O estudo pela Embrapa Suinos e Aves, serd feito por comparacdo do
sequenciamento do exéma (sequéncia de éxons). Utilizando animais caso—controle, em que
para cada caso ha pelo menos um controle contemporaneo e que ndo apresenta histérico de

criptorquidismo na familia.
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2.3.4 Gene da Distrofina (DMD)

Historicamente, a mutacdo HAL-1843 no receptor rianodina 1 foi considerada
responsavel pela maior parte das perdas de suinos com peso para abate devido ao estresse no
transporte. No entanto, o teste de DNA tem efetivamente eliminado esta mutacao de rebanhos
comerciais. Mas ainda foram identificados animais que morreram de sintomas aparentes de
uma sindrome de estresse apds o transporte. Descobriu-se entdo, que o gene da distrofina
(DMD), também esta associado com a sindrome do estresse, e isso ocorre quando ha um
defeito no gene da distrofina, ou seja, a ocorréncia de um SNP que provoca a alteracdo de um
amino&cido arginina por um triptofano (NONNEMAN et al., 2012)

Na década de 2000 foram identificadas mutacGes em varios genes, resultando na
deficiéncia ou perda de funcdo de diversas proteinas musculares de importancia significativa
para 0 bom funcionamento do musculo, dentre elas a distrofina. A distrofina é uma proteina
cuja fungdo ainda ndo é exclusivamente conhecida, mas pode desempenhar um papel na
estabilidade da membrana plasmatica e, ainda aceita-se que sua auséncia pode romper o
mecanismo normal da liberacdo controlada do célcio, que é indispensavel para a contracdo da
fibra muscular (VAINZOF et al. 2005 e GOMES, 2011).

O objetivo de estudo deste gene da distrofina pela Embrapa Suinos e Aves é
padronizar uma técnica de diagndéstico para um SNP utilizando a técnica de Sonda Tagman®.

2.4 COLETA DE MATERIAL

Todo resultado alcangado nos projetos de pesquisa, € consequéncia da qualidade do
material coletado, ou seja, os acidos nucléicos (DNA e RNA) que sdo a matéria prima para
qualquer técnica, encontrados em diferentes células. Os materiais utilizados para estudo séo o
DNA e RNA, e estes sdo obtidos em: tecido sanguineo, 6sseo, cartilaginoso, muscular, entre
outros. Dependendo do objetivo de estudo, os tecidos sdo coletados e armazenados de acordo
com a extragdo para a técnica pretendida.

O ambiente de necropsia possui normas de funcionamento. Foi necessaria a utilizagdo
de roupa e calcado adequado, além de desinfec¢cdo do cal¢ado na entrada e saida do ambiente
interno. Foram acompanhados procedimentos de coleta de material, para projetos de pesquisa
relacionados a suinos, como o de hérnias e criptorquidismo.

Os animais permaneciam em baia na parte externa a area de necropsia, para um

periodo de descanso pre-abate (Figura 1, A). Posteriormente eram transferidos para o local de
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insensibilizacdo, que era feita com choque elétrico (Figural, B), e ap6s perda de consciéncia
procedia-se a pesagem (Figura 2), e em seguida a sangria.

Foi coletado tecido sanguineo e tecido cartilaginoso da orelha (para projeto hérnias e
projeto criptorquidismo) seguido de armazenamento em gelo para posterior extracdo de DNA,
e também foram coletadas amostras de tecido do anel herniario (Figura 3) em criotubos
(Figura 4), previamente identificados, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, e
posteriormente armazenados em freezer -80°C até 0 momento da extracdo de RNA. Consistiu-
se em coleta de tecido de animais afetados (caso), e também de animais normais (controle), ou
seja, dos animais com e sem problema.
izacdo.

Figura 1- A: Local de descanso pré-abate; B: Local de insensibil
! A 7 .:u"‘. I'

W G ) s

------

Fonte: Do autor, 2016.

Figura 2— Pesagem

Fonte: Do autor, 2016.
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~ Figura 3— Coleta de materiais para estudo

|

Fonte: Do autor, 2016.

Figura 4- Armazenamento de material em criotubo.

\ =i

Fon:te; Do autor, 2016.

2.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA é o primeiro passo para utilizd-lo em técnicas moleculares. A
maneira de coletar e acondicionar o tecido, assim como o estado do mesmo sdo fundamentais
para 0 sucesso da extracdo. Neste aspecto, a qualidade e a integridade do DNA s&o
fundamentais para as etapas posteriores. Existem diferentes protocolos de extracdo de DNA
que variam em fungdo da espécie animal e do tecido a ser utilizado. COSTA e MOURA
(2001) relatam que um dos aspectos importantes a ser considerado € que a quantidade de
DNA necessaria varia em funcdo da técnica molecular a ser utilizada.

Embora em termos fisicos o DNA seja uma molécula muito grande com peso
molecular de varios milhdes, em termos quimicos ela consiste de nucleotideos. Cada

nucleotideo contém fosfato, um acticar com cinco carbonos (desoxirribose) e um entre quatro
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tipos de bases nitrogenadas. Duas bases sdo purinas (adenina e guanina) e duas s&o
pirimidinas (timina e citosina). Quando uma purina (ou pirimidina) estd ligada ao agUcar
desoxirribose, a unidade é chamada de nucleosideo. O fosfato, por sua vez, esta ligado ao
acucar por uma ligacdo de éster e esta unidade nucleotidica se constitui na unidade
fundamental do DNA. Desta forma, o DNA é um grande polimero contendo uma longa cadeia
com cerca de 200.000 nucleotideos (200 kb) chamada de polinucleotideo (DEBUSK, 1971).
Em pesquisas que envolvem estudo da estrutura do gene, o DNA é o produto mais
utilizado, este pode ser obtido inclusive de individuos que ja morreram, pois é uma fonte que
ndo sofre muita interferéncia do meio (WISCHRAL e GOMES FILHO, 2009).
A partir de tecido cartilaginoso da orelha armazenado em freezer (-20°C) as amostras foram
processadas para extracdo de DNA do projeto de Criptorquidismo, seguindo o protocolo:
Purificacdo de DNA total a partir de tecidos animais (centrifugacdo-coluna) Qiagen® (ver em

anexo).
2.6 EXTRACAO DE RNA

A composicdo quimica do RNA é bastante similar a do DNA e essa similaridade tem
um significado em termos de traducéo da informacao na célula. O RNA difere-se do DNA em
apenas trés pontos principais: o agucar ribose, a base pirimidica uracila e por ser fita simples
(DEBUSK, 1971).

Em pesquisas relacionados com a expressdo do gene, 0 mMRNA ¢ a principal fonte de
estudo. Encontra-se no citoplasma das células e deve ser obtido do local onde pretende-se
avaliar a sua expressdo, pois a funcdo génica pode ser diferente em cada tecido/célula
especifico (WISCHRAL E GOMES FILHO, 2009).

As amostras para extragdo de RNA foram armazenadas em nitrogénio liquido desde a
coleta. Foi processado tecido do anel herniario do projeto de hérnias, seguindo o protocolo:
extracdo de RNA de tecidos com trizol (Invitrogen®) + limpeza de RNA utilizando RNeasy

mini kit (Qiagen®) (ver em anexo).

2.7 QUANTIFICACAO DE DNA E RNA

A concentragdo de DNA, RNA ou proteina nas amostras pode ser avaliada por
técnicas de espectrofotometria ou fluorometria. Cada técnica depende de equipamentos e
protocolos especificos para o material de estudo. A seguir sdo demonstrados alguns

equipamentos e protocolos utilizados.
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2.7.1 Fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen™)

O equipamento Qubit® 2.0 é um fluorimetro de bancada para a quantificacdo do
DNA, RNA e proteinas, utiliza alta sensibilidade em ensaios de quantificacdo precisa a base
de fluorescéncia Qubit™. Usa corantes seletivos para DNA, RNA e proteinas, que minimiza
os efeitos de contaminantes em sua amostra que afetam a quantificacdo. Permite que use tdo
pouco quanto 1 pL e ainda obtenha altos niveis de precisdo, mesmo com as amostras muito
diluidas (MANUAL DO USUARIO QUBIT, 2010).

O fluorimetro Qubit® 2.0 gera dados de concentracdo com base na relacdo entre os
dois padrdes utilizados na calibracdo (trés para o ensaio de proteina Qubit™) em uma curva
de 0 a 100 ng (Figura 5). Os ensaios no Qubit devem ser realizados em temperatura ambiente
de 22-28 °C, pois variag0es de temperatura podem influenciar a exatiddo do ensaio
(MANUAL DO USUARIO QUBIT, 2010).

No Qubit® os microtubos sdo inseridos no equipamento para analisar a concentracao

(Figura 6), o que difere do biodrop que se pipeta a amostra na porta de leitura.

Figura 5— Curva de concentracdo de RNA no Qubit®

@ Padrdes
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Fonte: Manual do usuario Qubit®, 2010.

Abaixo, descri¢cdo de protocolo utilizado para quantificacdo de amostras de RNA do
projeto Hérnias (foi realizado também quantificacdo de DNA para o projeto Halotano com o
Qubit®):

1. Calibracao dos padrdes. 10 pL do ponto padréo 1 diluido em 190 pL de tampao
e 10 pL do ponto padréo 2 diluido em 190 pL de tampéo.
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2. Confeccdo de mistura: 1,99 mL de tamp&o (Qubit™ dsRNA HS) para analisar
10 amostras (199 pL cada amostra) + 1 pL de marcador (Qubit™ dsRNA HS).

3. Para cada microtubo com 1 pL de amostra de RNA, adicionou-se 199 uL de
mistura.
4. Anélise no equipamento: inseriu-se 0 microtubo (mistura+RNA). Fechou-se a

tampa. E analisou-se em ng/uL (opcdes). Incubou-se os microtubos apds 2 minutos de mistura
da amostra com a solucdo de trabalho, (ap0s isso o sinal de fluorescéncia nos microtubos é
estavel até 3 horas) (MANUAL DO USUARIO QUBIT, 2010).

5. A andlise tem como principio a leitura da emisséo de fluor6foro que determina
a fluorescéncia do RNA e o quantifica em ng/pL.

Figura 6- microtubo inserido no equipamento Qubit®
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Fonte: Do autor, 2016.

2.7.2 Biodrop pLite ®

O Biodrop® é um equipamento que quantifica a concentracdo e pureza de DNA,
RNA e proteinas através de espectrofotometria em luz UV, entre dois comprimentos de onda
de varredura definidos pelo usuario na faixa de 190-1100 nm com medic¢do de absorbancia ou
absorvancia (A) de amostras de menos de 1 uL (Manual do usuario Biodrop®, 2016)

1. Colocou-se um minimo de 0,5 pL de referéncia padrdo conhecida (amostra

controle), na porta de leitura do equipamento. Efetuou-se referéncia (com amostra controle).
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2. Quando a referéncia foi concluida, removeu-se a amostra, limpando com um
pano sem fiapos na porta de leitura.

3. Selecionou-se efetuar medicdo com a amostra a ser analisada. (obtendo o valor
de quantificacdo).

Os acidos nucléicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm. Para fazer a
leitura no espectrofotdmetro, utiliza-se uma diluicdo da amostra de &cidos nucléicos em &gua.
As proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 280 nm. Sendo assim, a relagédo
A260/A280 fornece um pardmetro de avaliacdo da qualidade das preparacOes de acidos
nucléicos. Valores inferiores a 1,8 resultam de contaminagdo com proteina (REGITANO et
al., 2009).

Para uma amostra de RNA puro tem-se a razdo entre as medidas de absorbancia a
0D260/0D280 = 1,8 a 2,0 (REGITANO et al., 2009). Para estimar a concentracdo de DNA e
RNA utiliza-se a seguinte relacdo: 1 OD260 = 50 pg/mL de DNA dupla-hélice, e 1 OD
(densidade dptica) = 40 ug/mL de RNA (fita simples) (SAMBROOK e RUSSEL, 2002).

O equipamento Biodrop pLite fornece em seu visor a concentracdo e as razdes
calculadas (Figura 7). Durante o periodo de estagio foi realizada a quantificacdo de DNA para
0 projeto Halotano, DMD e Criptorquidismo, além de quantificacdo de RNA para o projeto de

Hérnias.

Figura 7— Equipamento BioDrop pLite®

Fonte: D utor, 2016.
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2.7.3 Agilent Bioanalyzer 2100®

O equipamento Agilent Bioanalyzer 2100® baseia-se em tecnologia de eletroforese
microfluidica para analisar Proteinas, DNA, RNA e células. E um equipamento rapido e
simples, sendo uma alternativa melhor para a demorada e trabalhosa eletroforese em gel de
agarose. Analisa até 12 amostras, sendo que 0s componentes da amostra como corantes
fluorescentes passam por eletroforese e sdo detectados em imagens do tipo gel (bandas) e
eletroferogramas (picos) traduzidos.

Foi realizado o Protocolo Agilent RNA 6000 Nano, para quantificacdo de RNA para o
projeto Hérnias como descrito a seguir:

1. Descontaminacdo dos eletrodos: Colocou-se o chip de limpeza dos eletrodos
(cinza) com 350 pL de RNase Away® por 1 minuto. E na sequéncia, outro chip de limpeza
(cinza) com 350 pL de agua livre de RNase, por no minimo 10 segundos (Figura 8).

2. Preparou-se o gel:

— Deixando todos os reagentes a temperatura ambiente durante 30 minutos antes do
uso

— Colocou-se 550 pL de RNA Agilent 6000 gel Nano matriz (tubo vermelho) dentro
de um microtubo. Centrifugou-se durante 10 minutos a 4000 rpm.

— Foram feitas 4 divisGes de 65 pL de gel filtrado em tubos de 0,5 mL livres de
RNase. Armazenou-se as aliquotas a 4 °C e deve-se usa-las dentro de um més de preparacao.

3. Preparou-se o mix gel-corante:

— Vortex de RNA 6000 Nano corante concentrado (tubo azul) por 10 segundos.
Adicionou-se 1 pL dentro de 65 pL do gel filtrado (vermelho).

— Vortex da solucdo de gel + corante. E centrifugou-se por 10 minutos a 10.000 xg.

4. Carregar o mix gel-corante:

— Colocou-se um novo chip de RNA Nano na estacéo de chip.

— Pipetou-se 9 pL de mix gel-corante, na marcag&o@

— Certificou-se de que o émbolo estava posicionado em 1 mL e, em seguida, foi
fechada a estacdo do chip. O bloqueio do trinco vai clicar quando a estacdo estd fechada
corretamente. Pressionou-se 0 émbolo da seringa até a base durante 30 segundos. Soltou-se a
seringa e deixou voltar a posicdo de 1 mL (Figura 10).

— Abriu-se a estacdo do chip e pipetou-se 9 pL de mix gel-corante em cada um dos
pocos marcados G.

5. Carregando o RNA 6000 Nano Marcador:
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— Pipetou-se 5 pL de RNA 6000 Nano marcador (tubo verde) no pogo marcado com 0
simbolo de escada e cada um dos 12 pocos de amostra.

6. Carregando a escada e as amostras:

— Pipetou-se 1 pL de RNA marcador (tubo amarelo), no pogo marcado “escada”.

— Pipetou-se 1 pL de amostras de RNA nos 12 pogos de amostras.

Observacéo: Utilizar as amostras concentradas de RNA.

7. Analise do chip de RNA no Bioanalyzer 2100®.

—A integridade das amostras de DNA, RNA e proteinas, sdo demonstrados em uma
curva de (0-10). O 0 (zero) corresponde a uma qualidade menor e 10 (dez) qualidade
maior/melhor (MANUAL DO USUARIO BIOANALYZER, 2013). Na Figura 10, demonstra-
se por eletroferograma o resultado da quantificacdo e pureza de uma amostra de RNA do
projeto Hérnias, que obteve integridade de 8.5 e concentracdo de 978 ng/pL. Na Figura 11 é
apresentada a visualizagdo das quantidades de pares de bases presentes nas amostras de RNA

através da representacdo por banda, também obtida no Bioanalyzer®.

Figura 8- Equipamento Agilent Bioanalyzer 2100® com chip para limpeza dos eletrodos com
RNase Away

Agilent
2100 Bioanal lyzor
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t alal
Do not touch instrument while

Fonte: Do autor, 2016.



Figura 9- Estacdo do chip com a seringa encaixada na parte superior e o chip de RNA
encaixado na parte inferior.
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Fonte: Do autor, 2016.
Figura 11- Resultado em banda de amostra de RNA, obtida no Bioanalyzer®.
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2.8 PADRONIZACAO DA CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS.

Conhecida a quantidade de DNA ou RNA presente nas amostras & necessario
padronizar a concentracdo e o volume final. Segundo Regitano et al. (2009) a férmula para o
calculo de padronizacéo é descrita abaixo:

Férmula: (C1) x (V1) = (C2) x (V2)

Onde, Concentracéo inicial (C1), Volume inicial (V1), Concentracéo final (C2), Volume final

(V2). Exemplo: Deseja-se obter uma concentracao de 25 ng/pL e volume final de 50 pL em

uma amostra quantificada em equipamento com concentragdo conhecida de 100 ng/pL.
Formula: 100 ng/pL x V1 = 25 ng/pL x 50 pL.

V1= 12,5 ng/uL de DNA
Resultando em: 37,5 pL de agua livre de nuclease + 12,5 uL de DNA = volume final

de 50 pL em concentracdo de 25 ng/pL.
2.9 PCR CONVENCIONAL

A reacdo em cadeia da polimerase, nada mais € do que a replicacdo in vitro do DNA
(REGITANO et al., 2009). Dentre as técnicas utilizadas em biologia molecular é a mais
basica, pois seu objetivo principal é a amplificacdo de uma sequéncia conhecida de DNA
(WISCHRAL e GOMES FILHO, 2009).

Segundo Niciura (2007), o DNA estoca e transmite informacfes. A transmissdo da
mensagem hereditaria para a préxima geracao de células é feita por meio da producdo de uma
copia idéntica (replicacdo) do DNA pela enzima DNA polimerase. A replicacdo é semi-
conservativa, ou seja, cada fita original dara origem a uma nova fita dupla.

No periodo do estagio foi confeccionada a reacdo para PCR, para analise de amostras
de DNA para o projeto DMD (e projeto Halotano) que é descrita abaixo:

— Formou-se uma mistura com volume total de 13 pL dos seguintes reagentes:

Go taq® Flexi Buffer (Tampé&o 5 X)
Mg Cl, 25nM (Cations divalentes)

Primer F (primer forward)

Primer R (primer reverse)

dNTP (mix de desoxirribonucleotideos fosfatados)

Tag (enzima: Taq DNA polimerase)

H,O (&gua livre de nuclease)
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—Multiplicou-se a mistura para 32 amostras a serem amplificadas por PCR.

—Pipetou-se 13 pL da mistura + 2 pL de amostra de DNA (25 ng/uL) na placa de PCR
de 96 pocos.

—Adicdo de uma amostra controle negativo, contendo 13 pL de mix de PCR + 2 pL de
agua livre de nuclease. Em seguida, vedou-se a placa com selo térmico de aluminio.

—Transferiu-se a placa para o termociclador Veriti® (Figura 12), e ajustou-se ao
programa adequado para o objetivo de cada estudo. Neste equipamento ocorre os ciclos da
PCR que compreendem 3 etapas:

Etapa 1- Desnaturacgdo da fita do DNA: onde 0 DNA genomico contendo a sequéncia
a ser amplificada é desnaturada por aquecimento a 95°C por 30 segundos. A dupla fita é
aberta (desnaturada), tornando-se duas fitas separadas, sem ligacio das pontes de H".

Etapa 2— Anelamento ou hibridizacdo: Um par de iniciadores ou primers se anelam e
complementam a fita oposta da sequéncia de DNA a ser amplificada. O molde é determinado
pela posicdo dos iniciadores que se anelam a fita. Essa etapa ocorre geralmente a 60°C por 30
segundos.

Etapa 3— Extensdo: Identificado o molde, a enzima DNA—polimerase adiciona as bases
complementares, formando uma nova fita. Essa etapa ocorre a 72°C por 45 segundos.

Ocorrem 35 ciclos destas trés etapas (Figura 13), produzindo a replicacdo/amplificacao
exponencial da regido especifica de estudo do DNA. Resultando no produto da PCR que é

chamado: DNA template.

Figura 12— Termociclador Veriti®

Fonte: Do autor, 2016.
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Figura 13- Ciclos da PCR em Termociclador Vet_i®
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Fonte: Do autor, 2016.

2.10 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese em gel de agarose baseia-se no fato de que molécula de DNA possui
carga negativa e quando aplicado ao gel de agarose e submetido a um campo elétrico, migram
para o polo positivo. Essa técnica tem como objetivo verificar se ocorreu a amplificacdo de
banda especifica do DNA ou RNA. O protocolo para confec¢do do gel de agarose e andlise
das bandas de DNA por eletroforese encontra-se descrito abaixo:

— Arrumou-se 0 molde (caixa e pente) e a cuba para a quantidade necessaria de
amostras a serem processadas.

— Para a quantidade de 30 amostras analisadas, confeccionou-se o gel de agarose a
concentracdo de 2% e volume de 100 mL de tampédo TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM &acido
boérico e 2 mM EDTA pH 8,0). A quantidade necesséria de agarose foi de 2 g (Quando 3).

— Pesou-se a agarose, colocou-se em um Erlenmeyer. Adicionou-se o tampdo TBE. A
solucdo foi aquecida em micro-ondas e homogeneizou-se até dissolver completamente a
agarose (ndo ferver, pois antecipa o processo de cristalizacdo e dificulta a transferéncia do gel
para a caixa molde).

— Esfriou-se em banho Maria. Quando a solugéo estava morna, pipetou-se o brometo
de etidio conforme indicacdo: para cada 10 mL de tampédo, 1puL de brometo. Cavalcante
(2014) afirma que, o brometo € um corante que se intercala entre as bases do DNA, e quando
submetido a luz UV observa-se os acidos nucléicos em gel de agarose. Por ser um potente
agente mutagénico, deve-se ter cuidado ao manipular os géis.

— Transferiu-se a solugdo para a caixa molde com 0s pentes ja encaixados.
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— Deixou-se o gel ficar firme.

— Inseriu-se a caixa com o gel na cuba. Adicionou-se solucdo tampéo até cobrir o gel.

— No primeiro poc¢o do gel pipetou-se 1 pL de marcador de peso molecular conhecido.
Na sequéncia pipetou-se as amostras coradas com 1 pL de corante (azul de metileno) em 3 pL
de amostra de DNA (produto de PCR) para melhor visualizagdo da corrida na banda de gel.
No ultimo poco é desejavel e foi pipetada uma amostra controle negativo (Figura 14).

— Conectou-se os eletrodos nas extremidades da cuba (polo positivo e negativo) e
submeteu-se a voltagem de 100 V. Como os &cidos nucléicos (DNA e RNA) possuem carga
elétrica negativa (devido ao grupamento fosfato) eles sempre migrardo em direcdo ao polo
positivo (REGITANO et al., 2007).

— Através do fotodocumentador (Figura 15), detecta-se sob iluminacdo UV as bandas
no gel de agarose (Figura 16) e registra-se a imagem com uma camera fotografica digital

acoplada ao fotodocumentador.

Quadro 3— Quantidade de agarose, devido ao volume e concentracdo do gel de agarose.

Volume (mL) 30 50 100 300
Concentracdo (%) Quantidade de agarose (@)

0,5 0,15 0,25 0,5 1,5
1,0 0,3 0,5 1 3
1,5 0,45 0,75 1,5 4,5
2,0 0,6 1 2 6
2,5 0,75 1,25 2,5 7,5
3,0 0,9 1,5 3 9
3,5 1,05 1,75 3,5 10,5
4,0 1,2 2 4 12

Fonte:Padronizacéo realizada pela Embrapa Suinos e Aves.

Na leitura do gel de agarose por eletroforese no fotodocumentador (Figura 16), o
marcador emitirad fluorescéncia no formato de régua que corresponde aos pares de bases (pb).
Se as amostras fluorescerem, confirma-se que ocorreu a amplificagdo do DNA na PCR
(Figura 21). O fator determinante da taxa de migracdo da fluorescéncia na banda sera a massa
da molécula (quando se fala em acidos nucléicos, a massa é diretamente proporcional ao
tamanho da molécula) (REGITANO et al., 2007), ou seja, a quantidade de pares de bases que

a regido amplificada apresenta.



Figura 14— Gel de agarose com marcador no 1° pogo e demais po¢os amostras com
corante, dentro da cuba com tampéo (TBE)

Fonte: Do autor, 2016.

Figura 15- Fotodocumentador L—Pix ex

ran

Fonte: Do autor, 2016.
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Figura 16— Visualizacao das bandas fluorescentes por eletroforese em gel de agarose

Fonte: Do autor, 2016.

2.11 SEQUENCIAMENTO

As duas técnicas mais importantes para o sequenciamento de DNA sdo o método
quimico de degradacdo de bases desenvolvido por Allan Maxam e Walter Gilbert e 0 método
didesoxi ou terminagdo da cadeia de Fred Sanger e colaboradores (REGITANO et al., 2007).
Se comparado ao sequenciamento de Maxam e Gilbert, 0 método de terminacdo da cadeia de
Sanger gera dados que sdo mais facilmente interpretados. Por isso, essa tem sido a técnica
mais utilizada em Projetos Genoma (STERKY & LUNDEBERG, 2000).

2.11.1 Sequenciamento didesoxi ou por terminacdo da cadeia

E baseado na incorporagdo de desoxinucleotideos (ANTPs) e de didesoxinucleotideos
(ddNTPs) a uma cadeia de DNA em crescimento, tendo como molde o DNA de interesse.
Para a geracdo de fragmentos durante a reacdo de sequenciamento, quando os ddNTPs sdo
adicionados, a extensdo da cadeia é interrompida pois esses didesoxinucleotideos ndo
apresentam um grupo hidroxila (OH) 3’ necessario para a ligacdo do préximo
desoxinucleotideo e consequentemente marcada com o Gltimo didesoxinucleotideo
incorporado (REGITANO et al., 2007).

Foi realizado o acompanhamento do sequenciamento para o projeto DMD, seguindo o
protocolo da reagdo de sequenciamento descrita a seguir:

— Retirou-se as amostras e 0s reagentes do freezer e os manteve em gelo. Quando
totalmente descongelados;

— Preparou-se as seguintes misturas em microtubo de 1,5 mL, segundo padronizagéo
realizada no laboratério de genética molecular da Embrapa Suinos e Aves.
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MISTURA 1 X1 MISTURA 2 X1
Tampéo Save money® 3 uL Tampao Save money® 3uL
Fluordforo BigDye® 2 UL Fluordforo BigDye® 2 UL
Primer F 2 uL Primer R 2 uL
Agua deionizada 1uL Agua deionizada 1uL
DNA template 2 UL DNA template 2 UL
Total 10 pL Total 10 pL

— Pipetou-se 10 uL da mistura nos pocos da placa de sequenciamento.

— Levou-se a reacdo para o termociclador Veriti®.

A reacdo de sequenciamento compreende desnaturacéo inicial da dupla-fita de DNA a
96°C por 20 segundos, seguida por anelamento dos primers a 56 °C por 10 segundos e
extensdo a 60 °C por 4 minutos, totalizando 30 ciclos no termociclador Veriti® (Figura 17).
No final de vérios ciclos tem-se vérias cadeias de DNA de diferentes tamanhos terminadas
com diferentes ddNTPs que posteriormente serdo identificados (lidos por eletroforese em
sequenciador automatico) (REGITANO et al., 2007).

Apbs retirar do termociclador, o proximo passo é fazer a precipitacdo e purificacdo da
reacdo de sequenciamento. Adicionar 45 pL de SAM™ Solution e 10 pL de X—Terminator™
Solution. Deixar a placa de sequenciamento por 30 minutos em agitacdo no bloco de banho
seco, recobrir com papel aluminio para ndo degradar a amostra.

Aplicar a placa de sequenciamento em sequenciador automatico 3130 x| Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O sequenciamento automatico utiliza sequenciadores com
eletroforese em capilar onde cada ddNTP possui marcagdo fluorescente diferenciada, que
pode ser observada no eletroferogramas de sequenciamento (Figura 18) (REGITANO et al.,
2007).
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Fonte: Do autor, 2016.

Figura 18— Eletroferograma da leitura do sequenciamento. Abrange-se os nucleotideos da
regido especifica de estudo.

150 160 180
ALCACO AATCCAGG COCCTAY GGG CAGCAGCAGOACOG CO AAAACTT

sl

Fonte: Do autor, 2016.
O sequenciamento para o projeto DMD visa identificar SNPs (Single Nucleotide

Polymorphism), que ndo foram identificados em testes feitos pela Embrapa Suinos e Aves
onde objetiva-se padronizar a utilizacdo de sonda Tagman® para detectar os SNPs do gene
DMD. Ndo se obteve sucesso em localizar o SNP de estudo nos testes realizados com sonda,
entdo optou-se por sequenciar amostras de DNA do projeto DMD para localizar os SNPs, mas
estes ndo foram localizados. Sugere-se que este SNP do gene distrofina ndo esta presente nos
animais avaliados, ou que o teste de padronizacdo das sondas ainda precisa de ajustes para
chegar ao ponto ideal de identificagdo do SNP. Os SNPs sdo polimorfismos de base Unica, ou

seja, variacdo nas sequéncias do DNA que ocorre em uma posi¢do individual e difere no
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genoma entre membros da mesma espécie ou entre pares de cromossomos de um individuo,
com frequéncia de pelo menos 1% em uma populacdo (BROOKES, 1999).

Schmutz e Grimwood (2004) dizem que, a informacdo da sequéncia genbmica
favorece a compreensdo de como a variagdo genética influencia a caracteristica de interesse,
por permitir mapear essa caracteristica em local preciso no genoma. Segundo Coutinho et al.
(2010), os sequenciamentos de genomas e de sequéncias expressas podem auxiliar na
identificacdo da posicdo de genes e de vias metabolicas associadas a caracteristica de
interesse. Mas a etapas de obtencdo de marcadores envolvem o conhecimento prévio de
sequéncia do gene de interesse para o desenho dos primers e sondas especificas.
Normalmente com essas informacdes séo feitas etapas de amplificacdo e sequenciamento de
fragmentos dos genes de interesse em diferentes individuos. As sequéncias obtidas sdo
analisadas considerando os SNPs (FALEIRO, 2007).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Exposta a complexidade do estudo da genémica, que abrange conhecimento em
biologia molecular, genética e melhoramento genético, fica evidente a importancia que 0s
trabalhos de pesquisa desenvolvidos na Embrapa Suinos e Aves possuem para a agropecuéria
brasileira, e que contribuem para a obtencdo da qualidade dos produtos de origem animal
produzidos neste pais. Através do uso de dados gendmicos, é possivel utiliza-los a favor do
melhoramento de espécies animais de interesse econdmico que € de fundamental importancia
no desenvolvimento de ciéncia e tecnologia para 0 nosso pais e do mundo.

O estagio em um local de pesquisa renomado na area da agropecuaria despertou o
interesse pela area de pesquisa, devido ser observado a abrangente atuacdo do Zootecnista
nesta area, e que ha muito ainda a ser pesquisado pela ciéncia nacional. Além do crescimento

em conhecimento pessoal e profissional que este estagio ofereceu.
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5 ANEXOS

5.1 PROTOCOLO: PURIFICACAO DE DNA TOTAL A PARTIR DE TECIDOS
ANIMAIS (CENTRIFUGACAO-COLUNA) QIAGEN®.

Procedimentos antes de iniciar a extragao:

—Usou-se o Kit DNeasy, usado para extrair DNA de amostras de sangue e tecido.

—Todos os passos de centrifugacdo realizou-se a temperatura ambiente (15-25 °C)

—O vortex foi realizado por 5-10 segundos.

—Tampédo ATL Qiagen® e tampdo AL Qiagen® podem formar precipitados com o
armazenamento. Se necessario, aquecer a 56 °C até que os precipitados tenham se dissolvido
completamente.

—Tampédo AW1 Qiagen® e tampdo AW?2 Qiagen® sao fornecidos como concentrados.
Antes de utiliza-los pela primeira vez, adicionar a quantidade apropriada de etanol (96—100%)
como indicado no rétulo para obter uma solucao de trabalho.

—Se o tecido estiver congelado, equilibrar a amostra até a temperatura ambiente. Evitar
descongelamento e congelamento de amostras uma vez que isto reduzird a quantidade de
DNA.

Extracao:

1. Foram cortados e colocados até 25 mg de tecido (minimo 10 mg) em
microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 180 pL de tampdo de ATL® (€ altamente recomendavel
cortar o tecido em pedacos para permitir eficiente lise).

2. Adicionou-se 20 pL de proteinase K®. Misturou-se bem com vértex e
incubou-se a 56 °C em bloco de banho seco em agitacdo até o tecido ser completamente
lisado (4 horas sdo suficientes). Apés incubacdo, o lisado tornou-se viscoso, mas nao
gelatinoso, para ndo entupir a coluna DNeasy Mini.

3. Vortex durante 15 segundos. Adicionou-se 200 pL de tampdo AL® a amostra,
e misturou-se bem com vortex. Em seguida, foram adicionados 200 mL de etanol (96-100%)
e misturou-se novamente por vortex (é essencial que a amostra, tampdo AL e etanol sejam
misturados imediatamente por pipetagem ou vOrtex para se obter uma solu¢cdo homogénea).

4. Pipetou-se a mistura (incluindo qualquer precipitado) para a coluna DNeasy
Mini® colocada num microtubo de 2 mL (Figura 19). Centrifugou-se a 6000 x g (8000 rpm)

durante 1 min. Descartou-se o eluato e microtubo.
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5. Colocou-se a coluna de DNeasy Mini® em um novo microtubo de 2 mL,
adicionou-se 500 pL de tampdo AW1® e centrifugou-se durante 1 min. a 6000 xg (8000
rpm). Descartou-se o eluato e microtubo.

6. Colocou-se a coluna de DNeasy Mini® em um novo microtubo de 2 mL,
adicionou-se 500 pL de tampdo AW2®, e centrifugou-se durante 3 min. a 20.000 xg (14.000
rpm) para secar a membrana DNeasy®. Descartou-se o eluato e microtubo (é importante secar
a membrana da coluna DNeasy Mini®, uma vez que o residual de etanol pode interferir com
as reacOes subsequentes). Este passo de centrifugacdo assegura que nenhum etanol residual
sera transportado durante a proxima eluicao.

7. Colocou-se a coluna de DNeasy Mini® em microtubo limpo de 1,5 mL e
pipetou-se 200 pL de tampdo AE® diretamente sobre a membrana DNeasy®. Incubou-se a
temperatura ambiente durante 1 minuto, e em seguida centrifugou-se durante 1 minuto a 6000
X g (8000 rpm) para eluir.

— A eluicdo com 100 pL (em vez de 200 pL) aumenta a concentracdo de DNA final
em eluido, mas diminui o rendimento global de DNA.

Nota: N&o deve-se eluir mais de 200 pL em um microtubo de 1,5 mL, porque a coluna
DNeasy Mini ir& entrar em contato com o fluido eluido.

8. Armazenou-se 0 fluido de DNA em microtubo em freezer.

Figura 19— Coluna DNeasy Mini colocada num microtubo de 2 mL.

Fonte: Do autor, 2016.
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52 PROTOCOLO DE EXTRACAO DE RNA DE TECIDOS COM TRIZOL®
(INVITROGEN®) (ADAPTADO DE CHOMCZYNSKI E SACCHI, 1987) +
LIMPEZA DE RNA UTILIZANDO-RNEASY MINI KIT (QIAGEN® - N° DE
CATALOGO: 74104 OU 74106).

1. Macerou-se o tecido em nitrogénio liquido (Figura 20).

2. Para cada 50 a 100 mg de tecido, adicionou-se 1 mL de Trizol® (em microtubo
de 1,5 mL). Homogeneizou-se em vortex.

Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente.

Acrescentou-se 200 pL de cloroférmio (Figura 21).

Agitou-se vigorosamente com as maos por 15 segundos.

Incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugou-se a 16.000 xg a 4°C durante 15 minutos.

Removeu-se a fase aquosa (incolor) (Figura 22) para microtubo limpo.

© o N o g~ w

Adicionou-se 500 pL de isopropanol. Homogeneizou-se com as maos.

10.  Incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente.

11.  Centrifugou-se a 13.000 xg a 4°C por 10 minutos.

12.  Descartou-se o sobrenadante.

13.  Transferiu-se a amostra (700 pL) na coluna RNeasy Mini® em um tubo
eppendorf de 2 mL. Fechou-se a tampa e centrifugou-se por 15 seg. a >10.000 rpm.
Descartou-se o eluato. Reutilizou-se 0 microtubo no passo 14 (ap6s a centrifugagédo, removeu-
se a coluna com cuidado do microtubo para descartar o eluato).

14.  Adicionou-se 500 uL de tampdo RPE® a coluna de RNeasy Mini®. Fechou-se
0 microtubo, e centrifugou-se por 15 seg. a >10.000 rpm. Descartou-se 0 eluato. Reutilizou-se
0 microtubo no passo 15 (O tampdo RPE € vendido concentrado, verificou-se se foi diluido
antes de iniciar o uso).

15.  Adicionou-se 500 pL de tampdo RPE® a coluna RNeasy Mini®. Fechou-se o
microtubo, e centrifugou-se por 2 minutos a >10.000 rpm. Descartou-se 0 eluato.

16.  Centrifugou-se a coluna vazia no microtubo por 1 minuto para eliminar
contaminagéo com etanol.

17.  Transferiu-se a coluna para um novo microtubo de 1,5 mL /2 mL.

18.  Adicionou-se 30-50 pL de &gua ultra pura livre de RNAse na coluna.
Centrifugou-se por 1 minuto a >10.000 rpm para eluir o RNA.

19.  Armazenou-se imediatamente 0 RNA extraido em freezer -80°C.



~ Figura 20— Maceracdo de tecido em nitrogénio liquido.

-

Fonte: Do autor, 2016.

Figura 21- Adicdo de cloroférmio (incolor) e trizol (rosa).
Figura 22— Separacao de fases apds centrifugacao.

Fonte: Do autor, 2016.
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