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RESUMO

Apdbs a descoberta da molécula de DNA no século XX, houve avancos importantes tecnoldgicos,
principalmente com o advento do programa genoma, sendo que o DNA é uma molécula de suma
importancia utilizado em grande escala nos processos de diagnostico molecular. Este estudo avaliou os
efeitos da temperatura de conservacdo do DNA, na concentracdo e qualidade, utilizando-se a
espectrofotometria e avaliou a interferéncia de temperatura no congelamento e descongelamento das
amostras. Para a obtencdo do DNA utilizamos o protocolo de extracdo de DNA de tecido, a amostra foi
distribuida em 80 tubos, divididos em quatro grupos, submetidos a diferentes temperaturas de
estocagem: temperatura ambiente (entre 20 a 25°C), 10°C, -20°C e -70°C, as amostras permaneceram
armazenadas por 90 dias, realizando a determinacdo da concentracdo, relagfes 260/280 e 260/230 aos 30
e 90 dias de estocagem. Os resultados obtidos mostraram que a variagdo de temperatura e o fator de
congelamento e descongelamento das amostras interferiram consideravelmente na concentracdo do
DNA, degradando-o e colaborando para a evaporacao do solvente onde o mesmo fora diluido, sendo que
a qualidade ndo se mostrou alterada, permanecendo proximo ao valor aceitavel de 1,8 para a relacédo
260/280, porém impura, pois seus valores de pureza se mostraram abaixo da média aceitavel de 1,8-2,2
na relacdo 260/230. Por sua qualidade se manter inalterada, podemos concluir que todas as temperaturas
se mostraram viaveis para o armazenamento do DNA extraido, e que 0 mesmo possa ser submetido a
técnicas onde a pureza do DNA ndo seja tdo impactante no resultado final, como em algumas reacdes de
PCR (Reacéo da Polimerase em Cadeia) ou RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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INTRODUCAO

O acido desoxirribonucleico (DNA) foi descoberto em 1869 pelo suigco Johann Friedrich
Miescher (1844-1895), ao analisar células Miescher pode descobrir que os acidos nucléicos séo
macromoléculas de natureza quimica, formados por nucleotideos constituidos por um grupamento
fosforico (fosfato), um glicidio e bases nitrogenadas (adenina, guanina, timina e citosina), constituindo
assim o material genético dos seres vivos (DUCLOS, 2004).

Em 1953, o bidlogo norte-americano James D. Watson e o fisico inglés Francis H. C. Crick,

propuseram o modelo de dupla hélice do DNA, procurando esclarecer a sua estrutura e os principios do
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seu funcionamento, impulsionando as pesquisas na area genética, essa descoberta foi um grande ganho
no campo cientifico. (SILVA, 2010).

Com os numerosos avangos tecnoldgicos, temos a molécula de DNA usada em larga escala,
como por exemplo, nas técnicas de PCR (reacdo em cadeia polimerase), sequenciamento para o
diagnostico, o uso do material genético nas investigacGes criminais, ja que podemos realizar a
identificacdo do réu a partir de pequenas amostras organicas, como sangue, leite, saliva, bulbo capilar.
(CALDART, et al, 2011). Atualmente o DNA é muito utilizado nos testes de investigacdo de
paternidade, para o diagnostico de doencas genéticas e na formagdo de bancos génicos, com intuito de
estoca-lo para diversos estudos. (PARADA, 2002).

Para a obtencdo de uma molécula de DNA é necessaria uma extracdo adequada do material
genético, para garantir uma amostra na quantidade e qualidade adequadas, outro fator importante para a
qualidade do DNA é a estocagem do DNA extraido, especialmente ao que se refere a temperatura em
gue 0 mesmo permanecera estocado, pois sua estocagem em temperatura inadequada pode causar sua
degradacdo (COELHO et al., 2004).

Este trabalho tem como o objetivo verificar o efeito da temperatura de conservagédo do DNA, na
concentracdo e qualidade, utilizando-se a espectrofotometria e avaliar a interferéncia da temperatura no

congelamento e descongelamento das amostras.

MATERIAL E METODOS

Uma porcéo de carne bovina, previamente macerada, foi utilizada para a extracdo do DNA. Ao
macerado adicionou-se solucdo de extracao e proteinase K. As caudas foram incubadas em banho seco,
a 55 °C, over night. Apos a incubacdo o DNA foi precipitado com isopropanol e centrifugado por 15
minutos a 14000g. O pellet foi ressuspendido em 50 pL de tampédo Tris-EDTA e realizou-se outra
centrifugacdo, por 10 minutos a 14000g.

Ap0s a obtencdo da amostra de DNA inicial foi realizado a determinagdo da sua concentragao e
das relagdes 260/280 e 260/230, por espectrofotometria, no equipamento NanoDrop 1000®; neste
momento realizou-se vinte quantificacbes da amostra inicial, para se obter concentracdo e o desvio-
padrdo no dia O; apds dividiu-se o contetdo da amostra inicial em 80 tubos, divididos em quatro grupos
distintos, de acordo com a temperatura de estocagem: grupo temperatura ambiente (entre 20 a 25°C),
grupo 10°C, grupo -20°C e grupo -70°C, e cada grupo com 20 aliquotas da amostra inicial. A
determinacdo das concentracbes e das relacbes 260/280 e 260/230, foi mensurada por
espectrofotometria, no equipamento NanoDrop 1000®.
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As amostras permaneceram armazenadas nas temperaturas conforme o grupo pré-estabelecido,
por 90 dias com interrupg¢des no congelamento (30 dias de estocagem; descongelamento; estocagem por
mais 60 dias); realizou-se a determinacdo da concentracéo, relagdes 260/280 e 260/230 aos 30 e 60 dias
de estocagem, respectivamente.

A andlise estatistica foi realizada nos programas Microsoft Excel® (graficos e estatisticas
descritivas) e MiniTab® (inferéncia estatistica). Na inferéncia estatistica utilizamos o teste ANOVA,
com nivel de significancia de 5%, e o método de Turkey para a comparacdo das médias dos grupos. As

amostras possuiam distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Sminorff).

RESULTADOS
A solucdo DNA inicial foi dividida em 20 amostras, que apresentaram concentracdo inicial
média de 98,2+1,4 ng/uL (260/280=1,76+0,02 e 260/230=1,04+0,06), conforme apresentado na tabela

1 enafigura 1.

Tabela 1- Concentracéo, relacdo 260/280 e 260/230 da solugéo inicial (concentracdo inicial- dia 0).

Quantificacdo Concentragdo (ng/pL) 260/280  260/230
1 99,2 1,78 1,09
2 95,9 1,75 1,15
3 96,1 1,75 1,15
4 96,4 1,73 1,13
S5 97,1 1,77 1,10
6 97,3 2,77 1,10
74 96,4 1,77 1,08
8 96,6 1,77 1,07
9 100,1 1,76 1,06
10 98,5 1,74 1,03
11 99,1 1,77 1,03
12 99,7 1,75 1,01
13 98,1 1,77 1,01
14 99,8 1,75 0,98
15 97,7 1,78 1,00
16 99,0 1,78 0,99
17 98,9 1,76 0,98
18 991 1,76 0,96
19 98,8 1,79 0,97
20 100,2 1,75 0,95
Mediana 98,7 1,77 1,03
Média 98,2 1,76 1,04
Desvio Padrdao 1,4 0,02 0,06
Coef. de variagao (%) 1,4 0,86 6,13
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As amostras conservadas, durante 30 dias e apresentaram 0s seguintes resultados, temperaturas
ambiente uma concentracdo de 98,2+1,4 ng/pL e relagfes 260/280=1,80+0,02 e 260/230=1,30+0,07, as
amostras armazenadas a 10°C apresentaram um média de concentracdo 80,8+18,3 ng/uL e relagdes
260/280=1,80+0,03, 260/230=1,27+0,19, as amostras armazenadas a -20°C apresentaram uma média de
concentracdo118,3£58,0 ng/uL e relacbes 260/280=1,74+0,04, 260/230=1,46+0,20, e amostras
armazenadas a -70°C apresentaram uma média de concentracdo de 91,4+12,1 ng/uL e relagdes
260/280=1,74+0,02, 260/230=1,41+0,07, conforme tabela 2.

Apos estas mensuragdes de concentragdo estas amostras foram congeladas novamente exceto a
armazenada em temperatura ambiente e permaneceram estocadas, nas diferentes temperaturas, por mais
60 dias.

Tabela 2- Concentracao, relacdo 260/280 e 260/230 das solucdes estocadas na temperatura ambiente,

Concentragdo (ng/pL) Relagdo (260/280) Relagdo (260/230)
Amostras Ambiente 10°C  -20°C  -70°C Ambiente 10°C -20°C -70°C Ambiente 10°C  -20°C -70°C
1 95,1 90,7 642 B85 178 177 15 17 13 132 146 161
2 909 756 849 144 18 18 180 176 135 126 164 147
3 931 206 1487 1092 1A 18 131 173 136 L@ 1% 133
4 95 555 60 7M¥8 18 18 17 L7 13 160 143 133
3 929 732 413 4B 1,82 181 169 171 138 Lot 131 128
6 M7 74 M9 883 176 18 173 L7l 116 105 140 138
) 90,8 773 1621 738 LAl 18 117 173 138 113 130 13
8 932 680 2157 1033 L™ 18 L7 176 13 1% 132 147
g 94,7 752 1813 %45 176 176 L7 1M 133 L33 148 145
10 954 876 1424 827 18 175 L7 170 130 134 1M 14
1 94,1 364 182 72 LAl 177 1 11 L35 L7 14 143
i¥) %8 1169 833 85 181 17 180 17 126 133 164 138
13 95,1 8,7 304 1013 13 180 172 1M L4 L0 107 14
14 %3 768 97 &1 180 12 LW/ LB 14 148 165 13
15 93,8 40 1113 879 LAl 176 L7 173 L2 Lot 138 138
16 %6 685 W2 BA LM™ LB L0 L7313 080 125 1M
17 992 145 616 832 L0 180 168 172 L2 L3t 130 131
18 971 816 1668 1084 18 1% LM L7711 13 138 14
19 313 723 42 91 L 178 167 Lo L4 L33 132 143
20 954 832 243 1057 180 18 175 179 123 133 150 14
Mediana 08,7 71 1059 838 1,80 18 115 113 13 13 145 14
Média 932 808 1183 914 180 180 174 174 130 L7 146 14

Desvio Padrio 14 183 580 121 002 003 004 002 007 019 020 007
Coef.devariacio(%) 14 26 41 B3 17 17 2% 135 56 1510 1338 52

revistaonline@unifia.edu.br Pagina 45



Revista Saude em Foco — Edicdo n2 10 — Ano: 2018

10°C, -20°C e -70°C ap0s 30 dias de estocagem.

As amostras conservadas, durante 60 dias, apresentaram 0s seguintes resultados, amostras
armazenadas em temperatura ambiente apresentou uma média de concentracdo de 142,6+51,8 ng/uL e
relacGes 260/280=1,79+0,02, 260/230=1,04+0,21, amostras armazenadas a 10°C apresentou uma média
de concentracdo de 137,6+85,6 ng/uL e relagdes 260/280=1,73+0,05, 260/230=1,66+0,73, amostras
armazenadas a -20°C apresentaram uma média de concentracdo de 106,9+86,3 ng/uL e relagdes
260/280=1,76+0,06, 260/230=1,80+0,29) e amostras armazenadas a -70°C 109,1+23,3 ng/uL e relacdes
260/280=1,71+0,03, 260/230=1,81+0,17 conforme tabela 3.

Tabela 3- Concentracdo, relacdo 260/280 e 260/230 das solugdes estocadas na temperatura ambiente,
10°C, -20°C e -70°C ap0s 60 dias de estocagem.

Concentragio (ng/pl) Relagdo (260/280) Relagdo (260/230)
Amostras Ambiente 10°C  -20°C  -70°C Ambiente 10°C  -20°C  -70°C Ambiente 10°C -20°C -70°C
1 uara 1088 515 901 181 L L 17 0,719 131 13 186
2 93,2 785 160 915 INE L6 L7 168 1,34 130 197 160
3 1249 245 307 913 L0 Ll L7 1712 1,03 13 13 13
4 158 3150 385 945 18 L7313 165 1,09 132 1% 177
5 1093 8495 1138 1120 L&0 L8 118 166 118 115 200 17
] 1169 691 1144 921 1,78 L6817 167 112 164 13 200
1 1386 1346 2302 1016 179 1 Y R Y 0,94 140 13 19
8 07,10 2483 668 1157 L7 L 18 171 L19 14 19 136
9 286 463 B4 1079 18 L7 L5 166 0,74 121 173 1%
10 133 2282 1419 652 1,80 L7 L300 169 1,05 L7 231 18
1 1022 816 2658 1269 L7 L6 L60 172 L1 132 113 2289
12 85,9 BT 676 1038 L7 167 18 168 157 161 209 172
13 47 1882 721 1332 L8 L7 181 174 0,94 18 130 18
14 1283 1292 431 1560 179 L L1 LA 0,99 142 14 177
13 500 1307 91,7 10L,0 LBl L Ll 17 0,73 172 157 1%
16 1570 389 630 1300 L&0 63 L7 L7 0,87 45 186 L
17 74 147 687 1498 L8l L L1717 L07 ST Y 7
18 152 3037 M7 §19 L75 L7 L7 169 L07 148 209 L7
13 1168 1035 3689 1382 L76 168 168 175 L1 128 133 170
20 276 M40 1091 945 18 163 113 170 0,14 242 1% 178
Mediana M1 19 727 1027 180 L5 15 11 1,06 146 186 181
Média 1426 1376 1069 1091 179 13 L6 11 1,04 166 130 181

Desvio Padrao 51,8 86 83 233 002 005 006 003 02 0713 08 00U
Coef.devariagdo (%) 363 623 807 23 130 287 331 194 1999 29824 1590 9,26
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A figura 1 demonstra a relagdo entre as concentragcdes obtidas e analisadas durante todo o

periodo, juntamente com a relacdo dos desvios padrfes obtidos em cada uma das amostras e respectivas

temperaturas.
Concentracdo do DNA (ng/ulL)
250,0 1 conc. 30 dias de 60 dias de
Inicial
200,0 A
(dia 0)
150,0 -+
100,0 - {
50,0 A I
0,0 L T T T T T T
Sl g P gle 2 ®
& & S
v ¥ 3
Temperatura (°C)

Figura 1- Variacdo da concentracdo em ng/dL e temperatura, nos 90 dias de analises (*p<0,05)

A anélise realizada pelo teste ANOVA e a comparacdo das médias mostrou diferencas
significativas (p<0,05) na média dos seguintes grupos: temperatura ambiente (60 dias de estocagem);
10°C (30 e 60 dias de estocagem) e -70°C (30 dias de estocagem). Nos demais grupos ndo houve

diferencas significativas entre as concentracdes.

DISCUSSAO

Apds os resultados e da analise pelo teste ANOVA, obtivemos as seguintes variagoes
significativas (p<0,05): as amostras armazenadas a 10°C e -70°C, durante 30 dias, apresentaram
diminuicdo na concentracdo, que pode ser imputada a uma possivel degradacdo do DNA; j& as amostras

estocadas em temperatura ambiente (entre 20 a 25°C) e 10°C, apds um novo congelamento e 60 dias de
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estocagem, apresentaram aumento evidente na concentracdo; este aumento pode ser devido a
evaporacdo do Tris-EDTA, o solvente da amostra do DNA, devido aos processos de congelamento,
descongelamento . Nos demais grupos ndo tivemos diferencas estatisticas, quando comparados a
concentracdo da solucéo inicial.

Nos grupos onde a variacdo na concentragdo do DNA apresentou diferencas estatisticas
significantes, ndo houve variacbes na relacdo 260/280, que se manteve com uma média aceitavel
préxima do valor 1,8, ou seja, DNA de boa qualidade na extracdo, indicando que ndo ha resquicios de
proteina. Ja a relacdo 260/230 se manteve a baixo do valor de referéncia que vai de 1,8 a 2,2, indicando
que o material pode estar contaminado com substancias organicas, provavelmente o isopropanol usado
na precipitacdo do DNA (ND-1000 Spectrophotometer v3. 3 User’s Manual, 2006).

Todas as nossas amostras possuem material com boa concentragdo e podem ser submetidas a
estudo por métodos simples como a Reacdo da Polimerase em Cadeia (“Polymerase Chain Reaction” -
PCR), DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso (“Random Amplified Polymorphic DNA” — RAPD, para
metodologias mais complexas como exoma e sequenciamento ndo seria vidvel, por necessitar de uma
amostra altamente pura e integra. Melo et al. (2010) afirmam que DNA pode ser armazenado em tampé&o
Tris-EDTA por 26 semanas, por um ano, por até sete anos e por tempo indeterminado se for estocado
nas temperaturas ambiente, 2-8°C, -20°C e -70°C, respectivamente. Esse fato explica a boa
concentracdo das amostras em todas as fases deste estudo. Além disso a técnica utilizada de extracdo do
DNA utilizada neste estudo, quando comparada a outras j& conhecidas, como as utilizam fenol e
cloroférmio, apresentam segundo Khun et al. (2017), menor impureza e fragmentacdo do DNA.

Na temperatura de -20°C o DNA ndo sofreu grandes oscilacdes nos valores de concentracao,
durante os 90 dias, fato que coaduna com a literatura, onde é usual armazenar o DNA a -20°C
(CARDOZO et al, 2009; MOLINARI e CROCHEMORE, 2001; OLIVEIRA et al, 2002). Porém alguns
autores alertam para o armazenamento em freezer tipo frost-free, pois este mecanismo faz com que a
temperatura oscile causando o cisalhamento do DNA (MELO et al. 2010; SMITH; MORIN, 2005). Em

nosso estudo o freezer utilizado ndo possui 0 mecanismo frost-free, o que explica os resultados obtidos.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a estocagem a -20°C é a melhor temperatura para armazenamento de
amostras de DNA, pois foram observadas pequenas variagcbes no valor de concentra¢do, porém €
necessario quantificar o DNA antes do seu uso, pois pode haver variacdes significativas na sua

concentracdo dependendo a temperatura utilizada a sua estocagem.
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Os fatores congelamento e descongelamento, interferiram na concentracdo do DNA, mas nédo na
viabilidade das amostras. Testes para avaliar a integridade do material seriam necessarios para
complementar os nossos estudos.
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