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RESUMO.Objetivou-se fazer uma revisdo de literatura abordando as metodologias
utilizadas no processo de extragdo de &cido desoxirribonucleico. Os acidos nucleicos
podem ser extraidos de diversos materiais biol6gicos. Diferentes metodologias s&o
utilizadas para a extracéo, as quais devem garantir a qualidade das amostras conforme os
objetivos das pesquisas e espécie estudada, como: proteinase K, fenol/cloroférmio, bulbos
pilosos, cartdes para sangue, dentre outros kits comerciais e protocolos adaptados.

Palavras-chave: Acido nucleico, genética, protocol.

Metodologies used in the extraction of deoxyribonucleic acid

ABSTRACT.The objective was to do a review the literature regarding the methodologies
used in the extraction process of deoxyribonucleic acid. The nucleic acids may be
extracted from various organic materials. Different methodologies are used for extraction,
which should ensure the quality of the samples according to the objectives of the research
and studied species, such as proteinase K, phenol / chloroform, hair bulbs, cards for

blood, among other commercial kits and protocols adapted.

Keywords: nucleic acid, genetics, protocol.

Introducéo

O objetivo da extracdo de acidos nucleicos é
retird-los do nucleo das células e purifica-los. O
tipo e a forma de andlise da amostra determinardo
qual método quimico de extracdo serd utilizado.
O é&cido desoxirribonucleico (DNA) pode ser
extraido de amostras de dente, o0sso, saliva,
sangue, esfregacos bucais, fios de cabelo, sémen,
tecido, urina, entre outros materiais biolégicos
(Vieiraet al., 2010). Os diferentes protocolos para
a obtencdo de DNA surgem pela necessidade de
adequacdo aos objetivos do trabalho e devem
considerar as caracteristicas e a origem do tecido
ao qual se propde realizar extracdo
(Waldschimidtet al., 1997).

Conforme Bueno (2004) ha diversas técnicas
para extracdo de DNA, as quais utilizam
diferentes metodologias e espécimes bioldgicos,
baseadas no uso de proteinase K, seguidas, ou
ndo, por fenol e cloroférmio, além de diversos
kits comerciais. Apesar das diferencas entre 0s
protocolos, todos seguem as seguintes etapas: lise
das células, desproteinizacdo e concentragdo do
DNA. Um método de extracdo eficiente que
forneca DNA gendmico livre de inibidores,
integro e em quantidade suficiente é crucial para
garantir a sensibilidade das técnicas moleculares
(Santoset al., 2009).

Anteriormente ao advento dos Kits, a extracéo
de DNA consistia em trés etapas: lise das células,
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purificacéo e precipitagdo. As metodologias mais
atuais empregam 0s mesmos principios basicos,
entretanto, podem  apresentar  diferencas,
principalmente nas etapas de purificagdo e
precipitacdo (Clementset al., 2008). Os Kkits
comerciais para extragdo do DNA, segundo
Gonzélez et al. (2004), sd&o amplamente
empregados na rotina laboratorial, principalmente
por sua rapidez, praticidade e alta afinidade por
fons metélicos que sdo inibidores da Taq DNA
Polimerase. Alguns exemplos sdo: o kit de
extracdo por coluna NeoScience® e 0 EZ-DNA®
(Cardozo et al., 2009), o Chelex 100® e
InstaGene Matrix®, ambos disponibilizados pela
BioRab (Barae et al., 2004). Objetivou-se fazer
uma revisdo de literatura abordando as
metodologias utilizadas no processo de extragdo
de &cido desoxirribonucleico.

Metodologias  para acido
desoxirribonucleico

extracdo de

A metodologia tradicional com proteinase K e
fenol/cloroférmio é amplamente utilizada e
concede bons resultados. Porém, esta
metodologia apresenta desvantagens pela sua
toxicidade ao ambiente e perigo ao ser
manuseada (Barea et tal., 2004). Como método
alternativo, o fenol e cloroférmio podem ser
substituidos pela solugdo salina (Medranoet al.,
1990).

O método de extracio de DNA mais
tradicional utiliza sangue periférico permitindo
gue a amostra obtenha DNA de alta qualidade, ou
seja, de alto peso molecular. Essa metodologia é
utilizada em pesquisas que propdem conservagdo
de material ex situ, pois o DNA pode ser
armazenado por longo tempo, contrariamente aos
protocolos de métodos ndo  invasivos
(Sambrooket al., 1989). Este tipo de extracdo é
um método invasivo que requer mais tempo,
utilizando de substancias toxicas e volateis, como
o fenol, exigindo cuidados de manipulacdo, além
de altos custos com reagentes (Almeida, 2008).

Métodos amostrais ndo invasivos tém sido
amplamente incentivados. Pesquisas nas areas
biol6gicas estdo usufruindo desse tipo de
amostragem em estudos de populacfes das mais
variadas espécies animais, bem como em
investigaces com seres humanos (Caudronet al.,
2007; Weber et al., 2009). Essa metodologia nédo
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invasiva tem-se mostrado atrativa por ser de
tempo e custo reduzidos, de facil coleta e
estocagem de amostras (Vigilant, 1999),

Uma alternativa para obter DNA de
mamiferos em menor tempo e com mais
seguranca, seria extrai-lo dos bulbos pilosos. Esta
metodologia possui vantagens de nédo oferecer
risco a sanidade do animal e apresentar método
simples de coleta e estocagem, bem como baixo
custo, ndo exigindo reagentes ou equipamentos
para conservacdo das amostras (Valderramaet al.,
1999). Porém, apresenta um menor nimero de
células e excesso de moléculas contaminantes,
sendo necessario utilizar meios especificos para
otimizar a extracdo de boa qualidade (Salman &
Laureano, 2006).

A utilizacdo de blocos de parafina tem
aumentado conforme os avancos tecnoldgicos e
metodologicos (Bareaet al., 2004). Estes podem
ser fontes de estudos para instabilidades em
regides de microssatélites, a epidemiologia
molecular, de deteccdo ou diferenciacdo de
microrganismos patogénicos e caréater
retrospectivo (Ribeiro-Silva & Garcia, 2008).
Esta metodologia pode apresentar vantagens,
como: alta qualidade morfolégica, em grande
quantidade e é de facil acesso permitindo a
identificacdo de lesdes precursoras e em Ultimo
caso, é recurso disponivel para analise genética.
Entretanto, podem influenciar no insucesso da
amplificacdo onde o grau de fragmentacdo do
DNA, o efeito do fixador e temperatura sao
exemplos de fatores que podem influenciar na
amplificacdo do DNA (Bareaet al., 2004).

Outros métodos mais rapidos e eficazes
podem ser utilizados, como por exemplo, os
cartbes FTATM (Flinders  Technology
Associates, Whatman). O material é adsorvido ao
papel e os &cidos nucléicos sdo liberados e
imobilizados nas fibras da matriz do cartdo. Os
cartbes contém desnaturantes de proteinas e
outros quimicos responsaveis por proteger as
amostras do ataque de nucleases, da oxidagéo e
dos raios ultravioleta (Oliveiraet al., 2007).
Segundo Beckett et al.(2008) as amostras
armazenadas no cartdo FTA apresentam DNA de
alta qualidade. Em contrapartida, os cartfes nédo
sdo efetivos em todos os experimentos, ja sendo
relatado que os mesmos ndo protegeram o DNA
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da degradacédo, devido a umidade e ao tipo de
amostra coletada (Borisenko et al., 2007).

Metodologias utilizadas em ruminantes

Em seu estudo para detectar um virus por
meio de drgdos fetais e sémen bovino, Takiuchiet
al. (2003) utilizaram diferentes métodos de
extracdo de DNA, como fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico  (25:24:1), silica/tiocianato  de
guanidina, associacdo dos métodos fenol /
cloroformio / alcool isoamilico e silica /
tiocianato de guanidina e DNAzol. Também
utilizando sémen bovino para extrair DNA de
Leptospira interrogans, Magajevki & Girio
(2008) usaram como metodologias de extracdo a
lise enziméatica por proteinase K, extracdo por
terra diatoméacea ou método rapido alternativo,
lise por fervura-fenol e com DNAzol.

Pesquisando acerca da febre catarral maligna
em bovino, Mendonga et al. (2008) utilizaram
amostras de tecidos congelados, os quais foram
submetidos ao método padrdo de extracdo
proteinase K/fenol/cloroformio e precipitagdo
com etanol, conforme Sambrook e Russel (2001).
Para determinar a proporcdo macho x fémea de
embrides bovinos, Rheigantet al. (2004)
descreveram como meétodo de extracdo o
tratamento de lise com proteina K.

Para identificar a frequéncia alélica e
genotipica em bovino leiteiros, Silva et al. (2011)
coletaram amostras de sangue e utilizou o
protocolo de Boyceet al. (1989). Trabalhando
com a paternidade em bovinos, Curi & Lopes
(2001) colheram amostras de sangue em cartdes
FTA de quarenta familias de animais da raca Gir,
sendo a extragéo realizada conforme instrucéo do
fabricante (GIBCO BRL). Caldartet al. (2011),
fizeram uma analise comparativa de métodos de
extracdo de DNA de células as sangue e leite de
ruminantes, por meio dos cartdes FTA e DNAzol
e Silica.

Identificando e diferenciando herpesvirus
bovino no Centro-Sul do Brasil, Argentina e
Uruguai, Silva et al. (2007) realizaram as
extracGes de DNA por meio sedimento celular
utilizando-se o reagente DNAzol (Invitrogen) de
acordo com as instrugbes do fabricante.
Descrevendo  acerca da  filogenia  de
papilomavirusem bovinos, Clauset al. (2007)
combinaram duas técnicas de extracdo, sendo:
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fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e
silica/tiocianato de guanidina conforme (Alfieriet
al., 2006).

Com o objetivo de detectar o virus da artrite
encefalite caprina, Gregory et al. (2011)
utilizaram o método de extracdo de DNA
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1).
Em seu estudo sobre abortamento e
natimortalidade em ovinos, Gressleret al. (2012)
usaram a técnica de extracdo por meio do
protocolo de CTAB (brometo de cetil trimetil
amonio) precedido por uma digestdo com 5ul de
proteinase K (20mg/mL) por 60 minutos a 37°C,
segundo (Sambrook & Russell, 2001).

Duas extracOes independentes de DNA foram
realizadas por Nunes et al. (2007a) para
descrever aresisténcia a nematodeos
gastrintestinais em ovinos. As amostras foram
processadas através do seguinte protocolo:
obtenc&o de leucocitos através da lise de 5 ml de
sangue total com 5 ml de solugdo hemolitica
durante 5 sequéncias de centrifugacdo por 10 min
a 2000 rpm a 4°C. Em seguida, houve a
ressuspensdo de pellet em novos 5 ml desta
solucdo, lise dos leucdcitos com Proteinase K,
seguida pela adicdo de NaCl 5M e centrifugacéo
por 20 mm a 14000 rpm; adi¢do ao sobrenadante
de 2 volumes de Etanol absoluto; centrifugacédo
por 5 min a 14000 rpm e nova lavagem com
Etanol 70%. Ocorreu uma ultima centrifugacao
por 5 min a 14.000 rpm e eliminagdo do
sobrenadante. Por fim, o pellet foi ressuspendido
em 500 pL de TE pH 8,0 e estocado a 4°C por 16
horas.

Metodologias utilizadas em peixes

Trabalhando com a caraterizagdo genética de
estoques de Prochilodus lineatus, Barreroet al.
(2008) utilizaram a metodologia descrita por
Lopera-Barreroet al. (2008). Também utilizando
a mesma metodologia anteriormente citada,
Jacometoet al. (2010) dissertaram sobre a
variabilidade genética em tambaquis
(Teleostei:Characidae).

Para isolar Flavobacterium columnare de
tilapia e do Nilo e piracanjuba, Sebastido et al.
(2010) usaram como método de extracdo de DNA
a resina de troca idnica InstaGene Matriz® (Bio-
Rad, Laboratério Hexiles, CA), conforme
protocolo  sugerido pelo fabricante. J&
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Marengoniet al. (2006) ao descreverem sobre
peixes teledsteos, estes utilizaram os métodos
com Proteinase K (Bardakci & Skibunski, 1994),
adaptado por Povh et al. (2003) e Brometo de
Cetil trimetil aménio (CTAB), proposto por

Boyce & Zwick (1989) realizado com
modificagoes.
Utilizando marcadores moleculares para

analise de espécie e populacdo de peixes de
recifes de corais, Affonso (2004) usou a extracao
de DNA baseada na metodologia descrita por
Sambrooket al. (1989) com modificacGes.
Monitorando a variabilidade genética de
Piaractus mesopotamicus, Povhet al. (2009)
realizaram as extraces de DNA apartir de
fragmentos de nadadeira caudal, utilizando a
metodologia descrita por Aljanabi & Martinez
(1997) modificada por Lopera-Barrero et al.
(2008). Também estudando a variabilidade
genética, porém de tilapias nil6ticas, Moreira et
al. (2007) usaram como forma de extracdo a
metodologia descrita conforme Taggart et al.
(1992) modificado pelo uso de tampdo STE
(NaCl 0,1 M, Tris-HCI 0,05 M e EDTA 0,001 M,
pH 8).

Nos estudos citogenéticos em trés espécies do
género Astyanax desenvolvidos por Fernandes
(2006), o protocolo utilizado foi o descrito por
Sambrooket al. (1989). Pesquisando marcadores
moleculares espécie-especificos em populagdes
de Hypostomus, Goeset al. (2011) usaram a

metodologia para extracdo baseada em
fenol/cloroférmio, segundo Sambrooket
al.(1989).

Para caracterizar geneticamente seis plantéis
comerciais de tildpia, Melo et al. (2006)
utilizaram o kit de extracdo EZ DNA, segundo
instrucdes do fabricante. Comparando protocolos
de extracdo de DNA em diferentes tecidos de
peixe-rei, Garcia et al. (2010) submeteram as
amostras a trés protocolos diferentes: Fenol —
Cloroférmio (Bardakci & Skibinski, 1994);
Cloreto de Sodio (Barrero et al., 2008) e Acetato
de Amédnia (Cloreto de Sédio modificado).

Verificando a diversidade genética de trés
estoques de piapara, Gomes et al. (2006), usaram
a metodologia descrita por Bardakci & Skibinski
(1994), modificada por Povh et al. (2005).

28

Metodologias utilizadas em humanos

Ao estudar a condicdo clinica conhecida como
Homem XX, Damiani et al. (2005) coletaram
sangue para extracdo de DNA de linfocitos
periféricos pela técnica salting out ou por
digestdo com proteinase K e extracdo com fenol.
Pesquisando acerca da padronizagdo da técnica
de extracdo de DNA de células de mucosa oral,
Abrdo et al. (2005) utilizaram dois métodos de
extracdo, sendo estas: solucdo salina (NaCl) e o
Kit comercial DNA isolation kit (Puregene,
Gentra Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Para detectar DNA de Mycobacterium
tuberculosis em amostras provenientes de banco
de sangue, Santos et al. (2010) utilizaram o
cartdo FTA® Classic Card. Apds a secagem dos
cartOes, realizou-se a extragdo de DNA segundo
instrucbes do fabricante do cartdo. Em seu
estudo, Cardozo et al. (2009) objetivaram
padronizar uma metodologia de extracdo de DNA
de alta qualidade a partir de amostras de sangue
coagulado. Para isso, os autores utilizaram trés
metodologias de extracdo de DNA: método de
extracdo por EZ-DNA®, o kit comercial de
coluna e a extragdo de DNA por salting out.

Para isolamento de DNA proveniente de
bulbo capilar, Weber et al. (2010), testaram dois
métodos de extracdo: uma solucdo salina (NaCl
4M) e fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1). Mesquita et al. (2001), utilizaram trés
procedimentos para extrair DNA de fragmentos
de hiperplasia fibrosa inflamatoria, sendo estes:
extracdo com particulas de silica baseado no
trabalho de Boom et al. (1990); extracdo com
fenol baseado no método descrito por Isola et al.
(1994) e extracdo com silica associada a digestdo
enzimatica utilizando-se tampdo de lise e
proteinase K.

Estudos desenvolvidos com extracdo de DNA
em material parafinado de amostras e arquivos de
fontes escassas foram desenvolvidos por Vila-
Costa et al. (2008). Pesquisas abordando o tecido
tumoral de bidpsias de céncer da orofaringe
foram realizadas por Funabashi e Ilwamura
(2013). Os processos de extragdo encontram-se
minuciosamente descrito pelos autores.

Ao avaliar a qualidade do DNA obtido de
saliva humana, Carvalho et al. (2010) extrairam
DNA baseado nas técnicas documentadas por
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Umeda (1998), modificadas por Sakai et al.
(2007). Também trabalhando com aspectos
bucais, Libdrioet al. (2005) avaliaram o DNA
gendmico de biopsias de boca embebidas em
parafina, extraindo o DNA por meio de
fenol/cloroformio de acordo com Isola et al.
(1994) e Mesquita et al. (2001).

Outras metodologias também utilizadas com
materiais provenientes de fontes escassas sdo
detalhadamente descritas por Bareaet al. (2004),
como: digestdo por proteinase K seguida por
fenol e cloroférmio, digestdo por proteinase K,
sem fenol e cloroférmio, fervura em resina
guelanteChelex 100® (BioRad), fervura em
resina quelantelnstaGene Matrix (BioRad) e
fervura em agua estéril.

Metodologias utilizadas em outras espécies

A0 pesquisar sobre sacoide equina, Anjos et
al. (2010) relataram que a extracdo de DNA viral
foi realizada a partir de uma suspensdo de 100
mg dos tumores em 900ul de tampdo de lise
10mM Tris, 10mM EDTA (TE), 0,5% Nonited,
1% SDS, 0,00lmg mL-1 proteinase K e
incubados por 1h a 56°C. O DNA foi extraido
com fenol:cloroférmio (1:1), precipitado com
etanol absoluto por 2h a 20°C, centrifugado e
ressuspenso em tampéo TE.

Ao comparar protocolos de extracdo de DNA
para formigas, Grutzmacheret al. (2002),
testaram quatro protocolos diferentes, sendo
estes: protocolo de acordo com Olerup &
Zetterquist (1994), conforme Belshaw e Quicke,
(1997), segundo Saghai-Maroof, (1984) e de
acordo com Sambrook et al. (1989).

Acerca do virus da anemia em galinhas,
Simionattoet al. (2005), utilizara quatro
diferentes protocolos de extragdo de DNA:
extracdo com brometo de cetil trimetil
amonia/cloreto de sodio (CTAB/NaCl) e extracdo
com fenol/cloroformio segundo (Sambrook &
Russell, 2001); extragdo com dodecil sulfato de
sOdio/EDTA  (Hirt, 1967) e extragdo com
tiocianato de guanidina adaptado de Rademaker
& Bruijn, 1997).

Para verificar a atividade toxica de Aedes
aegypti, Costa et al. (2010), extrairam DNA por
meio do Kit Insta Gene Matrix (BioRad),
segundo as instrucbes do fabricante. Nunes et al.
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(2007b), extrairam DNA de sangue periférico
canino, conservados a -20° C por meio do kit
GFX  genomicblood (AmershamBiotech,
Piscataway, New Jersey, USA).

Comparando diferentes protocolos de extracao
para as bactérias Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium,  Staphylococcus  aureus e
Staphylococcus  epidermidis,  Baratto &
Megioralo (2012) descreveram a extracdo com
SDS (dodecil sulfato de sodio) indicado
conforme Khoodooet al. (2002), extragdo com
adicdo de SDS e Proteinase K segundo Sambrook
et al. (1989) seguido de modifica¢des propostas
por Jin et al. (2006), extracdo térmica e método
do cartdo Whatman FTA (Classic Card).

Para extracdo de DNA da bactéria
Actinobacillus pleuropneumoniae proveniente de
pleuropneumonia suina, Souza et al. (2008)
relatam como metodologia a técnica de Fan et al.
(1995) modificada por Lo et al. (1998).
Estudando sobre a variabilidade espacial da
comunidade bacteriana intestinal de suinos,
Pedroso et al. (2005)extrairam DNA utilizando-
se 0 kit Fast DNA Spin (Bio 101, Vista,
Califérnia), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Analisando cromossomicamente o javali
europeu e o0 suino doméstico, Gimenzet al.
(2003), coletaram amostras de sangue e usaram 0
kit de extracdo Genomic Prep TM Blood DNA
Isolation kit (AMERSHAM PHARMACIA).
Também trabalhando com suinos, Alonso et al.
(2003) estudaram o efeito do gene receptor de
prolactina, por meio da técnica de extracdo
realizada segundo um protocolo da Pharmacia
adaptado por Borges (1997).

Isolando Salmonella sp. de suinos, Muller et
al. (2009)utilizaram a extracdo de DNA como
descrito por Oliveira et al. (2003). Em seu
experimento para identificar 0s agentes
causadores de enterites em leitGes, Calderaroet al.
(2001) realizaram a extracdo de DNA conforme
descrito por Boom et al. (1990).

Em sua pesquisa, Tamiozzoet al. (2011)
descreveram a presenca de Mycoplasma hyop
neumoniae em granjas de suinos, por meio de
DNA extraido usando-se okit comercial
(DNAZzol®, InvitrogenTM, CA, EUA). Vieira et
al. (2008) dissertaram sobre Clostridium
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perfringens isolados de leitdes diarréicos pela
metodologia de extracdo térmica do DNA, a 95°
C por 5 minutos, sem posterior purificacdo do
material genético, como descrito por Baumset al.
(2004).

Na deteccdo dos genes codificadores das
proteinas EF, MRP e suilisina em amostras de
Streptococcus suis, Calderaroet
al.(2004)extrairam DNA através do método
baseado na utilizacdo de isotiocianato de
guanidina (Pitcheret al., 1989). Por meio do
protocolo adaptado de Boyceet al. (1989),
utilizando-se o detergente catibnico CTAB
(brometo de cetil-trimetilménio), Sollero et al.
(2006) verificaram a diversidade genética das
ragas suinas no Brasil.

Como metodologia para extracdo de DNA em
sua pesquisa sobre leishmaniose visceral
canina, Thomaz-Soccolet al. (2009) descreveram:
foram adicionados 400 pL de tampdo de lise
(TE), pH = 8,0, 50 pL SDS a 10% e 5 pL de
Proteinase K (20 mg.mL-1), em banho-maria,
por 2 horas, a 56 °C. Posteriormente, desnaturou-
se a proteinase K, aquecendo-se os tubos a 95°C
por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 5
puL de RNAse (20 mg.mL-1), homogeneizados e
incubados em banho-maria, a 37°C, por 2 horas.
Adicionou-se fenol saturado (fase inferior)
volume/volume e, apos a centrifugagdo, 10000 g
por 5 minutos a 20 °C recuperou-se o0
sobrenadante e fez-se uma segunda extragdo com
fenol. ApGs esse procedimento, foi adicionado
fenol cloroférmio (volume/volume) e nova
centrifugacao (10000 g, 5 minutos, a 20 °C).

Comparando protocolos paraextracdo do DNA
de Lernaea sp., Valentim et al. (2003),testaram
0S métodos: protocolo utilizando
hexadecyltrimethylamoniumbromide(CTAB),
descrito por Black IV et al. (1996), com algumas
modificagdes € o Protocolo com “Kit Puregene
DNA Isolation” (GENTRA), para extracdo de
DNA de tecidos solidos, modificando apenas a
guantidade de proteinase K.

Outras metodologias como os métodos Doyle
& Doyle, Cheung, Walsh e Yu séo
minuciosamente descritas por Carvalho & Vieira
(2001), em seu estudo com  Atta
sexdensrubropilosa.
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Consideragdes finais

As metodologias utilizadas nos processos de
extracdo de acido desoxirribonucleico surgem
conforme 0s critérios necessarios para 0
desenvolvimento  das  pesquisas, = como:
seguranca, tempo, economia, qualidade e
quantidade de DNA extraido.

A extracdo do &cido desoxirribonucleico é a
primeira etapa necessaria para iniciar os estudos
genéticos.
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