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Resumo - O acido desoxirribonucléico (DNA) contém toda a informacao genética do individuo. A técnica de
espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FT-IR) tem sido amplamente utilizada na area
biomédica para diferenciacao de tecidos biologicos. O FT-IR é uma técnica muito sensivel, e para realizar a
extracdo de DNA utiliza-se muitos reagentes que interferem em sua analise. Portanto, faz-se necessario a
utlizagdo de um protocolo de purificagéo para a analise do DNA no FT-IR. Neste estudo, 25 amostras de
carcinomas mamarios de ratas foram utilizadas para a comparacédo de dois protocolos de purificagao de
DNA ultizados em rotina em laboratérios de biologia molecular. Apdés a extracdo (DNeasy Mini Kit -
Qiagen™), o DNA foi purificado pelo protocolo QIAamp® DNA (Qiagen™) e pelo protocolo de acetato-
etanol. Os resultados obtidos permitiram evidenciar que o DNA mais adequado para a andlise em FT-IR é
obtido por meio da purificagdo em acetato-etanol. Este protocolo estabelecido podera tornar a tecnologia de
FT-IR uma ferramenta efetiva na andlise bioquimica do DNA que possivelmente podera ser utilizado na

diferenciagao histolégica de tecidos de carcinomas mamarios.
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Introducao

O é&cido desoxirribonucléico (DNA) é um
composto orgénico cujas moléculas contém as
instrugcbes  genéticas que coordenam 0
desenvolvimento e o funcionamento de todos os
seres vivos (GRIFFITHS, 2007). O DNA pode ser
obtido de qualquer tecido. A extracdo e a
purificacdo do DNA gendmico compreendem
varios passos que incluem a lise das células,
extracdo das proteinas e do RNA e precipitagao
do DNA (FARAH, 1997).

A espectroscopia é cada vez mais reconhecida
como uma poderosa tecnologia na pesquisa
biomédica (KELLY et al., 2011). A integracdo dos
constituintes celulares do DNA pode ser
visualizada pela técnica de Espectroscopia
Infravermelha por Transformada de Fourier (FT-IR)
que se baseia na absorcdo das vibragcbes
moleculares, permitindo visualizar a integracao
dos constituintes celulares do DNA além de
permitir a distincdo entre tecidos normais e
tumorais, sendo atualmente considerada uma
técnica com grande potencial diagndstico.
(LASCH, 2004).

Este método é rapido, ndo destrutivo, oferece
alta resolucdo espacial e nado necessita de
preparacao da amostra (colorac¢édo). Além disto, os

dados espectrais podem ser facilmente
correlacionados com 0s resultados
histopatoldgicos. Deste modo, esta metodologia
poderd se tornar uma ferramenta clinica que
poderd ajudar profissionais da area médica a
melhorar os diagnésticos e tratamento de doencas
(KUBANEK, 2004).

O FT-IR é uma técnica muito sensivel, e para
realizar a extracdo de DNA utiliza-se muitos
reagentes que interferem em sua andlise.
Portanto, faz-se necessario um protocolo de
purificacdo para andlise de DNA no FT-IR. O
objetivo deste trabalho é a obtengdo de DNA com
elevado grau de pureza, no sentido de evitar a
interferéncia de reagentes durante a andlise em
FT-IR, garantindo assim a melhor eficiéncia desta
técnica.

Metodologia
Casuistica

Esta pesquisa seguiu as politicas e normas que
regulamentam as pesquisas envolvendo animais e
0s principios éticos sobre a experimentacao
animal, editado pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo em Animais - COBEA e obteve
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aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Vale do Paraiba - CEP / UNIVAP
(protocolo no A022/2006/CEP).

O grupo experimental de animais foi constituido
por ratas fémeas virgens da raga Sprague-Dawley.
Um total de 25 amostras de carcinomas mamarios
de ratas, sendo 12 amostras de adenocarcinoma
cribiforme e 13 amostras de adenocarcinoma
papilar foram obtidas de 18 ratas. Para algumas
ratas foram analisados mais de dois tumores. Os
tumores da glandula mamaria foram induzidos
com uma dose Unica de 50 mg de DMBA (7,12-
dimetilbenz(a)antraceno). Todas as ratas, com
peso médio de 185 gramas, receberam o
carcinbgeno quimico na idade de 40 dias.
Imediatamente apds a bidpsia, as amostras foram
transferidas para nitrogénio liquido e armazenadas
a -80°C até a etapa de extracdo de DNA.

Extracao de DNA

O método de extracdo de DNA ut|I|zado foi o
protocolo DNeasy Mini Kit (Qlagen ) que
consistiu na lise do tecido por meio da utilizacao
de tampao de extracdo com proteinase K e a
incubagé@o do amostra em banho-maria a 55°C por
3-4 horas. A amostra foi purificada em uma coluna
spin que contem uma membrana de silica-gel.
Posteriormente o DNA foi armazenado em agua
ultra pura e quantificado por espectroscopia Optica
(Nanodrop, ND-1000, Labtrade. Adicionalmente, a
qualidade do DNA das amostras foi visualizada em
eletroforese em gel de agarose com coloracédo
com brometo de etideo.

Purificacdo das amostras

Apds a extragdo do DNA, dois protocolos de
purificacdo foram testados: protocolo de
purificacio QIAamp® DNA (Qiagen™) e o
protocolo de purificagdo com acetato-etanol.
Ambos o0s protocolos foram empregados para
cada uma das amostras de DNA. Em seguida, as
amostras de DNA purificadas foram quantificadas
por espectroscopia de absor¢do por ultravioleta
(Nanodrop, ND-1000, Labtrade).

FT-IR

Para analise no FT-IR, o DNA foi padronizado
na concentragdo de 100 ng/ul, depositado em
janela de fluoreto de calcio (CaFy) e liofilizado em
um concentrador a vacuo (Concentrator 5301,
Eppendorf). A andlise no FT-IR foi realizada no
equipamento Spectrum Spothght 400 (Perkin-
Elmer), na resolugao de 4 cm’, regido espectral
de 4000 cm™ a 900 e com 64 varreduras. Cinco
espectros de cada amostra foram obtidos.
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Analise espectral

Os espectros obt|dos foram extraidos para o
programa Bruker OPUS™ Software no qual foram
tratados e normalizados. Foi realizada a
normalizacao vetorial, linha de base, corregbes de
ruidos e exclusdo do pico de CO, que nado sao
utilizados em andlises estatisticas. O programa
Origin 8.0° software (Microcal software, Inc.,
Northamptom, MA, USA) foi utilizado para realizar
as médias dos espectros.

Resultados

A quantificagdo e a analise do DNA no FT-IR
foram realizadas para cada amostra
imediatamente ap6s sua extracdo, apdés a
purificacdo com o protocolo QlAamp® DNA e apés
a purificagdo com o protocolo acetato-etanol.
Todas as amostras de DNA extraidas
apresentaram razao de 260/280 nm entre 1,8 e
2,0, indicando pureza das mesmas (PALMA et al.,
2008).

Na figura 1, estdo representadas as médias
espectrais de cada andlise realizada no DNA.
Observou-se que o DNA tratado pelo protocolo de
purificacdo de acetato-etanol apresenta picos mais
definidos e com uma quantidade maior de picos
quando comparado ao DNA submetido ao
protocolo de purificagdo QlAamp® DNA
(Qiagen™) e ao DNA onde ndo foi realizada a
purificacéo.

Apdés a extracdo, os picos detectados no
espectro de DNA foram 3394, 3299, 3158 2799,
2155, 1767, 1541, 1222 e 1045 cm™ (Figura 2).
Nos espectros obtldos apés a purificagdo com
QIAamp® DNA foram encontrados os pICOS de
3393, 3158, 2789, 2155, 1667 e 1541cm’' (Figura
3). Ap6s a purificagdo com acetato-etanol os
espectros obtidos apresentaram um ndmero maior
de picos: 3356, 3196, 2980, 2338, 2242, 1789
1655, 1487, 1417, 1231, 1087, 1065 e 965 cm™
(Figura 4).

Na figura 5, estd ilustrado os filmes finos de
DNA liofilizados no microscépio do FT-IR, onde
claramente se observa as diferencas entre os
DNAs submetidos ao protocololo de purificacao
QIAamp® DNA, os DNAs submetidos ao protocolo
de purificacdo acetato-etanol e o DNA sem
purificacdo. Foi detectada a presenca de cristais
de sais nos DNAs sem purificagdo e nos DNAs
submetidos ao QIAamp® DNA. Nos DNAs
submetidos ao protocolo de puriicagédo acetato-
etanol, ndo foi observada a presengca desses
cristais, o0 que indica que as impurezas contidas no
DNA néo estao mais presentes.
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Figura 1: Médias espectrais da analise do DNA por FT-
IR. DNA sem purificagao (extragdo), DNA purificado com
QlAamp® e DNA purificado com acetato-etanol.
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Figura 2: Espectro médio dos DNAs sem purificagdo
(extracao) obtidos pela técnica de FT-IR.
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Figura 3: Espectro médio dos DNAs com purificagdo
QIAamp® DNA obtidos pela técnica de FT-IR.

Encontro Latino Americano

de Pés Graduacao

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica Junior

1,04 —— Acetato-etanol
1789

Absorbancia (u.a.)

T T T T
1800 1600 1400 1200 1000

Comprimento de onda (cm")

Figura 4: Espectro médio dos DNAs purificados com
acetato-etanol obtidos pela técnica de FT-IR.

Figura 5: Fotos do DNA liofilizados em janela de CaF2
obtidas do microscépio do FT-IR. (A) DNA que néo foi
submetido a purificagdo (extragéo), (B) DNA purificado
pelo QlAamp® DNA e (C) DNA purificado pelo protocolo
acetato-etanol.

Discussao

Neste trabalho foram analisadas 25 amostras
de DNA extraido de mama de ratas. Os resultados
da quantificacdo mostraram DNAs em boas
concentracbes e com a razao de 260/280 nm, o
que esta dentro dos parametros estabelecidos
para um DNA puro, evidenciando que a extragdo
foi eficiente e que ndo ha residuos que possam
atrapalhar a analise molecular do DNA.

O FT-IR é uma técnica extremamente sensivel,
onde todos os constituintes bioquimicos de uma
determinada amostra analisada sao determinados.
Na andlise por FT-IR das amostras de DNA
extraidas sem nenhum tipo de tratamento
posterior, foi possivel observar que os picos nao
estavam explicitos. Uma explicagédo provavel para
isso, seria devido a presenca de reagentes
utilizados no processo de extragdo, como o0s
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compostos EDTA e TE,que poderiam exercer um
efeito inibitério na formagdo dos picos nos
espectros. Portanto, foram utilizados e
comparados dois protocolos de purificagdo com o
intuito de purificar o DNA a ser analisado por FT-
IR com o objetivo de oferecer assim uma maior
confiabilidade e precisao na analise.

Os picos 1767 cm”' e 1789 cm’' que
correspondem a C=0 e os picos de 1222 cm™ e
1231 cm™” que correspondem a estiramentos de
fosfato aparecem tanto nos espectros das
amostras em que foi realizado somente a extracdo
quanto nos espectros das amostras em que foi
utilizado o protocolo de purificagdo acetato-etanol.

Na andlise do DNA submetido ao protocolo de
purificacdo QIAamp® DNA foi possivel observar
que os picos 1667 cm™ (C,=0 citosina) e 1541 cm’

(guanina), que estavam presentes em baixa
intensidade no espectro do DNA extraido néao
purificado, estavam ausentes no espectro do DNA
submetido a este protocolo de purificagdo. Uma
provavel explicagdo para a auséncia desses picos
no espectro do DNA purificado pode ser devido a
interferéncia dos reagentes utilizados neste
protocolo de purificacao especifico.

A utilizagdo do protocolo acetato-etanol
conseguiu superar esta interferéncia, onde os
picos que representam os  constituintes
bioquimicos do DNA: 1789 cm™ (C=O timina),
1655 cm” (C,=0 citosina), 1487 cm™ (guanina),
1417 cm™ (deformagédo C-H, N-H; estiramento C-
N), 1231 cm™” e 1087 cm™' (estiramentos de PO,),
1065 cm”’ (estiramento de C-O desoxirribose), 965
cm’™ (C-C  desoxirribose), sao claramente
observados e apresentam uma alta intensidade
nos espectros. O espectro obtido com o DNA
purificado com este protocolo indica que o DNA
nao esta mais sofrendo a interferéncia de
reagentes, e provavelmente o acetato e o etanol
utilizados carregam todas as impurezas contidas
na amostra, sendo possivel assim a obtencéo de
um DNA com alto grau de pureza.

Os picos de 1608 cm™, 1529 cm™, 1505 cm™,
1487 cm™, 1453 cm™, 1417 cm™, 1374 cm™ e 1294
cm'1, que sdo caracteristicos de amostras de DNA,
aparecem somente nas amostras de acetato.
Esses resultados corroboram com os encontrados
por Kondepati et al. (2005) e por Malins et al.
(2005), onde foram localizadas, na regido
espectral entre  1750-1300 cm', bandas
vibracionais de bases de nucleotideos, enquanto
que a regido entre 1300-900 cm’' foram atribuidos
as vibragdes de fosfatos.

Este trabalho contribui para a pesquisa de DNA
por FT-IR, visto que a interferéncia de reagentes
utiizados na extracdo pode proporcionar
resultados nao fidedignos. O estabelecimento do
protocolo adequado para a purificagdo do DNA
tornou possivel a obtencdo de espectros de alta
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qualidade e com isso podera possibilitar uma
andlise mais precisa entre DNAs de tecidos
normais e tumorais e com isso ser uma ferramenta
importante no diagnoéstico de diversas neoplasias.

Conclusao

A interferéncia de reagentes quimicos
utilizados no processo de extracdo de DNA tem
grandes interposicdes no espectro de DNA,
inibindo algumas bandas. Os resultados obtidos
neste estudo indicam que € possivel se obter
DNA de tecido mamario com excelente qualidade
para a andlise em FT-IR. Foi estabelecido que o
protocolo mais adequado para este fim é obtido
por meio da purificagdo em acetato-etanol, na
qual proporcionou melhores espectros quando
comparado com o DNA sem purificagdo € com o
protocolo QIAamp® DNA (Qiagen™).

Com 0 protocolo estabelecido, a
espectroscopia infravermelha por transformada de
Fourier pode atuar como uma ferramenta efetiva
na analise bioquimica do DNA, podendo ter
inimeras aplicacoes, dentre elas o auxilio no
diagnéstico das neoplasias mamarias por meio da
diferenciagao histolégica dessas lesodes.
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