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TECNICAS DE AMOSTRAGEM PARA ANALISES GENETICAS

Introducao

A meta das proximas paginas é delinear os procedimentos de amostragem para a coleta de material
adequado para o uso em andlises genéticas. Para um bidlogo de campo ou veterinario existem inameras
possibilidades de boas amostras para este tipo de andlise. Tudo, desde pélos a fezes, pode produzir DNA
de boa qualidade, desde que seja adequadamente coletado e preservado.

Consideragdes Gerais sobre Amostragem

A grande dificuldade de se coletar material bioldégico para propdésitos de analises genéticas é evitar que o
DNA se degrade. Os maiores agentes degradantes de DNA na grande maioria das amostras sdo as enzimas
com atividade DNAse. Estas podem estar presentes na amostra ou ser produzidas por microorganismos em
crescimento. Consequientemente, a meta principal € tornar estas enzimas inativas ou ndo deixar que elas
ajam.

Existem diversas maneiras de tornar as enzimas inativas. Entretanto, elas sdo em geral caras ou requerem
a utilizacdo de reagentes que ndo estdo normalmente disponiveis para a grande maioria de bi6logos de
campo e veterinarios. Por outro lado, prevenir a atividade das enzimas é muito mais facil e € em geral
realizado através da desidratacdo da amostra. As maneiras mais comuns, eficientes e faceis de se fazer isto
sdo:

1. Desidratar a amostra através do uso de silica-gel ou algum outro dessecante. Estes produtos estdo em
geral disponiveis em supermercados e lojas de artesanato e flores (usados para secar flores). Amostras
secas sdo geralmente faceis de se transportar, embora possam enfrentar algumas restricdes da parte do
pais que estiver importando, pois podem ainda conter esporos viaveis, virus ou bactérias que podem
infectar pessoas e animais domésticos naquele pais.

2. Desidratar a amostra através do uso de Etanol (70-100%). Quanto mais baixa a concentracdo mais facil
o0 transporte, pois se torna menos inflamavel. Entretanto, quando mais baixa a concentracdo do Etanol,
mais degradado o DNA se torna. Desta maneira, concentracbes inferiores a 70% ndo sao
recomendadas. Adicionalmente, qualquer outro produto que ndo o Etanol (como por exemplo, o
Metanol) ndo é recomendado também, pois pode interferir com a extracdo ou amplificacdo do DNA.

Conseqlientemente, € mais recomendavel que as amostras coletadas sejam preservadas secas ou em
Etanol. A parte disto, outros fatores que vocé precisa ter em mente sao:

1. Rotular: Sempre rotule suas amostras e mantenha uma planilha de registros separadamente. O ré6tulo
da amostra deve conter um numero de referéncia, a data da coleta, o local, e a espécie. O nimero de
referéncia deve ser o mesmo utilizado na planilha de registros, a qual deve conter a mesma informacéo
escrita no rétulo e outras informacgdes tais como 0 nome do coletor, coordenadas de GPS da localizacéo
exata do lugar onde a amostra foi coletada e quaisquer outras observacfes feitas necessarias. As
coordenadas de GPS sdo informacdes essenciais para muitas andlises genéticas e devem ser sempre
tomadas. Finalmente, quando estiver rotulando suas amostras, use canetas apropriadas. Por exemplo,



guando estiver rotulando um tubo com Etanol use canetas de tinta permanente que ndo se apaguem
com Etanol ou, vocé pode usar ainda papel aluminio marcado com caneta o qual deve ser colocado
dentro do tubo. O ideal é usar ambas as maneiras de rotular.

2. Evite contaminacgdo: E muito facil contaminar as amostras com DNA humano. Para a maioria das
andlises este ndo é um problema, pois as analises usam métodos que sdo especificos para a espécie
sendo considerada ou usam procedimentos que ndo detectam o DNA humano da amostra. De
qualguer maneira, para algumas aplicacdes isto pode ser um problema, especialmente se estivermos
tentando determinar o sexo dos individuos. N&o € necessario usar luvas ou mascaras quando estiver
no campo, mas vocé deve ser cuidadoso o suficiente para evitar manipular as amostras com suas
maos. Mais importante, é preciso evitar contaminagdo entre amostras. Sendo assim, sempre esterilize
seu bisturi antes de coletar uma amostra de tecido, sempre use um novo galho para manipular uma
nova amostra de fezes, e sempre utilize uma nova seringa para coletar uma nova amostra de sangue.

3. Quanto mais nem sempre é melhor: As vezes é tentador coletar a maior quantidade possivel de
material. Entretanto, por exemplo, preencher um tubo inteiro com uma amostra de tecido ou fezes néo
€ a melhor maneira de preservar o material genético. Quando vocé preenche todo o tubo com o
material biolégico vocé deixa muito pouco espaco para o agente de preservacdo. Se vocé estiver
preservando as amostras de fezes com Etanol, vocé precisa se certificar de que vocé podera colocar
Etanol suficiente dentro do tubo para cobrir toda a amostra. Desta forma, vocé podera ter certeza de
gue as amostras serdo preservadas. De outra forma, vocé acabara com amostras que ndo terdo
utilidade para nada! Porém, se vocé encontrar um grande e fresco bolo fecal e quiser coletar o maximo
gue puder, vocé sempre pode separar a sua amostra em dois ou trés tubos diferente.

Tipos de Amostras
Pélo - Uma das melhores amostras.

Pélos sdo provavelmente uma das melhores amostras para se coletar. Eles sdo faceis de preservar e de
transportar, e é muito facil extrair deles DNA de boa qualidade. Se vocé estiver capturando animais no
campo ou pode ter acesso a animais de origem conhecida em zooldgicos, este é provavelmente o melhor
método. Também, se vocé estd no campo e pode encontrar pélos com facilidade, como por exemplo, em
troncos de arvores que animais utilizaram para se esfregar (cocar), esta € provavelmente a melhor amostra.

Se vocé estiver arrancando pélos de um animal, procure por pélos grossos, limpos e dificeis de remover.
Esses pélos geralmente produzem os foliculos, bulbos ou raizes que contém o tecido vivo do qual podemos
extrair o DNA. Para obter uma quantidade suficiente de DNA é necessario coletar uma quantidade de 5 a
10 bulbos de cada individuo. Sempre se certifique de que os pélos contém os bulbos, pois de outra forma
eles ndo tém utilidade para genética.

Amostra de pélo sdo mais bem preservadas secas, em envelopes sem cera e selados. Vocé pode rotular a
amostra escrevendo a informacdo no envelope. Vocé pode entdo manter varios envelopes em um
recipiente separado ou saco plastico com silica gel ou algum outro agente dessecante para ajudar a manter
as amostras secas. Envelopes sem cera sdo porosos e permitem que as amostras respirem.

Fezes - Provavelmente o segundo melhor tipo de amostra.

Amostras de fezes sdo faceis de coletar e produzem um DNA razoavelmente bom quando coletadas ainda
frescas. Uma outra grande vantagem das fezes é que ndo sdo necessarias licencas CITES para transporta-
las, e se elas estiverem preservadas em Etanol ndo é necessario obter permissdo de importacdo para a
grande maioria dos paises. Entretanto, pode ainda ser preciso obter licencas de exportacdo para alguns
paises. Finalmente, outro ponto positivo dessas amostras é que elas ndo requerem nenhum tipo de



manipulagdo dos animais, evitando estressa-los, e em geral pode-se obter desta forma um grande ndmero
de amostras.

Duas coisas devem ser levadas em consideracdo quando coletando fezes. A primeira é que é necesséario
gue o bolo fecal esteja o mais fresco possivel. A segunda é que é preciso coletar o material da camada
superficial. A camada superficial é a por¢cdo do bolo fecal que esteve em contato com o trato intestinal do
animal por ultimo, entdo esta € a camada que possui as células do animal. Se a camada superficial tiver
quaisquer fungos, insetos, ou quaisquer outras possiveis contaminagfes, € bem provavel que a extragcao do
DNA néo funcione. Por outro lado, se vocé estiver amostrando num ambiente bastante seco e a camada
superficial estiver bem seca, pode ser que seja possivel obter DNA da amostra, mesmo que esta tenha
algumas semanas de idade. Outra coisa importante que se deve ter em mente € evitar manipular as fezes
com as maos nuas. Isto evita a contaminacdo das amostras e preserva sua prépria saude. A melhor coisa
€ quebrar um ramo ou galho de uma arvore proxima, e entdo quebrar novamente este ramo em dois,
usando a porgdo mais recentemente quebrada para manipular as fezes.

Para coletar uma amostra vocé abre um tubo de amostras (idealmente use tubos de 5 ml) e coloca a tampa
em algum local com a boca para cima. Com o ramo em sua mao, cologue a boca do tubo préximo ao local
onde vocé deseja amostrar. Use entdo o ramo para retirar cerca de lcm? da superficie das fezes e
empurrar a amostra para dentro do tubo. Repita 0 mesmo procedimento e retire outra amostra de 1cm?de
outra porcdo das fezes. Vocé tera entdo cerca de 2 ml de fezes no tubo. Preencha o tubo com Etanol
(entre 70-100%) de forma que vocé tenha uma proporcédo de 2:3 de fezes e Etanol. Feche o tubo, envolva
a tampa com papel parafilme para evitar vazamentos, e descarte ramo usando um novo para cada tubo de
amostragem. Isto é muito importante para evitar contaminagdo entre tubos. Lembre-se de rotular todas
as suas amostras. Amostras de fezes preservadas desta maneira podem ser armazenadas a temperatura
ambiente.

Para o caso de o seu animal de estudo defecar na &gua, existem alguns poucos estudos que foram bem
sucedidos na extracdo de DNA de amostras de golfinhos e dugongs. Para o caso do golfinho, os
pesquisadores estavam com os animais quando eles defecaram e foram capazes de coletar as amostras
imediatamente. Conseglentemente, as amostras estavam bem frescas. Para o caso do dugong, as
amostras foram encontradas flutuando depois de um determinado periodo de tempo, foram colocadas em
sacos plasticos individuais e congeladas até que a extracdo do DNA fosse possivel. Se vocé encontrar fezes
de anta submersas ou flutuando na &gua e esta parecer intacta, sugerimos que vocé remova a porgao
contendo a superficie usando um saco plastico (um por amostra), e entdo use os procedimentos descritos
acima. Testes adicionais serdo requeridos para avaliar se este protocolo é adequado, mas ele deveria
produzir algum DNA se a amostra estiver relativamente fresca.

Como um comentario final, a amostragem deve ser feita no campo. E tentador coletar a maior quantidade
possivel de fezes no campo e entdo retirar as amostras no laboratorio. Isto deve ser evitado o quanto
possivel, realizando todo o processo no campo de forma a evitar contaminacédo e ajudando a que vocé faca
tudo de uma s6 vez.

Amostras de Tecido - Bom DNA, dificeis de transportar.

Amostras de tecido produzem um DNA muito bom, mas séo dificeis de transportar pelo fato de precisarem
de licenca CITES e terem outros regulamentos. De qualquer maneira, se vocé estiver capturando animais
no campo, ou trabalha em uma area que tenha problemas de animais sendo mortos em estradas ou mesmo
caca, vocé podera ter oportunidades de coletar este tipo de amostra e seria uma pena se vocé perdesse
essas oportunidades. Quando estiver coletando amostras de tecidos, tenha em mente de que a quantidade
necessaria é pequena, e que vocé deve sempre esterilizar seu bisturi antes de coletar uma nova amostra.

Se vocé encontrar um animal morto numa estrada, ou se vocé estiver capturando animais, a melhor parte
para se amostrar é a orelha. Um pequeno fragmento de 1cm? ou menos fornece excelente DNA tanto em
gualidade quanto em quantidade. Uma pequena parte da orelha é muito melhor do que uma porcdo de



musculo, por exemplo, porque ndo apodrece tao facilmente. De qualquer maneira, se vocé encontrar carne
fresca (por exemplo, com um cacador) cheire a carne. Se estiver cheirando mal, a extracdo de DNA
provavelmente ndo vai funcionar. Se n&o estiver cheirando mal, vocé pode coletar alguns mm? do tecido.

A melhor maneira de preservar amostras de tecido é imergi-las em Etanol. Vocé tem de ter bom senso e
colocar suficiente Etanol no tubo de amostragem para cobrir toda a amostra. Se vocé estiver amostrando
apenas alguns mm? de tecido, vocé pode usar tubos de 2 ml, e entdo enché-los com Etanol. Uma vez mais,
envolva a tampa do tubo com papel parafiime para evitar vazamentos e rotule o tubo apropriadamente.
Amostras de tecido preservadas desta maneira podem ser mantidas a temperatura ambiente.

Amostras de Sangue - Excelente DNA, mas muito caro.

Amostras de sangue provavelmente produzem o DNA de melhor qualidade, embora tanto a coleta da
amostra quanto a extracdo do DNA sejam muito caros. Adicionalmente, na grande maioria dos casos a
coleta da amostra envolve a captura e anestesia do animal, o que ndo é uma situagdo ideal se vocé quiser
coletar uma grande quantidade de amostras.

As melhores maneiras de preservar sangue sao através do uso de vacuntainers (com EDTA - tampa roxa)
ou Solucdo Tampdo Easy Blood (EBB). Se vocé estiver usando vacuntainer, certifique-se de agitar bem
para que o EDTA entre na solugdo, e mantenha refrigerado. Se estiver usando EBB vocé deve misturar um
volume de sangue para um volume de EBB, e do mesmo modo manter refrigerado. Normalmente somente
€ necessaria uma pequena quantidade de sangue, e conseqientemente, cerca de 1 ml de sangue deve ser
mais do que suficiente para estudos de genética.

Outros Tipos de Amostra de Tecido

Ossos e dentes podem produzir algum DNA, mas é bastante dificil e estas ndo sado fontes muito confiaveis.
Adicionalmente, ossos podem ser dificeis de serem transportados. Conseqlientemente, ndo se recomenda a
utilizacdo destes materiais para andlises genéticas.

Consideracgdes a Respeito de Transporte e Envio de Amostras

Quando enviando suas amostras para outro pais, recomendamos que vocé use algum servico de courier, tais como
FedEx ou UPS. Isto significa que os custos de envio serdo um pouco mais altos, mas também significa que as
amostras vao viajar rapidamente. Também, declare um valor nominal de 1 ddlar nos formularios de alfandega e
especifique “Valor para propésitos de alfandega”. Agentes alfandegarios vao interpretar valores mais altos como se a
pessoa ou instituicdo no destino final estivessem comprando as amostras de vocé e isto resultard em tarifas de
importacdo e outras taxas a serem estabelecidas. Também se lembre de incluir copias das suas licencas de
exportacdo/importacdo e CITES com a documentagdo do envio.
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