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RESUMO

Geissospermum urceolatum é uma Apocynaceae conhecida popularmente como acariquara-
branca, acariquara, quinarana, acariubarana, acarirana, pereira, pau-pereira e pau-forquilha. Além
da qualidade da madeira, a infusdo de sua casca amarga é comumente usada na medicina popular
da regido amazoénica para o tratamento de dor de estdbmago, febre e maléria. Porém, ndo ha relatos
cientificos desta espécie confirmando essas agdes. A extracdo de DNA puro é um pré-requisito
para qualquer analise molecular. Existem diversas metodologias disponiveis para o isolamento do
DNA vegetal, mas na pratica, esses procedimentos sdo empiricos em funcédo da variabilidade e na
composicéo do tecido vegetal utilizado. Os métodos convencionais de extracdo de DNA, ndo sdo
necessariamente reproduziveis para todas as espécies, sendo necessarias adaptacOes e
modificacGes. O objetivo do trabalho foi estabelecer um método simples e eficiente de coleta e o
armazenamento das folhas da espécie Geissospermum urceolatum para obtencdo de DNA de boa
qualidade. As diferentes varidveis testadas, consistiram no teor de umidade da folha (seca ou
umida) x tempo de armazenamento (24h ou 48h) x condi¢do do ambiente (T° ambiente ou 4°C) x
uso de silica no recipiente de armazenamento de folhas (com ou sem silica). Foram utilizados
controles, onde as folhas coletadas e armazenadas em gelo ou N2 liquido, para serem submetidas
a extracdo de DNA logo apos a coleta. O DNA extraido teve sua concentracdo e integridade
determinada em gel de agarose 1% e CTAB 2X. A qualidade e quantificagdo do DNA extraido,
foi comparado com as concentracdes de 50, 100 e 200 ng/uL, conhecidas de DNA do fago lambda
(A). Os resultados indicaram que a utilizacdo da silica utilizada como forma de coleta e
armazenamento das folhas no tempo minimo de 24h, foram favoraveis a oxidagdo das amostras,
resultando em um DNA de baixa qualidade. No entanto a extracdo do DNA de alta qualidade
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passivel de ser utilizado em PCR, foi viavel quando folhas frescas foram coletadas e armazenadas
em sacos plasticos e resfriadas em isopor com gelo por 24h a 48h, antes do inicio do procedimento
da extracdo. E que o método de extracdo de DNA que utiliza o CTAB 2X, testados pelo protocolo
Doyle et al. (1997), com modificacdes, foram eficazes para obtencdo de DNA de Geissospermum
urceolatum.

Palavras-chave: acariquara-branca, Geissospermum urceolatum, DNA, Plantas Medicinais.

ABSTRACT

Geissospermum urceolatum is an Apocynaceae popularly known as acariquara-branca, acariquara,
quinarana, acariubarana, acarirana, pear, pau-pereira and pau-forquilha. In addition to the quality
of the wood, the infusion of its bitter bark is commonly used in folk medicine in the Amazon
region to treat stomach pain, fever and malaria. However, there are no scientific reports of this
kind confirming these actions. Extraction of pure DNA is a prerequisite for any molecular analysis.
There are several methodologies available for the isolation of plant DNA, but in practice, these
procedures are empirical due to the variability and composition of the plant tissue used.
Conventional methods of DNA extraction are not necessarily reproducible for all species, and
adaptations and modifications are necessary. The objective of the work was to establish a simple
and efficient method of collecting and storing the leaves of the species Geissospermum urceolatum
to obtain good quality DNA. The different variables tested consisted of the leaf moisture content
(dry or wet) x storage time (24h or 48h) x environmental condition (T° environment or 4°C) X
silica use in the leaf storage container (with or without silica). Controls were used, where the leaves
were collected and stored on ice or liquid N2, to be subjected to DNA extraction right after
collection. The extracted DNA had its concentration and integrity determined in 1% agarose gel
and CTAB 2X. The quality and quantification of the extracted DNA was compared with the
concentrations of 50, 100 and 200 ng / pL, known from lambda phage (A) DNA. The results
indicated that the use of the silica used as a way of collecting and storing the leaves in a minimum
time of 24h, was favorable to the oxidation of the samples, resulting in a low quality DNA.
However, the extraction of high quality DNA that can be used in PCR, was feasible when fresh
leaves were collected and stored in plastic bags and cooled in polystyrene with ice for 24h to 48h,
before the extraction procedure started. And that the DNA extraction method that uses CTAB 2X,
tested by the protocol Doyle et al. (1997), with modifications, were effective in obtaining DNA
from Geissospermum urceolatum.

Keywords: acariquara-branca, Geissospermum urceolatum, DNA, Medicinal Plants.

1 INTRODUCAO

As plantas séo fontes vantajosas de medicamentos utilizados na farmacoterapia. Soejarto
et al. (1989), citam que ha pelo menos 47 farmacos importantes que foram desenvolvidos a partir
de plantas encontradas nas florestas tropicais, como, por exemplo, o curare, a pilocarpina, o
quinino, a ipeca e a codeina (BARRETO, 1994). Poucas foram estudadas com os critérios
internacionais que definem as etapas do estudo de um medicamento, antes da aplicacdo pela
primeira vez na espécie humana, seguindo a Resolu¢do RE 90/2004, que caracteriza “o guia para

os estudos de toxicidade de medicamentos fitoterapicos” (BRASIL, 2004).
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Brasil (2008), define o Fitoterapico (Plantas Medicinais) como “todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado empregando-se exclusivamente matérias primas vegetais com
finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnostico, com beneficio para o usuario (Portaria
n° 6, 1995). No entanto, esta definicdo de Fitoterapico se confunde, portanto, com a definicéo de
medicamento: ‘“Produto farmacéutico tecnicamente obtido ou elaborado com finalidade
profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico” - Resolugdo RDC 48/2010 (BRASIL,
2010).

Nos ultimos 10 anos, o desenvolvimento de novos medicamentos com as técnicas usuais
de triagem farmacoldgica de muitos produtos sintéticos, ndo tem dado os resultados esperados
(SAMS-DODD, 2005). A diminui¢do do nimero de novos compostos promissores é preocupante
em todas as areas, mas as doencas negligenciadas seriam as mais afetadas em vista do baixo retorno
econémico esperado.

Geissospermum urceolatum é uma Apocynaceae conhecida popularmente como
acariquara-branca, acariquara, quinarana, acariubarana, acarirana, pereira, pau-pereira e pau-
forquilha. Além da qualidade de suas madeiras, a casca da espécie possui um gosto amargo sendo
utilizada comumente na forma de infusGes pela medicina popular da Regido Amazobnica para
tratamento de dores no estdmago, tontura, febre e maléria (RIBEIRO et al., 1999). Esta espécie
ndo conta com trabalhos cientificos confirmando essas acoes

A importancia do estudo taxondmico de plantas usadas na medicina popular fundamenta-
se em certas consideracOes: 1) as referidas plantas, geralmente apresentando muitos nomes
vulgares, podem corresponder a espécies totalmente diferentes, causando confusdo e dificultando
0 seu estudo (CAMINHOA, 1984). 2) os aspectos morfoldgicos e taxondmicos em geral ficam
desatualizados e quase sempre ndo documentados. Salientando que muitas espécies
corriqueiramente usadas e bem conhecidas pela populacdo amazonica, ndo sdo citadas na literatura
etnobotanica (HIDALGO, 1999). 3) os estudos sobre a variabilidade genética de diversos acessos
da espécie geram importantes informac6es para subsidiar diferentes praticas de coletas, estudos
farmacologicos e manejo de bancos de germoplasma nas etapas iniciais de selecdo e melhoramento
genético (FALEIRO, 2007).

Do mesmo modo, os estudos filogenéticos, a metodologia de coleta, tratamento e
conservacdo de amostras de plantas para estudos moleculares tem sido intensamente debatida
(DOYLE et al., 1987; CHASE et al., 1991; SYTSMA et al., 1993; TAYLOR et al., 1994;
DESSAUER et al., 1996). Facilitando, a obtencdo de DNA de boa qualidade como passo

fundamental para o sucesso das analises moleculares.
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A extracdo de DNA puro, € pré-requisito para qualquer analise molecular. Existem vérias
metodologias disponiveis para o isolamento de DNA de plantas, mas, na préatica, esses
procedimentos sdo empiricos em funcdo da variabilidade existente na composicdo do tecido
vegetal utilizado (ARAS et al., 2003). Os métodos convencionais simples de extracdo de DNA
ndo sdo necessariamente reproduziveis para todas as espécies, sendo necessarias adaptacdes e
modificagdes.

A diferenca basica entre os protocolos de extracdo de DNA de plantas estd na composicao
do tampao de extracdo que, normalmente integra um agente tamponante para estabilizar o pH em
torno de 8,0; um sal para dissociar as proteinas do DNA; um detergente para solubilizar as
membranas e auxiliar na inativacdo de algumas enzimas; e um inibidor de DNases para proteger o
DNA (BERED, 1998). Dellaporta et al. (1983), usaram dodecil sulfato de sodio (SDS) como
detergente, enquanto, Doyle et al. (1997), usaram o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e
Cheung et al. (1993), o sarcosyl. Demonstrando que os protocolos sdo modificados, conforme as
necessidades e as particularidades de partes das plantas a serem analisadas (LIMA, et al., 2020).
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi testar a qualidade e o nivel de pureza do DNA obtido
de amostras de folhas de Geissospermum urceolatum, coletadas na Comunidade Nova Esperanca,
no Municipio de Manacapuru-Manaus/AM, utilizando o método CTAB 2X (brometo de

cetiltrimetilamonio) de Doyle et al. (1997), com modificagdes.

2 OBJETIVO

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi testar a qualidade e o nivel de pureza do DNA
obtido de amostras de folhas de Geissospermum urceolatum, coletadas na Comunidade Nova
Esperanca, Manacapuru-Am, utilizando o método CTAB 2X (brometo de cetiltrimetilaménio) de

Doyle et al. (1997), com modificagoes.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL BOTANICO

Para a avaliacdo das diferentes metodologias de coletas e conservagdo do material vegetal,
foi utilizada a espécie Geissospermum urceolatum, cultivada na area de estudo da Reserva
Ambiental da Universidade Federal do Amazonas, localizado no Municipio de Manacapuru, km
60 — Comunidade Nova Esperanca, Manaus/AM. Latitude: 3°16°28” e Longitude: 60°32°53”
(Figura 1).
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Figura 1 Mapa de localizacéo da regido de coleta das folhas da espécie Geissospermum urceolatum
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Fonte: Teixeira, A. S.; Martins, S.S. O. 2010

A coleta das folhas foram realizadas no periodo da manhd, antes do nascer do sol. Na
primeira etapa das avaliagdes, amostras de folhas frescas, secas ou imidas e desidratada com silica
foram coletadas, identificadas e acomodadas em caixas de isopor e transportadas para o laboratorio
de Biologia Molecular e Extracdo do Centro de Biotecnologia do Amazonas-CBA, para extracao
do DNA (Figura 2). O material vegetal foi identificado, classificado e incorporado ao acervo do

herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, INPA, sob registro n°® 224976.
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Figura 2 Métodos de coleta das folhas para extracdo de DNA e identificacdo taxondmica da espécie Geissospermum
urceolatum
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Durante os métodos de coletas foram combinados os fatores como, umidade da folha (seca
ou Umida) x tempo de armazenamento (24h e 48h) x condicdo do ambiente (T°C ambiente ou 4°C)
x utilizagdo de silica no recipiente de armazenamento da folha (com ou sem silica). Foram
utilizados controles, onde as folhas coletadas foram armazenadas em gelo e N2 liquido, sendo

submetidas a extracdo do DNA, logo ap6s a chegada do material no laboratério (Tabela 1).
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Tabela 1 Tipos de coletas e conservacdo das amostras de folhas da espécie Geissospermum urceolatum para a
extracdo de DNA, adaptado por Pereira et al. (2009), com modificacdes.

Descricao dos tipos de coletas Temperatura °C Tempo
(h)
01 Folha fresca envolvida em papel toalha, acondicionada em saco temperatura ambiente 24 h
plastico com fecho hermético, mantida ao abrigo da luz.
02 Folhadesidratada em silica gel, acondicionada em saco plastico temperaturaambiente 24 h
com fecho hermético, mantida ao abrigo da luz.

03 Folha fresca armazenada em saco plastico com fecho hermético e trocas do gelo 48 h
mantida resfriada em isopor com gelo.

04 Folha fresca macerada em nitrogénio liquido e armazenada, (-70°C) 24 h
mantida ao abrigo da luz.

05 Folha armazenada em saco plastico com fecho hermético, trocas do gelo 24 h
embrulhada em papel jornal e mantida resfriada em isopor com
gelo.

06 Folha seca armazenada em saco plastico com fecho hermético, temperaturaambiente 48 h
embrulhada em papel jornal e mantida resfriada em isopor com
gelo.

07 Folha seca e Umida envolvida em papel toalha, acondicionada em temperaturaambiente 24 h
saco plastico com fecho hermético, mantida ao abrigo da luz.

08 Folha acondicionada em saco plastico com fecho hermético e (-20°C) 24 h
imediatamente congelada em freezer.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A coleta das folhas foram realizadas no periodo da manhd, antes do nascer do sol. A
extracao ocorreu no periodo de 24h e 48h apos a chegada do material vegetal no laboratério, sendo
acondicionas a -20°C. O isolamento e extracdo de DNA total da espécie Geissospermum
urceolatum, foi realizado pelo método CTAB 2X, tendo como protocolo Doyle et al. (1997), com
modificagdes. Seguindo as especificidades de cada um dos protocolos de coletas testados, ao final
de cada extracdo, obtiveram-se amostras de DNA, as quais foram analisadas por meio de
quantificacéo e visualizacdo gel de agarose 1%.

Foram utilizadas nove amostras em duplicata, conforme extracdo padrdo do método
utilizado e adaptado por Lima et al. (2007), com 2g material vegetal (p6). O tecido foliar foi
macerado dentro do microtubo, sendo adicionados 700 uL de tampdo CTAB (NaCl 1,4M; Tris-
HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; CTAB 2%; B-Mercaptoetanol 0,2% e agua Milli-Q),
preaquecido a aproximadamente 65°C. Incubou-se em banho-maria com circulagdo a essa
temperatura, entre 20 minutos e uma hora, agitando-se a cada 10 minutos. Ao homogeneizado
foram adicionados 600 pL de cloroférmio:alcool:isoamilico (24:1) e agitou-se manualmente por
cinco minutos; em seguida, centrifugou-se por dez minutos a 13000 x g. Em novos tubos
identificados transferiu-se a fase aquosa (fase superior). Nesta solucéo adicionaram-se 400 pL de
isopropanol gelado na temperatura de -20°C, misturando-se suavemente por inversdo dos tubos,

varias vezes. As amostras foram entdo submetidas a temperatura de -20°C por 30 minutos, para
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formacéo do sedimentado. Centrifugaram-se as amostras por 20 minutos a 13000 x g e se descartou
0 sobrenadante. O precipitado foi lavado duas vezes com 1mL de etanol 70%, por cinco a dez
minutos e uma vez com etanol absoluto, por trés minutos. Secou-se o precipitado, deixando 0s
tubos em camara de fluxo laminar. O DNA extraido foi ressuspendido em 150 uL de TE (TrisHCI
1M, EDTA 500 mM) pH 8,0 com RNAse (10 pg/mL) e incubou-se a 37°C, por 30 minutos por 2h
(Figura 3). O teste de qualidade e quantificacdo do DNA, foi realizado por eletroforese e compara
com concentragdes conhecidas de DNA do fago lambda (1) (50, 100 e 200 ng/uL) para confirmar
a integridade das amostras.

Figura 3 Esquema representativo das etapas de extracdo de DNA de plantas pelo método de CTAB 2X. Adaptado por
Lima et al. (2007).
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Lavaretanol 70% (3X) 13000 rpm por 10 min a 4°C

Amostras -20°C
Quantificagdodo DNA

4 RESULTADOS

A andlise de integridade e qualidade do DNA extraido, verificada pela eletroforese em gel
de agarose 1%, combinada a diferentes tipos de coletas e armazenamentos como umidade, tempo
de armazenamento, condi¢cdo do ambiente e utilizacdo do dessecante (silica), apresentaram uma
boa qualidade e as concentra¢fes foram bem variaveis.

Considerando-se as amostras do teste, as quais permaneceram armazenadas durante 24
horas antes da moagem, observamos que os pelletes 1 e 3 da amostra 01 (folhas frescas envolvidas
em papel, mantidas & temperatura ambiente) tiveram excelente conservacdo e quantificacdo de

DNA. Na amostra 02 (folhas coletadas e desidratadas em silica gel), observamos que os pelletes 5
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e 6 evidenciaram um rastro visivel, indicando a ocorréncia de oxidagdo do DNA e interferindo na
integridade das folhas. Durante a coleta fora observado que as folhas coletadas em silica, secaram
em menos de 12 horas, indicando o processo de desidratacdo das amostras e ocorrendo a
degradacdo do DNA. Na amostra 03 (folhas frescas envolvidas em papel, resfriadas em isopor com
gelo), observamos que os pelletes 7, 8 e 9 resultaram no DNA de alta qualidade.

Analisando-se as amostras da segunda etapa dos testes com 48 horas, observamos que as
amostras exibiram melhor condi¢cdes de conservacédo (folhas envolvidas em papel, resfriadas em
isopor com gelo ou mantidas a temperatura ambiente, respectivamente). No entanto, algumas
apresentaram elevado grau de degradacéo, evidenciado pela coloracdo extremamente escura da
folha (folhas coletadas e desidratadas em silica gel).

Os resultados demonstraram que o método de extracdo de DNA que empregam CTAB 2X
testados pelo protocolo Doyle et al. (1997), com modificacGes, foram eficazes para obtencédo de

DNA de Geissospermum urceolatum (Figura 4).

Figura 4 Quantificacdo de DNA das amostras de folhas da espécie Geissospermum urceolatum em gel de agarose 1%,
revelado com brometo de etidio. A extracdo do DNA foi combinado com os fatores varidveis como umidade da folha
x tempo de armazenamento x condi¢do do ambiente x utilizacdo de silica no recipiente de armazenamento da folha.
Os padrdes de fago lambda (L) correspondem a 50, 100 e 200 ng/uL, respectivamente. Amostra 01 - (Fresca), Amostra
02 — Silica e Amostra 03 — Gelo (controle).

100ng 200ng 1 2 3 4 5 6 7 8 )
SNl e ot e n G S A A S e

Geissospermum urceolatum Geissospermum urceolatum  Geissospermum urceolatum
Fresca Silica Gelo

5 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que a utilizacdo da silica utilizada como forma de coleta e
armazenamento das folhas no tempo minimo de 24h, foram favoraveis a oxidagdo das amostras,
resultando em um DNA de baixa qualidade. No entanto a extracdo do DNA de alta qualidade
passivel de ser utilizado em PCR, foi viavel quando folhas frescas foram coletadas e armazenadas

em sacos plasticos e resfriadas em isopor com gelo por 24h a 48h, antes do inicio do procedimento
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da extragao.

Embora existam varios protocolos de isolamento de DNA de planta, no presente trabalho,
foi possivel padronizar a extracdo de DNA para Geissospermum urceolatum nativa da Amazonia,
que devido a importancia que a espécie vem ganhando nos ultimos, anos pelos pesquisadores nos
estudos de plantas medicinais, demonstrou-se eficiente e tornando-o viavel a sua amplificagdo em
PCR;
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