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APRESENTAÇÃO

Apresentamos o livro “Estado da Arte da Pesquisa em Recursos Genéticos”, um 
material rico e direcionado à todos acadêmicos e docentes da subárea da biologia 
denominada genética.

Sem sombra de dúvidas a genética e suas aplicações tem influenciado diversas 
pesquisas promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saúde, 
agricultura, economia e biotecnologia. Compreender essa ciência e suas diferentes 
interfaces é um dos objetivos principais do conteúdo desta obra.

A genética aliada à revolução tecnológica tem contribuido grandemente com o 
avanço no campo da pesquisa básica e aplicada. Da mesma forma as descobertas 
propciadas pelos estudos e artigos de diversos pesquisadores possibilitaram um 
entendimento mais amplo desta importante área. Como sabemos a genética possui 
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 
os avanços científicos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é 
o enfoque desta obra. 

Assim abordamos aqui assuntos relativos aos avanços e dados científicos 
aplicados aos recursos genéticos, oferecendo um breve panorama daquilo que tem 
sido feito no país. O leitor poderá se aprofundar em temas direcionados à variabilidade, 
diversidade genética, produtividade, variedades tradicionais, inovação, proteômica, 
novos protocolos, fruteiras nativas, populações, gargalo, seleção, variedade genética, 
produtividade, migração,criopreservação, dentre outros.

Esperamos que mais uma vez o conteúdo deste material possa somar de maneira 
significativa aos novos conceitos aplicados à genética, influenciando e estimulando 
cada vez mais a pesquisa nesta área em nosso país. Parabenizamos cada autor pela 
teoria bem fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena 
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as 
novas gerações se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo à todos uma ótima leitura!
Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPÍTULO 4

CONSERVAÇÃO DE TECIDOS DO APARELHO 
UROGENITAL DE AVES MANTIDOS EM SORO 

FISIOLÓGICO SOB-REFRIGERAÇÃO POR ATÉ 48 
HORAS PARA EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS

Tauane Catilza Lopes Fernandes
Universidade Federal do Ceará, Departamento de 

Zootecnia, Fortaleza-Ceará

Shaline Séfara Lopes Fernandes
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul, 
Departamento de Biologia- Recursos Naturais, 

Dourados – Mato Grosso do Sul

RESUMO: A colheita de materiais biológicos 
no campo requer de aparatos técnicos 
científicos geralmente inacessíveis e de alta 
representabilidade econômica. O objetivo deste 
experimento foi testar a viabilidade de proteínas 
extraídas do aparelho urogenital de galos 
caipiras/Carijó (Gallus gallus domesticus), 
após refrigeração em caixa térmica de isopor 
no período de 24 e 48 horas. Dezesseis 
amostras colhetadas foram separadas em: 
testículo, epidídimo, ducto eferente funcional 
e o aparelho urogenital completo. O isopor foi 
vedado para simular condições de transporte 
em temperatura ambiente (30 a 35ºC). As 
amostras retiradas nos seus referidos tempos 
de armazenamento foram congeladas em 
nitrogênio liquido e mantidas em freezer -80ºC 
até serem liofilizadas. Liofilizadas as amostras 
foram submetidas á extrações de proteínas, 
quantificadas para avaliar sua concentração e 
avaliadas em gel de poliacrilamida 12,5% pela 
técnica de SDS-PAGE. Não houve efeito visual 

na degradação das proteínas analisadas em 
gel, as bandas apresentaram características 
normais de distribuição e migração. As 
amostras referentes ao tratamento de 48 horas 
apresentaram sutil rastro de proteínas no gel, 
fator no qual pode estar relacionado ao tempo 
de exposição das amostras; aos tampões de 
extração ou pela permeabilidade do gel ao 
tempo de corrida. Para avaliação da integridade 
das proteínas aparentemente esta técnica se 
apresentou apta em condições de simulação 
do transporte do campo ao laboratório até 48 
horas sob-refrigeração. Aperfeiçoar o processo 
de colheita de materiais em campo nos permite 
viabilizar pesquisas cientificas e conservar 
as características biológicas estabelecendo 
mecanismos práticos e sustentáveis em regiões 
de difícil acesso. 
PALAVRAS-CHAVE: inovação, proteômica, 
protocolo

CONSERVATION OF FABRICS OF THE 

UROGENITAL POISON OF BIRDS KEPT 

IN PHYSIOLOGICAL SERUM UNDER 

REFRIGERATION FOR UP TO 48 HOURS 

FOR PROTEIN EXTRACTION

ABSTRACT: The harvesting of biological 
materials in the field requires scientific 
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technical apparatus generally inaccessible and of high economic representativeness. 
The objective of this experiment was to test the viability of proteins extracted from 
the urogenital apparatus of goats caipiras/Carijó (Gallus gallus domesticus), after 
cooling in a Styrofoam thermal box in the period of 24 and 48 hours. Sixteen collected 
samples were separated into: testis, epididymis, functional efferent duct and complete 
urogenital apparatus. The Styrofoam was sealed to simulate transport conditions at 
room temperature (30 to 35 ° C). Samples taken at their storage times were frozen in 
liquid nitrogen and kept in a freezer at -80 ° C until lyophilized. Lyophilized samples 
were submitted to protein extractions, quantified to evaluate their concentration and 
evaluated in 12.5% polyacrylamide gel by SDS-PAGE technique. There was no visual 
effect on the degradation of proteins analyzed in gel, the bands presented normal 
distribution and migration characteristics. Samples from the 48-hour treatment showed 
a subtle trace of proteins in the gel, a factor in which it may be related to the exposure 
time of the samples; to the extraction plugs or by the permeability of the gel at running 
time. In order to evaluate the integrity of the proteins, this technique was apt to be able to 
simulate transport from the field to the laboratory for up to 48 hours under refrigeration. 
Improving the process of collecting materials in the field allows us to make scientific 
research feasible and to preserve the biological characteristics, establishing practical 
and sustainable mechanisms in difficult access regions.
KEYWORDS: innovation, proteomics, protocol

1 |  INTRODUÇÃO

Analises proteômicas são essenciais para elucidação de processos biológicos 
por estarem envolvidas em praticamente todos os processos metabólicos, permite a 
elucidação de rotas metabólicas e identificação de moléculas bioativas que são alvos 
de novos fármacos (HEIN et al., 2013). 

Técnicas relacionadas para extração, quantificação, identificação e purificação 
de proteínas afetam diretamente os achados científicos em função da qualidade do 
material colhetado e sua armazenagem.

Partindo da colheita do material, o difícil acesso físico, a contaminação direta 
ou cruzada, o gasto com transportes e a dependência de equipamentos sofisticados 
(SANCHES, 2016) para seu armazenamento com botijão de Nitrogênio liquido e a sua 
manutenção constate onera os custos para desenvolvimento das pesquisas. 

Desde 2016 (SANCHES, 2016) até os primórdios atuais os cientistas brasileiros 
estão enfrentando grandes desafios, com cortes ainda maiores nos orçamentos e a 
arrecadação menor afetando as agências de financiamento.

Mecanismos que facilitem o transporte do campo as dependências do laboratório 
para a realização das analises são fundamentais quando se prioriza meios sustentáveis 
para desenvolvimento de pesquisas e propagação de conhecimento ao publico 
interessado.

Desenvolver métodos de preservação de tecidos é alvo dos principais assuntos 
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discutidos em diversos países, pesquisadores têm-se dedicado ao estudo da 
preservação de órgãos (BELZER et al., 1967),dando ênfase na descoberta de meios 
que permitam aumentar, cada vez mais, o tempo de estocagem.

Ideal para várias finalidades terapêuticas e pela facilidade de aquisição nas 
farmácias e drogarias o soro fisiológico 0,9% se destaca como alternativa promissora 
para a preservação de tecidos biológicos, devido sua estabilidade quando armazenado 
em temperatura ambiente ou em geladeira, não alterando suas concentrações de 
cloreto de sódio, portanto, seu uso é seguro e eficiente (RATTI et al., 2011). E este 
fato tem sido observado recentemente na mídia com o estudo do uso de pele de tilápia 
para tratar queimaduras (LIMA-JUNIOR et al., 2017).  

Como proposta para a melhoria deste cenário exposto acima o presente estudo 
propõe a conservação de tecidos do aparelho urogenital de aves mantidos em soro 
fisiológico sob-refrigeração por até 48 horas para extração de proteínas.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Colheita do Material

O aparelho urogenital de galos caipiras/Carijó (Gallus gallus domesticus) foram 
colhetados no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceará, no 
Setor de Avicultura (3°44’33.4” de Latitude Sul, 38°34’44.2” de Longitude Oeste).

No momento do abate os aparelhos urogenitais foram retirados com auxilio 
de tesoura cirúrgica e pinças, lavados em solução de soro fisiológico para retirar o 
excesso de sangue e condicionados em tubos falcon de 50mL em solução de soro 
fisiológico 0,9% de NaCl em temperatura ambiente de 30°C a 35°C. As amostras 
após colhetadas foram mantidas em caixa de isopor contendo gelo. Além do aparelho 
urogenital completo, foram colhetadas partes que compõem o aparelho urogenital: 
Ducto deferente funcional, Epidídimo e Testículos. O transporte do material para o 
laboratório de Fisiologia Animal e Reprodução foi realizado em 2 minutos.

2.2 Armazenamento 

No laboratório a caixa de isopor recebeu mais gelo em placas artificiais até 
cobrirem todas as laterais e superfícies superiores e inferiores dos tubos. Os tubos 
foram mantidos em suportes de plástico (Hacks) como medida precativa para evitar 
possíveis vazamentos e contaminações entre os materiais. Em seguida a caixa de 
Isopor foi vedada com fita adesiva e mantida em temperatura ambiente sobre bancada 
(simulando o transporte terrestre e ou aéreo). Terminados às 24 horas 08 amostras 
foram retiradas, restando 08 amostras que foram novamente vedadas até completar 
48 horas.

As amostras retiradas nos seus referidos tempos de armazenamento foram 
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congeladas sem a presença do soro fisiológico em nitrogênio liquido e mantidas em 
freezer -80ºC até serem liofilizadas. O procedimento de liofilização partiu de condicionar 
as amostras a 51°C por 12 horas. Depois de liofilizadas as amostras foram maceradas 
em cadinho de porcelana e foram retirados 100mg de cada amostra para realização 
do protocolo de extração de proteínas.

As amostras extraídas foram: Aparelho urogenital completo armazenado até 
24 horas (apr 24H); Testículos armazenados até 24 horas (te 24H); Ducto deferente 
funcional armazenado até 24 horas (ddf 24H); Epidídimo armazenado até 24 horas (ep 
24H); Aparelho urogenital completo armazenado até 48 horas (apr 48H); Testículos 
armazenados até 48 horas (te 48H); Ducto deferente funcional armazenado até 48 
horas (ddf 48H); Epidídimo armazenado até 48 horas (ep 48H).

2.3 Extração de proteínas – protocolo proposto para esta técnica

Após a pesagem de 100mg de amostra estas foram condicionadas em tubo 
Eppendorf de 1,5mL e suspensas em 700 µl de solução de: Dodecil Sulfato de Sódio 
(SDS) e Fosfato Salina (PBS) a 1%. As amostras foram homogeneizadas com auxilio 
de vórtex por 1 minuto a cada 15 minutos. O procedimento foi repetido por quatro 
vezes, perfazendo um total de 60 minutos. As amostras foram mantidas em geladeira 
(10 ºC) entre as homogeneizações.

Depois de homogeneizadas as amostras foram centrifugadas a 5000g/ 12000 
rpm a 4 ºC por 30 minutos. Foi retirado 300 µl do sobrenadante e condicionado em 
novo tubo Eppendorf de 1,5mL acrescido de 1mL de acetona gelada, homogeneizados 
á mão por 1 minuto e centrifugadas a centrifugadas  a 5000g/ 12000 rpm  a 4 ºC por 
30 minutos. Descartado o sobrenadante por inversão dos tubos cuidadosamente e 
condicionados em geladeira em bandeja forrada com papel absorvente por 24 horas 
ou até a secagem absoluta da acetona. Após secas as amostras extraídas foram 
ressuspendidas em água ultrapura e congeladas em freezer -20 ºC.

A concentração total de proteínas solúveis foi determinada seguindo a 
metodologia proposta por Bradford para análise de proteínas (BRADFORD, 1976).

2.4 SDS-PAGE

Para eletroforese unidimensional, foi alícotado um volume contendo 25 μg de 
proteína ao tampão de amostra (0,125 M Tris-HCl, pH 6,8, 4% SDS, 10% (v/v) glicerol, 
0,2 M de Ditiotreitol (DTT), 0,02% Azul de bromofenol), aquecido a 100 ºC durante 
90 segundos. Depois dessa prévia desnaturação as amostras foram aplicadas nas 
cavidades (poços) do gel de empilhamento (WILSON, WALKER, 2010).A programação 
da corrida proposta para este estudo foi: 140V, 70mA, 21w para 4 géis (placas duplas) 
na cuba SE 600 Ruby por duração média de 8 horas. Por gel individual deve-se usar 
corrente de 25mA.  Após o término do tempo de corrida o foi corado com Coomassie 
Brilliant Blue (CBB-R250) por 12 h, e descorado por lavagens em solução contendo 
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etanol (40%), ácido acético (10%) em água bidestilada, como descrito por Souza et al. 
(2012) e Rodrigues et al. (2013). Depois da descoloração, o gel foi escaneado a 300 
dpi (Scanner de Imagem, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) e salvo como arquivo 
TIFF. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A utilização de um novo protocolo com abordagem de menos é mais, fazendo o 
uso de soluções de extrações mais simplificadas como: SDS, PBS e Acetona facilita 
o mecanismo do processo de extração e diminui a concentração de eletrólitos que 
afetam diretamente a precipitação de proteínas, a quantificação e posteriormente a 
analise de identificação por espectrometria de massas. 

Detergentes surfactantes como SDS agem rompendo as ligações não 
covalentes das proteínas, causando alteração na conformação estrutural nativa – 
desnaturação (BLOOR et al., 1995). E o PBS (cloreto de sódio +fosfato de sódio) é 
uma solução tamponante isotônica que permite manutenção do pH  e estabilidade das 
reações bioquímicas como a da solução de soro fisiológico (cloreto de sódio + água). 

Deste modo à separação por gel de poliacrilamida não é influenciada por esses 
sais, já que o SDS faz parte da produção dos géis e soluções tamponantes durante 
a corrida eletroforética, conferindo o nome a técnica SDS-PAGE e o PBS mantém 
a estabilidade das proteínas em pH tamponante da solução de corrida (WILSON, 
WALKER, 2010).

O SDS permite maior condutividade elétrica por ser um surfactante aniônico 
que se associa facilmente a micelas iônicas maior interação com micelas iônicas de 
moléculas orgânicas e polímeros pré-moldados a partir de oxido de etileno, celulose 
(MODOLON et al., 2009), xantana entre outros.

O excesso de sais utilizados como detergente para extração de proteínas afeta 
a quantificação de proteína pelo método de Bradford; a visibilidade dos extratos 
proteicos, vistos os impedimentos nas interações proteína-corante e posteriormente a 
identificação das proteínas pela espectrometria de massas (LAN et al., 2013).

Estudos apontam que o método de Bradford pode sofrer interferência da 
intensidade de cor por alguns compostos iônicos utilizados em sistema aquoso bifásico, 
a fim de aumentar a força iônica da fase aquosa bifásica (SILVÉRIO et al., 2012). A 
interferência de sais na quantificação de proteínas produzirá resultados errôneos de 
atividade específicas das proteínas/enzimas e de fatores de identificação e purificação 
(TREICHEL et al., 2016).

Como ambos os sais utilizados são compatíveis com a espectrometria de massas, 
ocorre uma diminuição de processos, não sendo necessário dessalinizar amostras 
pós- extração.

As amostras extraídas e submetidas à corrida eletroforética em gel de 
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poliacrilamida 12,5%- SDS/PAGE (Figura 1), para a avaliação da integridade das 
proteínas mostrou-se viável. 

Não houve efeito visual na degradação das proteínas analisadas em gel, as 
bandas apresentaram características normais de distribuição e migração. As amostras 
referentes ao tratamento de 48 horas apresentaram sutil rastro de proteínas no gel, 
fator no qual pode estar relacionado ao tempo de exposição das amostras; aos 
tampões de extração ou pela permeabilidade do gel ao tempo de corrida. A técnica se 
apresentou apta em condições de simulação do transporte do campo ao laboratório 
em até 48 horas sob-refrigeração.

Figura 1. Gel de poliacrilamida 12,5% SDS/PAGE de aparelho urogenital de Gallus gallus 
domesticus. Legenda: Amostras: 1 e 2 - Aparelho reprodutor completo  até 24 horas (apr 24H); 
3 – Testículos (te 24H); 4 e 5 – Ducto deferente funcional (ddf  24 H) ;  6 e 7 – Epidídimo (ep 

24H);  8- branco , 9 e 10 (apr 48H), 11 (te 48H), 12 e 13 (ddf 48H), 14 e15 (ep 48H). 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Aperfeiçoar o processo de colheita de materiais em campo e simplificar as 
técnicas em laboratório nos permite viabilizar pesquisas cientificas e conservar as 
características biológicas das amostras destinadas às analises ômicas, estabelecendo 
mecanismos práticos e sustentáveis de pesquisa no Brasil que possam ser 
reproduzidos tecnicamente sem complicações. 

Aliado a esse fator o uso de protocolos de extração de proteínas que priorizem o 
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uso de soluções tensoativas com baixa toxicidade e baixa carga residual combinada 
a soluções isotônicas permitem à diminuição de resíduos pertinentes a técnica. 
Processos como identificação e purificação de proteínas são favorecidos pela menor 
contaminação residual, assim como o meio ambiente no processo de descarte.

Estes testes iniciais são bases para outros estudos com o intuito de conservar 
materiais biológicos de espécies nativas localizadas em regiões de difícil acesso. A 
proposta foi diminuir os custos totais com mão de obra e transporte uma vez que esta 
técnica substitui em parte o uso de botijão de nitrogênio liquido por até 48 horas e 
utiliza de materiais e solução de baixo custo e fácil aquisição. Colheitas de materiais 
biológicos no campo se transportadas até 48 horas para extração de proteínas se 
mostram viáveis.
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