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RESUMO

O presente trabalho teve como base a proposta da investigacdo de uma
metodologia analitica alternativa para a extracdo de DNA. Como relatado em
diversos estudos, a extracdo de DNA apresenta-se como um ponto critico nas
determinacdes dessa biomolécula em diversos tipos de amostras. Desta forma,
a metodologia de extracdo baseada na microextracdo em gota Unica (SDME,
(do inglés single drop microextraction) utilizando liquidos ibnicos magnéticos
(MILs, do inglés magnetic ionic liquids) como fase extratora foi proposta. Essa
metodologia consiste em um procedimento experimental eficiente e
ambientalmente correto de preparo de amostras, o qual apresenta baixo custo,
consumo reduzido de solventes e simplicidade de aplicacdo. Assim, o objetivo
deste estudo foi desenvolver uma metodologia alternativa e com alta frequéncia
analitica para a extracdo de DNA baseada em microextracdo com a aplicacéo
de liquidos i6nicos magnéticos. Foram sintetizados e caracterizados os MILs de
([Ps,6.6,14*][Mn(ll)(hfacac)sz™), ([Ps6s.614%] Ni(Il)(hfacac)sz™]) e
([Ps.6,6,14*][Co(Il)(hfacac)s™]) e utilizados como solvente de extracdo na técnica
SDME seguido por analise utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR,
do inglés polymerase chain reaction) e eletroforese em gel. Além disso, um
procedimento experimental no qual foram permitidas extragdes simultaneas em
varias amostras também foi proposto e avaliado. Em um primeiro momento,
amostras aquosas fortificadas com quantidades conhecidas de DNA para
verificar a viabilidade de extracdo. Apoés isso, foram realizadas extracfes em
amostras de saliva, sangue e urina sendo obtidos resultados bastante
satisfatorios principalmente para as matrizes de sangue e saliva. O método
desenvolvido se mostrou com alta frequéncia analitica e capaz de extrair DNA
de amostras biolégicas complexas. Adicionalmente, o método desenvolvido foi
aplicado com sucesso na plataforma de extracdo projetada ao longo deste
trabalho, ao passo que mostra um grande potencial para a investigacoes
futuras em PCR em tempo real, bem como para o aprimoramento do aparato

proposto.

Palavras-chave: preparo de amostras, DNA, amostras biologicas, liquidos

ibnicos magnéticos.



ABSTRACT

This study consists of an investigation of alternative analytical methodology for
DNA extraction. According to numerous studies, DNA extraction is considered a
critical point for the determination of this biomolecule in different types of
samples. In particular, the extraction methodology based on single drop
microextraction (SDME) using magnetic ionic liquids (MILs) as extraction phase
was proposed. This methodology consists of an efficient and environmentally
friendly sample preparation procedure, exhibiting low cost, reduced solvent
consumption and simplicity of application. Therefore, the aim of this study was
to develop an alternative methodology with high sample throughput for DNA
extraction based on microextraction with the application of magnetic ionic
liquids. The ([Pss6,147[Mn(ll)(hfacac)s™]), ([Pss6,147][ Ni(ll)(hfacac)s”]) and
([Ps.6,6,147][Co(Il)(hfacac)s™]) MILs were used as extraction solvent in a SDME
approach followed by analysis using polymerase chain reaction (PCR) and gel
electrophoresis. An experimental workflow in which simultaneous extractions
were capable to be performed was also proposed and evaluated. Firstly,
agueous samples were spiked with known amounts of DNA in order to evaluate
the extraction feasibility. Following, extractions were performed using samples
of saliva, blood and urine, with satisfactory results obtained especially for blood
and saliva matrices. The method developed allowed for high-throughput and it
was capable of extracting DNA from complex biological samples. Additionally,
the method proposed in this study was successfully applied using an innovative
extraction platform designed in this work, exhibiting great potential for further
investigations in real-time PCR as well as suitable for the improvement of the

proposed configuration.

Keywords: sample preparation, DNA, biological samples, magnetic ionic

liquids.
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1. INTRODUCAO

1.1 ACIDOS NUCLEICOS

O estudo a respeito da constituicdo e estrutura quimica dos &cidos
nucleicos bem como a sequéncia destes determinando aspectos funcionais de
genes apresenta-se de grande importancia em diversas areas da ciéncia. Os
acidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA) constituem-se como 0s
protagonistas dos repositorios moleculares de informacdo genética. Nesse
sentido, a estrutura e funcdo de proteinas assim como de outros constituintes
celulares, que definem aspectos fundamentais do metabolismo celular,
resultam embrionariamente do patriménio gendmico celular [1].

Estruturalmente, a molécula de DNA é um polimero composto por
unidades de desoxirribonucleotideos, e constituida por um acgucar (a pentose
desoxirribose), por uma base nitrogenada (podendo ser derivada das purinas —
adenina e guanina, ou derivada das pirimidinas — citosina e timina) e um
grupamento fosfato. Os desoxirribonucleotideos, na molécula de DNA, formam
cadeias unidas por ligac6es covalentes (pontes fosfodiéster) e, a ligagdo entre
a pentose e a base nitrogenada denominada ligacao glicosidica [1, 2].

Particularmente em relacdo ao DNA, a andlise e determinagdo dessa
biomolécula pode ser investigada de formas qualitativas e quantitativas e,
aplicada para inumeros objetivos tais como na identificacdo de micro-
organismos patogénicos, avaliagdes genéticas de populacdes ancestrais,
analises de DNA em bidpsias entre outros [3], sendo particularmente util em
andlises forenses, em diagnéstico clinico e na pesquisa académica. Para a
analise desta biomolécula, existem uma grande variedade de técnicas que

podem ser empregadas;

1.2 TECNICAS PARA ANALISE DE DNA

Diversas técnicas sdo descritas para analise de acidos nucleicos que
envolvem deteccdo de presenca e auséncia, e avaliacdo quantitativa de
sequéncias conhecidas e determinacao de sequéncias desconhecidas. Ensaios

moleculares que utilizam técnicas de amplificacdo sdo descritos como padrao-
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ouro por muitos protocolos para pesquisa e diagndstico de patologias de
diversas etiologias. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica
gue realiza uma amplificacdo exponencial in vitro de sequéncias de &cidos
nucleicos e, simbolicamente, reproduz um processo semelhante ao de
replicacdo do DNA que ocorre nas células [1-3].

A técnica da PCR consiste em uma reacao de termociclagem composta
por trés etapas principais: i) a desnaturacdo, onde se emprega uma alta
temperatura (95 °C) para que a dupla fita de DNA seja desnaturada, ii) 0
anelamento dos primers, com a reducéo da temperatura (45 ~ 60 °C) e, iii)) a
extensdo dos primers na direcdo 5’ - 3’ pela agdao da enzima DNA polimerase,
com um novo aumento de temperatura (68 ~ 72 °C), promovendo a sintese de
nova fita de DNA e, assim, a cada ciclo sdo geradas milhares de novas cépias
de DNA. Por fim, o produto de amplificacédo final de DNA é analisado pelo uso
da eletroforese em gel de agarose [2,4].

De modo geral, a eletroforese € uma técnica de analise que apresenta
baixo custo de andlise e um protocolo de facil aplicacdo. A eletroforese em gel
pode ser utilizada para fins qualitativos, pela determinacdo de tamanhos de
fragmentos de DNA e, assim, a separacao de moléculas ocorre por migracao
ao longo do gel em funcdo de uma diferenca de potencial. Desta forma, a
identificacdo e confirmagcdo da amplificacdo realizada pela reacdo de PCR
pode ser observada [2,4].

A partir da PCR (convencional) ocorreu um grande avango com O
desenvolvimento da PCR em tempo real quantitativa (qQPCR), que possibilita o
monitoramento em tempo real dos produtos da PCR (e ndo somente no seu
final, como na PCR convencional), além da possibilidade de quantificar copias
do fragmento de DNA pesquisado. Este monitoramento ocorre em funcédo da
utilizacdo de sondas fluorescentes (intercalantes ou hidrolise) que se ligam ao
fragmento em cada ciclo de amplificacdo, emitindo fluorescéncia que é
registrada pelo equipamento em tempo real [4]. Outra variacdo bastante
importante refere-se ao processo de PCR envolvendo a transcricdo reversa
(RT-PCR) que permite a utilizacdo de RNA como template, sendo realizada a
transcricdo desse RNA para uma fita de DNA complementar (cDNA) utilizando-

se a enzima transcriptase reversa [2,4].
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1.3 TECNICAS DE EXTRACAO DE DNA

A eficiéncia das técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos esta
diretamente relacionada ao preparo da amostra. A etapa de preparo apresenta
grande importancia em um procedimento analitico, especialmente quando se
trata de amostras bioldgicas complexas, uma vez que elas podem conter
interferentes e, assim, prejudicar os resultados [5]. O preparo de amostra
possibilita também a pré-concentragdo dos analitos, o que € essencial quando
se trabalha com compostos em niveis traco, permitindo a quantificacdo no
equipamento [6].

Em destaque, a etapa de extracdo € fundamental e define a quantidade
e qualidade da sequéncia alvo de DNA obtida e que ser& analisada [4]. Dessa
forma, a etapa de extragcdo de DNA constitui-se em importante desafio
analitico. Nesse sentido, diversos métodos de extracdo tém sido propostos
objetivando otimizar a eficiéncia na extracdo de acidos nucleicos bem como a
méaxima remoc¢do de interferentes presentes na matriz biolégica que possam
inibir as reagces de amplificagcao.

Especificamente, referente a extracdo de DNA, podem ser citadas
metodologias que envolvem extracdo liquido-liquido utilizando solventes
organicos [7] e tampdes, extragbes utilizando cartuchos de extragdo em fase
sélida (SPE, do inglés solid phase extraction) e, também protocolos que
envolvem o uso de particulas magnéticas (magnetic beads). Estas
metodologias estdo disponiveis comercialmente por inUmeros fabricantes e
utilizados na rotina clinica e de pesquisa.

Porém, para determinadas aplicagbes em amostras complexas,
previamente a etapa de captura do analito é necesséria a lise celular para a
liberacdo do acido nucleico contido nas células. De modo geral, os métodos
podem ser classificados em mecéanicos e nao mecanicos. O primeiro
compreende pelo processo de lise mecéanica de parede ou membrana celular
por meio de cisalhamento (por acéo fisica) e, o segundo método ainda pode
ser dividido, pela natureza do processo, em enzimaticos (com o uso de
enzimas como lisozimas, proteases, entre outras) ou quimicos, para gerar lise

das células. Dentre os métodos quimicos pode-se destacar algumas das
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técnicas comumente utilizadas atualmente, baseadas no uso de solventes
organicos e de surfactantes [4, 5, 8, 9].

Em relagdo aos protocolos envolvendo extracdes com solventes
organicos, tipicamente é utilizada uma mistura de fenol e cloroférmio na etapa
de extracdo/purificacdo do DNA. Além disso, esses protocolos tém sido
amplamente adaptados com a utilizacdo de detergentes para remocao de
polissacarideos e proteinas. Contudo, a utilizacéo destes solventes orgéanicos é
considerada toxica e prejudiciais aos analistas e, também, o protocolo se torna
laborioso por apresentar diversas etapas de centrifugacao [5, 8, 9].

Um aprimoramento nas técnicas de preparo de amostra para extracao
de DNA ocorreu com a utilizacdo da SPE. Nesse caso, particulas solidas
geralmente formadas por silica, sdo capazes de reter as biomoléculas de DNA
na presenca de um meio com alta concentracdo salina. Desta forma, as
particulas solidas contendo o DNA extraido sédo lavadas para a remocdo de
outros componentes tais como sais, proteinas e componentes celulares.
Posteriormente, o DNA € eluido com um tampao de baixa concentracéo salina
e avaliado quanto ao rendimento e pureza. Apesar do grande avanco na etapa
de extracdo principalmente envolvendo menor consumo de reagentes e tempo
de analise, os Kkits utilizados apresentam custos elevados. Além disso, esses
kits podem ser ainda mais caros caso envolvam particulas magnéticas como
fases extratoras (magnetic beads); sendo que nesse Uultimo caso, um
instrumento especifico para a separacao das particulas por meio de um campo

magnético deve ser utilizado [3, 8-10].

1.4 TECNICAS DE MICROEXTRACAO

Atualmente, tem-se uma alta demanda pelo desenvolvimento de
técnicas baratas, rapidas, com baixo consumo de insumos e, paralelamente,
eficiente ao objetivo proposto. Contudo, os métodos de extracdo de DNA
comercialmente disponiveis podem ser laboriosos, ter elevado custo por
amostra e apresentarem limitacdes de desempenho para algumas aplicacdes
[9-11]. Além disso, 0 emprego de elevadas quantidades de solventes toxicos

geralmente necessarios na extracao liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid
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extraction) torna este tipo de metodologia prejudicial ao analista e ao meio
ambiente.

Para contornar tais problemas destacam-se técnicas emergentes
consideradas eficientes, de baixo custo e facil execucdo, e aqui ressalta-se as
técnicas miniaturizadas ou de microextracdo. As técnicas de microextracao
estdo fundamentadas na distribuicdo dos analitos entre a matriz da amostra e
solventes ou sorventes (materiais soélidos) que funcionam como fases
extratoras [5, 9, 11].

Dentre as técnicas miniaturizadas, destaca-se a microextracdo em fase
liguida (LPME, do inglés, liquid-phase microextraction). A LPME pode ser
representada pela distribuicdo ou migracdo de um analito presente na amostra
(fase doadora), geralmente aquosa, para um solvente (fase receptora) imiscivel
em agua. Na Figura 1, esta representado um esquema contendo as principais
técnicas de microextracdo propostas [5]. Evidentemente, ha um nimero muito

grande de outras técnicas miniaturizadas que foram desenvolvidas a partir

destas.
TECNICAS MINIATURIZADAS
Sorventes Solventes
(Solidos)
Microextracdo em  Extracdo sortiva Microextracdo em Microextracao Microextracdo em Microextracdo
fase solida em barra de sorvente empacotado  liquido-liquido fase liguida de gota Gnica
(SPME) agitacao (MEFPS) dispersiva suportada com (SDME)
(SBSE) (DLLME) membrana oca
(HFLPME)

Figura 1. Fluxograma ressaltando a divisdo das técnicas de microextracao [5].

Como mostrado na Figura 1, a LPME engloba um conjunto de técnicas
miniaturizadas e pode ser dividida de acordo o tipo do procedimento
experimental adotado. Por exemplo, a microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction) consiste em uma
mistura ternéria de solventes, sendo eles, um solvente de extracdo (imiscivel
na amostra aguosa), um solvente dispersor (miscivel tanto no solvente de

extracdo quanto na amostra aguosa) e a amostra aquosa. O processo de
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extracdo é decorrente das diferentes solubilidades dos componentes
analisados em duas fases liquidas (aquosa e organica) e esta fundamentado
no fendbmeno da particdo. Em condicdes ideais se almeja que o analito se porte
preferencialmente sollvel na fase orgéanica, possibilitando o isolamento do
analito pela particdo, e os analitos podem ser extraidos em poucos minutos
com altos fatores de enriquecimento. Apos a extracao, a solucéo € geralmente
submetida a uma etapa de centrifugacéo e a fase de extracdo é retirada antes
da andlise instrumental [5, 12].

A SDME difere da técnica anterior por utilizar apenas uma gota do
solvente extrator (imiscivel com a solucdo aquosa) que é exposta diretamente
na amostra aquosa (imersao direta) ou no espa¢co gasoso acima da amostra
(headspace). Em sua configuracédo original, a gota de solvente extrator era
exposta com o0 uso de uma microsseringa tipicamente empregada em
cromatografia gasosa. Porém, devido a agitacdo da amostra, este tipo de
configuracdo apresenta grandes problemas de estabilidade da gota de solvente
principalmente no modo de imerséo direta. Desta forma, algumas adaptacdes
foram propostas e, recentemente, a utilizacdo de liquidos ibnicos magnéticos
(MILs, do inglés, Magnetic lonic liquids) abriu interessantes possibilidades
nesta técnica.

Em geral, pode-se destacar algumas vantagens apresentadas pelas
técnicas de microextracdo, incluindo o baixo consumo de solventes e o fato de
serem ambientalmente sustentaveis; além disso, podem ser citados o tempo de
execucdo reduzido quando comparadas as técnicas convencionais de
extracdo; versatilidade e aplicabilidade para extracdo de diversos compostos
com alta capacidade para concentracdo dos analitos [5, 10, 13, 14].

Outro fator muito importante a ser considerado em técnicas de
microextracdo € a estabilidade das fases extratoras contribuindo para uma
satisfatoria eficiencia de extracdo. Fases extratoras compostas, por exemplo,
por liquidos idnicos (ILs, do inglés, lonic liquids) tém apresentado inUmeras
vantagens sobre solventes organicos convencionais [3]. As aplicacdes tém
crescido muito nos ultimos anos e contribuiram para o rapido desenvolvimento
dessa area, assim como, no estudo de novos solventes de extracdo, dentre

eles, os ILs e dos MILs.
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1.5 LIQUIDOS IONICOS MAGNETICOS

Os ILs sédo conhecidos como sais organicos que possuem pontos de
fusdo menores ou iguais a 100 °C, e na maioria dos casos, sdo formados por
um cation organico e um anion organico/inorganico. Entre as propriedades
Unicas dos ILs podem ser incluidas a alta estabilidade térmica, pressédo de
vapor desprezivel, além de viscosidades variadas, condutividade e
miscibilidade em diferentes solventes. Outra propriedade muito importante é a
possibilidade de modificagdo da estrutura do liquido ibnico conforme estrutura
guimica do(s) analito(s); desta forma, interacfes quimicas mais efetivas entre a
fase extratora (ILs) e o(s) analito(s) podem proporcionar extracdes mais
seletivas e eficientes [8, 10, 13].

Com o intuito de incorporar novas opgdes para métodos de extragdo aos
ja disponiveis, uma nova classe de solventes conhecidos como MILs tem sido
apontada como promissora. Estratégias sintéticas pioneiras resultaram em
MILs com o componente paramagnético no anion. Em 2004, Hayashi et al.
relataram pela primeira vez o comportamento paramagnético de
tetracloroferrato de 1-butil-3-metilmidazaélio (1), ([BMIM*][FeCls]), mostrando a
possibilidade de um IL convencional, agora com um metal incorporado em sua
estrutura, responder quando submetido a um campo magnético de um ima [15].

Atualmente, essa classe de compostos destaca-se pela versatilidade
estrutural que pode ser obtida através de diferentes estratégias de sintese,
viabilizando o desenvolvimento de novas técnicas miniaturizadas para extracao
de diferentes compostos, incluindo acidos nucleicos [9, 11, 16-17]. Esses
solventes com propriedades i6nicas e magnéticas baseiam sua funcionalidade
na incorporacdo de um componente paramagnético no anion [18-43] (Figura 2)
ou no cation [20, 44-46] da estrutura do IL, geralmente, um ion de metal de
transicdo ou de um lantanideo. Outras possibilidades descritas na literatura
podem ser observadas pela variacdo do tamanho das por¢des catibnicas, como
descritos por Nacham et al. [47], que desenvolveram estratégias sintéticas para

produzir MILs monocaténicos, dicatonicos e tricatdnicos (Figura 3) .
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Figura 2. Estruturas quimicas de liquidos i6nicos magnéticos com o componente
paramagnético no anion.
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Figura 3. Estruturas quimicas de MILs (a) monocatibnicas, (b) dicatidnicas e (c) tricatibnicas

sintetizadas por Nacham et al. [47].

1.6 LIQUIDOS IONICOS MAGNETICOS COMO FASE EXTRATORA

Os MILs sédo uma subclasse de ILs e exibem propriedades semelhantes
aos ILs convencionais e, adicionalmente apresentam forte interacdo quando

submetidos a um campo magnético externo [8]. Dentre algumas propriedades



21

compartilhadas, pode-se destacar viscosidade, densidade, estabilidade
térmica, caracteristicas hidrofobicas e propriedades magnéticas.

A viscosidade e a densidade dos solventes de extragdo sé&o
propriedades importantes, principalmente quando sdo utilizadas técnicas de
microextracdo. MILs de baixa viscosidade s&o preferidos para algumas
técnicas de extracdo que envolvem pipetagem da fase liquida de extracéo; por
outro lado, MILs mais viscosos podem ser projetados e preferidos para fases
estacionarias de cromatografia gasosa. Geralmente, MILs contendo cations
compostos por longas cadeias de alquila podem resultar em compostos mais
viscosos [48].

A estabilidade térmica € uma grande preocupacdo em diversas areas,
particularmente relacionada a fases extratoras em abordagens de preparacao
de amostras [49-50]. A estabilidade térmica satisfatéria € obrigatoria para obter
resultados precisos e reprodutiveis. Portanto, uma avaliacdo cuidadosa das
propriedades térmicas dos MILs geralmente € necessaria para algumas
aplicacbes especificas, uma vez que elas dependem das caracteristicas
estruturais de cada composto. De modo geral, os MILs apresentam boa
estabilidade térmica a temperatura ambiente, fator que facilita a sua utilizacdo
sem o risco de alteracdo no seu estado fisico. Outro ponto importante dos MILs
€ o carater hidrofébico que a sua estrutura pode lhe oferecer. Essa
caracteristica é de grande importancia e permitiu sua aplicagdo em Varios
sistemas aquosos onde o MIL pode ser aplicado como um bom solvente de
extracao.

Como mencionado anteriormente, a utilizacdo de MILs permitiu a
proposta de uma configuragdo experimental mais estavel para a técnica de
SDME. Nesta configuracdo, a resposta magnética do solvente permite uma
aderéncia eficiente em um magneto (imd) o que proporciona uma grande
estabilidade no momento da extracdo. A técnica se destaca pela simplicidade
de operacdo, por ndo necessitar de etapas de centrifugacdo, e o uso de
apenas alguns microlitros de solvente organico. Um esquema de extracao
utiizando SDME com um MIL sendo utilizado como solvente € mostrado na

Figura 4.
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Figura 4. Esquema de um procedimento de extragéo utilizando SDME e MILs como fases

extratoras.

A propriedade magnética é a diferenca notavel entre ILs e MILs e é
representada pela forte resposta dos MILs quando submetidos a campos
magnéticos. Essa caracteristica tem sido amplamente explorada em técnicas
de microextracdo para a determinacdo de um grande numero de compostos de

baixo peso molecular [45, 51-52] e biomoléculas como DNA [11, 53, 54].

1.7 APLICACAO DE MILs NA EXTRACAO DE DNA

MILs estdo ganhando atencdo como solventes alternativos para
extracbes de &cidos nucleicos. O desenvolvimento de protocolos analiticos
usando esses compostos esta evoluindo rapidamente, uma vez que
demonstram inUmeras vantagens, incluindo abordagens rapidas, de baixo
custo e ambientalmente corretas. O primeiro estudo descrevendo MILs
hidrofébicas como solventes para extracdo de DNA utilizando goticulas
dispersivas (DDE) e SDME foi proposto por Clark et al. em 2015 [3]. Ap0s este
estudo, o desenvolvimento de metodologias de extracdo baseadas em MiILs
para analise de acidos nucleicos teve uma evolucdo bastante significativa,
particularmente relacionado a técnicas de microextragdo (Quadro 1).

Um avanco significativo em relagdo a extracdo e amplificacdo de &cidos
nucleicos baseados em MIL foi relatado por Emaus et al. em 2018 [11]. Nesse
caso, 0S autores projetaram um tampdo capaz de ser acoplado a técnicas

bioanaliticas, como gPCR, sem ter impacto significativo na reacdo de
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amplificacdo. Neste estudo, DLLME e microextracdo de gota Unica assistida
por surfactante (SA-SDME) foram examinados. O MIL [Ps,s,6,14*][Ni(hfacac)s]
apresentou os melhores resultados permitindo uma incorporagédo direta no
tampao de reacéo para analise de gPCR e apresentou um tempo de extracao
de apenas 2 min.

Em 2019, Bowers et al. exploraram o uso de DLLME e in situ-DLLME
para a extragdo e determinacao indireta de DNA de fita dupla (dsDNA) [53].
Neste estudo, in situ DLLME foi realizado com MILs hidrofilicas adicionadas a
uma solucdo aquosa contendo DNA e 300 pL de dimetilformamida como
solvente dispersivo. Apos um periodo de 10 s sob vortex, [Li*][NTf2] foi
adicionado para promover uma reacado de metatese, e entdo agitado por mais 3
min para formar a MIL hidrofébica. Em relagdo ao procedimento DLLME
convencional, uma MIL hidrofébica baseada em [NTf27] foi misturada com 300
uL de dimetilformamida como solvente dispersivo e a mistura foi adicionada a
amostra. O MIL-DLLME in situ exibiu eficiéncia de extracdo de 1,1 a 1,5 vezes
maior em comparag¢ao com o MIL-DLLME tradicional.

MILs também foram investigados para a extracdo de DNA tumoral
circulante (ctDNA) para superar algumas limitacbes especificas dos métodos
convencionais de  extracdo [55-58]. Recentemente, 0s MiLs
[Ns,s,8,8z*][Ni(hfacac)s], [Pss.6,14*][Ni(hfacac)s], e [Pe6.6,14"][Ni(Phtfacac)s] foram
avaliados como solventes de extracdo em DLLME [55]. Nesse caso, um
tampao de gPCR foi personalizado para amplificar simultaneamente os genes
KRAS, G12S KRAS e BRAF. O procedimento de extracdo envolveu um volume
otimizado de MIL que foi disperso na solu¢do da amostra; apds isso, goticulas
de MIL enriquecidas com DNA foram recuperadas com um imd. Finalmente, o
MIL foi lavada e 0,3 pL foi submetido a gPCR para analise. Os MiLs
demonstraram uma pré-concentracao superior de ctDNA em comparacdao com
os kits comerciais, permitindo fatores de enriguecimento mais altos e
empregados com sucesso em amostras de plasma aquoso e humano.

Outra abordagem de DLLME investigada para isolar ctDNA foi baseada
em sondas oligonucleotidicas marcadas com ions (ITO-MIL) e
oligonucleotideos marcados com ions disubstituidos (DTO-MIL) [59,56-58, 60].
As sondas ITOs e DTOs podem hibridizar sequéncias de DNA especificas para

captura subsequente pelo MIL hidrofébico. A formagdo de ITO pode ser



24

realizada através de reac6es com tiol-eno quando marcadores de ions a base
de imidazdlio sdo anexados a oligonucleotideos, assim, extracdes seletivas
com alta eficiencia podem ser alcancadas [59, 61]. Emaus et al., 2022,
desenvolveram uma abordagem ITO-MIL usando 0S MILs
[Pe.6,6,14*][Mn(hfacac)s], [Ns,s,88z°][Mn(hfacac)s’] e
[Ns;s88z°][Mn(hfacac)z(Phtfacac)] para a extracdo de DNA de plasma diluido
[58]. Resumidamente, uma mistura do modelo de KRAS alvo foi primeiramente
ligada ao ITO por aquecimento a 90°C por 2 min, seguido de resfriamento a 30
°C por 8 min. Certo volume de MIL foi disperso na mistura previamente
preparada. Em seguida, as goticulas de MIL foram coletadas por uma haste
magnética e lavadas com agua deionizada antes da analise por gPCR. Usando
esta abordagem, fatores de enriquecimento mais elevados e seletividade de
extragdo superior aos obtidos por um procedimento baseado em esferas
magnéticas foram alcancados. A técnica ITO-MIL também foi proposta com
sucesso para a extracdao da mutacdo BRAF V600E em diferentes matrizes [57].

Recentemente, uma série de MILs foi avaliada como fases de extracéo
para a lise e extracdo de DNA de glébulos brancos (GB) [62]. Resumidamente,
o MIL foi adicionado em 50 uL de amostra de sangue, agitado em vortex por 1
min e coletado com uma haste magnética. Apés a lavagem, 0,3 puL de MIL
enriquecido com DNA foi conduzido para gPCR para amplificacdo e deteccéo.
MILs mostraram a capacidade efetuar a lise e extrair DNA de sangue total e
sangue diluido. O método reduziu significativamente o tempo de analise em
comparacao com os kits comerciais de colunas sem inibir a amplificacdo por
PCR. No entanto, os kits comerciais exibiram desempenho superior na
extracdo de DNA de amostras de sangue.
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MiLs Matriz / Amostra Analito Metodp Tempo~de Volumes Instrumentacéao Ref. /
Extracéo extracdo Ano
[(C16BNIM)2C122*][NTF2", ~
FeCI3Br ci?r:L:igsiﬁjg?:lé?jgr SS-DNA, ds-DNA, | phe o SpME | 3 min e 90 min zg #1'[ Iglg_ HPLC-DAD [3]
[(Cg)sBnN*] [FeClsBr] banterians pDNA ' solucao 2015
[Ps6.6,147] [FEClaT]
. Solucdo aquosa
[Pe6,6,147] [FECls] . . PCR e [63]
[(Cs)sBNN*] [FeClsBr] Combgi?gr‘i’a%eo'“'ar PDNA DDE 1 min. 1 pL de MiL Eletroforese 2015
[Ps,6,6,14"] [Co(hfacac)s 7]
[Pesea4’] [Ni(hfacac) s ] Suspens&o de Vértex 30 seg. 15 uL de MIL | PCR, Eletroforese
[Ps6.6.14] [Mn(hfacac) s 7] p [16]
[Pss.614] [Dy(hfacac) s células de pDNA DLLME Etapa de lavagem 2mL de e 2017
[Poss.14] [Nd(hfacac) 4 ] bactérias. Vortex 120 seg. amostra gqPCR
[Ps,6.6.14'] [Gd(hfacac) 4 7]
[Ps.6.6,147] [Ni(hfacac)sT] ~
[P66614"] [Co(hfacac)s’] Sﬁ:f%@%lﬁg“fﬁ ssDNA, dsDNA SDME e 20 min e 6 *Z‘LmdLe d'\g”' PCR, E'eetmforese [11]
[Ps6.6,147] [Mn(hfacac)s] q (KRAS) DLLME 2 min. 2018
¥ _ DNA. amostra gqPCR
[Ps,6.6,14] [Dy(hfacac)sT]
+ . Solucdo aquosa 1 min (extracéo) 1 pL de MIL
[[PF;”’*G’““ ]][ﬁ\ﬁgmgg:g?'} com lisado celular ss-DNA ITO-MIL 30 min 50 pL de gPCR [64]
06614 3 bacteriano (dessorcao) solucdo
A = [X(BIm)4**]2[CI]
X = (Ni, Mn, Co)
f— H 2+ -
g’: [[)T(I(BE;E:)mZ)% [],\Zl[ﬁl ,]] Solugdo aquosa 21 L de MIL (53]
et adit o i enriquecida com dsDNA in situ DLLME 3 min. 2 mL de HPLC-DAD
X = (Ni, Mn, Co) DNA solucao 2019
d = [Ni(Bnlm)42*]2[NTf2] '
[Mn(OIm)#2*]2[NTf,]
f = [Pess14'] [Ni(ll)(hfacac)s]
~ = 169 pmol de
. _ Solugdo Extracdo de DNA | )y \141. 70 20 min e MIL [61]
[Pe,6.6.147] [Mn(hfacac)s] enriquecida com gendmico de MIL 10 min 50 UL de gPCR 2019
DNA de plantas plantas. ' K ¢
solucao
[Psss14'] [Co(hfacac)s] Leite
[[Ifeeeli]] [[',\)I:](th?;f::g)a ]] artificialmente Vortex 60 seg. 15 uL de MIL | PCR, Eletroforese [65]
[P66614+] D (hfacac)3'] enriquecido: com DNA DLLME Etapa de lavagem 1mLde e 2019
66614+ y 3. DNA de Vértex 120 seg. solucao NALFIA
[Pses14*] [Gd(hfacac)s] bactérias

[Psss14'] [Nd(hfacac)s]
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MILs Matriz / Amostra Analito Metod~o Tempo~de Volumes Instrumentacgéo Ref. /
Extracdo extracdo Ano
[Ps.6,6,147] [Co(hfacac)sT] Solugao Extracdo de DNA 6 pL de MIL PCR, Eletroforese [66]
[Pe6,6,14"] [Ni(hfacac)s] enriguecida com gendmico de DLLME 60 seg. 500 pL de e 2019
[Ps,6,6.14"] [Mn(hfacac)s] DNA de plantas plantas. amostra gPCR
[Ps,6.6,147] [Mn(hfacac)z]
; 8 pL de MIL
[Ns,ss88z'] [Mn(hfacac)sT] ITO-MIL- . [58]
[N&..6,2:'] Plasma cfDNA DLLME 3 min. ;anOLStorIZ gPCR 2019
[Mn(hfacac)z(Phtfacac)’]
Lisado de células
[Pess14] [Mn(hfacac)sT], de bactérias, ) 10 min extracao 1 pL MIL [59]
[Psss14*] [MNn(PhCFzacac)sT) enriquecido com DNA ITO-MIL 10 min dessor¢do | 50 pL amostra gPCR 2019
DNA alvo
[Ng,s,88:] [Ni(hfacac)s] [55]
[Ps,6,6,14] [Ni(hfacac)s] Plasma DNA MIL-DLLME 3 min. 8 pL de MIL multiplex-gPCR 2020
[Pe6,6,14"] [Ni(Phtfacac)s]
[Pe.6.:6,.14'] [Mn(hfacac)z]
[Pe.6.,6,14'] [Mn(Phtfacac)s] Soro fisioldgico, [56]
[Nggs,2"] [Mn(hfacac)s] plasma diluido e DNA ITO/DTO-MIL 10 min. 8 pL de MIL gPCR 2020
[Nss8Bz'] sangue diluido.
[Mn(hfacac)2(Phtfacac)]
[Ps,6,6,14] [Ni(hfacac)s]
[Pe,s,6.147] [Co(hfacac)s]
[Pe.6.6,14'] [Dy(hfacac)4]
[Ps,6.6,147] [Gd(hfacac)4] 2 uL de MIL [67]
[Pe6,6,14"] [Ni(Phtfacac)s] Sangue diluido DNA MIL-DLLME 1 min. 50 pL de gPCR
FLIN ! 2020
[Pe6,6,14"] [Ni(tfacac)z] amostra
[Nss.8,82*] [Ni(hfacac)s]
[OMIM*] [Ni(hfacac)a]
[C1aMIM™] [Ni(hfacac)s]
[Pe,6,6,14"] [Mn(hfacac)s] Sangue e urina DNA ) : [57]
[Nesss.] [Mn(hfacac)s] artificial (BRAF, V60OE) ITO-MIL 10 min. 8 uL de MiL qPCR 2021

Quadro 1. Aplicacédo de MILs na extracdo de DNA.
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1.7 JUSTIFICATIVA

Devido as caracteristicas dos MILs, frente a sua multipla capacidade de
solvatacao e, paralelamente, em preservar a integridade do DNA na presenca
de nucleases, recentemente alguns estudos tém descrito a extracdo de DNA,
associados com técnicas de microextragdo, como a DLLME e SDME, e a
presenca de MILs como solventes de extracao.

Entretanto, os estudos na literatura realizam extracfes Unicas, 0 que
transforma o método para mais lento e de dificil aplicacdo em larga escala.
Adicionalmente, alguns estudos apresentam extracdes a partir de amostras de
solucdo aquosa sem interferentes, de amostras biologicas diluidas ou
simuladas.

Desta forma, neste estudo foi proposto a utilizagdo da técnica de
extracdo SDME com a utilizacdo de trés diferentes MILs para a extracdo de
DNA de amostras aquosas. Essa técnica utiliza auxilio de magnetos (um ima)
em forma de haste, de forma que gera uma maior estabilidade da gota do
solvente de extracdo evitando, assim, que ocorra perda de solvente no
processo de extracdo. A técnica foi proposta para extrair DNA de amostras
complexas frescas, como saliva, sangue total e urina.

Outro ponto de destaqgue desta metodologia proposta é o
desenvolvimento de uma plataforma de extracdo que possibilita a realizacao de
extracdes multiplas sob as mesmas condi¢cdes. Desta forma, amostras podem
ser extraidas simultaneamente, tendo em vista que essa estratégia aumenta
significativamente a frequéncia analitica do procedimento de extragéo.

Por fim, cabe salientar que a metodologia proposta utiliza volume
reduzido de MILs por extracdo, fato importante que aponta essa técnica como
favoravel aos principios de quimica verde, quando comparado aos métodos
tradicionais que necessitam de elevados volumes de solventes. E, devido a
forte resposta dos MILs frente a um campo magnético (magneto), esses
solventes permanecem fixos no magneto e s&o imersos nas amostras para a
realizacdo das extracdes. Apds a extracdo do DNA, os magnetos sé&o
recolhidos e imersos em um tampdo devidamente avaliado para posterior

analise por PCR/eletroforese.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver uma metodologia alternativa para a extracdo de DNA

baseada em microextracdo com a aplicacdo de liquidos ibnicos magnéticos.

2.1 ESPECIFICOS

- Sintetizar e caracterizar MILs;
- Testar a metodologia de extragao;

- Aplicar a metodologia em amostras complexas.

3. METODOLOGIA

3.1 SINTESE DOS MILs

3.1.1 Reagentes

Na etapa de sintese dos MILs foram utilizados metanol e etanol (99,9%)
grau LC/MS da marca Merck (Darmstadt, Alemanha), cloreto de cobalto(ll)
hexahidratado (99,9%), cloreto de trihexil(tetradecil)fosfénio (97,7%),
1,1,1,5,5,5-hexafluoroacetilacetona (99%) e hidréxido de amoénio (30%) da
marca Sigma Aldrich (Missouri, EUA). Cloreto de niquel(ll) hexahidratado
(99%) e cloreto de manganés(ll) tetrahidratado (99,9%) da empresa Exodo

Cientifica (Brasil).

3.1.2 Procedimento sintético

O procedimento de sintese foi realizado no Laboratérios Central
Analitica e no 301 de Quimica, ambos no prédio 1 da UFCSPA. Foram
sintetizados trés MILs hidrofébicos de baixa viscosidade, seguindo a proposta
de Pierson e colaboradores [18]. A estratégia de sintese (figura 5) ocorreu,
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inicialmente, pela sintese dos anions a base de hexafluoroacetilacetonato
(hfacac) contendo metais de transi¢ao incluindo Co(ll), Ni(ll) ou de Mn(ll) e, em
uma segunda etapa, o emparelhamento do cation trihexil(tetradecil)fosfénio

([Ps,6,6,147]) com o anion correspondente, formando assim o MIL.

- F -
FLF  FULF
1. 1 equiv. NH,OH Ay OF
Primeira etapa: ) T )
P E D| T E 2. 1/3 equiv. MCl; . Fory N /, A F
Sintese da M NH, F M .
Fr Fr F d o F
M = Co, Mn, Ni L F P FF )
1a, 2ae 3a
[Psg51al” [hfacac]
AT
CiHg
Segunda etapa: CyzHz — Ao O
1 equiv. PgaaysCl A p* F : \ / ] £
Formacé&o do MIL \.,-\C ; A 0 —jy-° .
MeOH, T b., 12h Mg F RN F
a, 22 3a + o e, Cth o A
Cation [Pegs14’] B P FEo

MIL1,2e3

Figura 5. Rota de sintese dos MILs a base de Cobalto, Manganés e Niquel.

O procedimento sintético envolveu a mistura de 10 mmol de hidroxido de
amonio, 10 mmol de hfacac com 3,3 mmol do metal correspondente (cloreto de
cobalto(ll) hexahidratado, cloreto de niquel(ll) ou cloreto de manganés(ll)
tetrahidratado), em etanol, a temperatura ambiente, por 12 h.

Em seguida, o sal de hfacac de metal de aménio foi adicionado a 1 mmol
do sal de cloreto de fosfonio purificado e dissolvido em metanol (a temperatura
ambiente, por 12 h). Finalmente, apos algumas etapas de lavagem com éter
dietilico e evaporacdo do solvente, os MILs de ([Pss.6,14"][Mn(Il)(hfacac)z]),
([Ps.6.6,147][ Ni(Il)(hfacac)s]) e ([Ps.6.6,147][Co(ll)(hfacac)s™]) foram obtidos.

3.2 CARACTERIZACAO MILs

Apos a sintese dos MILs a caracterizacdo foi realizada por um
espectrometro de massas micrOTOF-Q™ Il (Bruker Corporation, Alemanha) e
os dados foram processados utilizando o software Data Analysis e HyStar™.

Foi realizada injecdo direta dos MILs (concentracdo de 1,0 ng/mL) diluido em
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acetonitrila grau LC/MS da marca Merck (Darmstadt, Alemanha). As anélises
foram realizadas com ionizacdo por ESI e os parametros como modo de
ionizagao, temperatura, fluxo de gases, energia de colisdo e energia do capilar
ja haviam sido previamente estabelecidos para os compostos estudados.

Sendo assim, o espectrdmetro de massas foi operado com 0s seguintes
parametros otimizados: no modo de ionizacdo positivo; a energia do capilar,
5500 V; temperatura de secagem, 250° C; fluxo de gas de nebulizacédo, 3.0 bar;
fluxo de gas de secagem, 9,0 L/min; tempo de transferéncia idnica, 35 us;
energia de fragmentacéo 0 eV; e intervalo de massa monitorado, m/z 50 — 500,
adquirido com uma frequéncia de aquisicao de 1 Hz.

E no modo de ionizacdo negativo; a energia do capilar, 4500 V;,
temperatura de secagem, 200° C; fluxo de gas de nebulizacao, 3.0 bar; fluxo de
gas de secagem, 8,0 L/min; tempo de transferéncia ibnica, 120 us; energia de
fragmentacdo O eV; e intervalo de massa monitorado, m/z 50 — 800, adquirido

com uma frequéncia de aquisi¢cao de 1 Hz.
3.3 METODO DE EXTRACAO

3.3.1 Adaptacéo do sistema de extracao

Neste projeto, a técnica de extracdo envolvendo SDME foi utilizada.
Entretanto, uma pequena adaptacao foi realizada nos septos dos frascos para
permitir uma configuracdo estavel. Desta forma, foram utilizados frascos
(volume de 2,0 mL) com tampa de polipropileno e septos de silicone nos quais
pequenos magnetos foram inseridos. Na Figura 6, ilustra-se a adaptacao
realizada neste estudo, com a utilizacdo do magneto através do septo da

tampa de um frasco.

.....
s
.....

Figura 6. Esquema utilizado para a adaptacéo para o uso de magnetos.
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3.3.2 Plataforma de Extracao

Através da adaptacdo realizada na tampa dos frascos, também foi
desenvolvida uma plataforma de extracdo para comportar multiplas extracées
de forma simultédnea, sob agitacdo constante. Assim, foi utilizado um agitador
Orbital Shaker — AG-200 (Comecta) com os frascos acomodados em uma

bandeja (Figura 7).

Vials

Bandeja

---------- Orbital Shaker

Figura 7. Plataforma de extracdo desenvolvida para este estudo.

3.3.3 Técnica de Extragdo SDME-MIL

A microextragdo em gota Unica foi a técnica de extracdo escolhida
utiizando os MILs como solvente de extragdo no processo. A SDME
geralmente compreende duas etapas: a de extracdo e de dessorcdo. Na figura
8, é apresentado um esquema exemplificando as diferentes etapas do método,
assim como, a ordem dos processos executados.

Primeiramente, um pequeno volume de MIL foi colocado na extremidade
dos magnetos ja adaptados aos frascos. ApOs iSso 0s magnetos contendo a
fase extratora foram mergulhados na solugéo contendo o DNA para a etapa de
extracdo/captura. Nesta etapa, o sistema foi colocado sob agitacdo constante e
uma série de amostras pode ser analisada simultaneamente. Apdés um
determinado tempo, o0 sistema de agitacdo foi desligado e os magnetos
contendo os MILs enriquecidos com o DNA capturado foram colocados em um
tampédo (Tris-HCI, pH 8) para a etapa de dessorcdo do DNA. Por fim, este
tampéo foi conduzido para a PCR convencional e, os produtos da amplificacéo

foram avaliados por eletroforese em gel.
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Figura 8. Esquema da técnica de SDME utilizando MILs como extrator.
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Ao longo deste estudo, algumas alteracbes foram realizadas nas
condicOes de extracado/dessorcao, para uma melhor resposta da metodologia,

de acordo com os experimentos realizados (Tabela 1).

Tabela 1. Alteracdes nas condi¢des de extracéo ao longo do trabalho.

Etapa Condigbes Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8
Tris HCI Tris HCI MiliQ MiliQ MiliQ MiliQ MiliQ MiliQ
Solugdo pH& pHE = - = - = -
Extragio L5mL L5mL LsmL 1,5mL L5mL L5mL 1,5mL 1,5mL
Volume MIL 6L 10 pL 6,5 pL 6,5 pL 6,5 pL 6,5 pL 6,5 pL 6,5 pL
Tempo 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
Agitagdo 200 rpm 200 rpm 200 rpm 200 rpm 200 rpm 200 rpm 200rpm 200 rpm
Tris HCI Tris HCI Tris HCI Tris HCI Tris HCI Tris HCI Tris HCI Tris HCI
Solucio pH& pHE pH& pHE pHE pHE pHE pHE
Dessorgdo 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
Tempo 1 min 20 min 20 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
Agitagio n 70 rpm 70 rpm 70 rpm 70 rpm 70 rpm 70 rpm 70 rpm

As condigéo de extragao/dessorcao consideradas ideais foram:
a) na etapa de extracdo: tempo de extracdo de 30 minutos, sob agitacéo
de 200 rpm, volume de MIL de 6,5 pL (como solvente de extracdo) e 1,5 mL de

amostra (inicialmente agua ultrapurificada e, posteriormente urina, sangue ou

saliva).
b) na etapa de dessor¢cdo: apos realizar a etapa de extracdo se retirou a

tampa do frasco com magneto e se transferiu para o frasco com a solugcédo de
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dessorcado. Essa etapa foi realizada com o tempo de 10 minutos, com agitacéo

de 70 rpm e, com solucéo de Tris-HCI de pH 8,0 e volume de 200 pL.

3.4 AMOSTRAS E PREPARO

3.4.1 Solugdes

Nos primeiros experimentos foi utilizada como amostra agua
ultrapurificada em sistema Milli-Q® (com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C),
marca Millipore (Massachusetts, USA), fortificada com DNA nas concentragdes
entre 50,0 ng/mL e 15,0 pg/mL. O DNA utilizado para fortificar as amostras foi
obtido através de extragcdo de sangue total por extracdo convencional (3.4.2).

Posteriormente, foi utilizado a extracdo de amostras complexas de
saliva, sangue total e urina e/ou fortificadas (na concentracao de 1 pg/mL). As
coletas foram realizadas em voluntérios efetivamente participantes como
autores deste estudo de acordo com o protocolo aprovado pelo CEP da
UFCSPA (5.235.870).

3.4.2 Obtencéo do DNA utilizado para os testes do sistema proposto

Para obtencdo de DNA de sangue total fresco, foi utilizada a técnica de
Lahiri e Nurberger, 1991, comumente utilizada no laboratério de Biologia
Molecular da UFCSPA, traduzido e adaptado pela prof2 Vanessa S. Mattevi.

Inicialmente foram coletados 5 mL de sangue total em um tubo
vacutainer contendo EDTA (EDTA 15%) e transferido para um tubo Falcon de
15 mL, com a adicdo de 5 mL de solucdo TKM1 (10mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM
KCI; 10 mM MgCI2; 2mM EDTA). Também foram adicionados 200 pL de
Nonidet P-40 e misturado por inversdo vérias vezes. Posteriormente foi
centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Na
sequéncia, foi retirado o sobrenadante e, o pellet lavado com 5 mL de TKM1 e
centrifugado novamente (processo repetido por 3 vezes). O pellet foi
ressuspendido em 800 pL de solugdo TKM2 (10mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM
KCI; 10 mM MgCI2 ; 2mM EDTA,; 0,4M NacCl) e transferido para um eppendorf
de 1,5 mL.
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Foram adicionados 50 pyL de SDS 10% e incubado por 20 minutos a 55
°C, Em seguida, foram adicionados 300 pL de NaCl 6 M e o tubo centrifugado
em microcentrifuga (12.000 rpm) por 15 minutos.

O sobrenadante foi coletado e adicionado 2 volumes de etanol 100% a
temperatura ambiente. Apds, se inverte o tubo varias vezes até o DNA
precipitar. Por fim, o DNA precipitado € removido com uma pipeta de Pasteur

com gancho na ponta, e ressuspendido em 500 uL de TE.

3.5 ANALISES ENVOLVENDO QUBIT

Devido a rapidez e facilidade nas andlises, primeiramente optou-se por
avaliar a eficiéncia das extracdes de DNA utilizando o fluorometro Qubit. O
aparelho Qubit™ Fluorometer (Invitrogen), com o kit de ensaio Quant-iT™
dsDNA HS, foram utilizados para quantificacdo do DNA extraido de método
convencional e nos primeiros ensaios de extracdo SDME-MIL de amostras de
agua fortificadas com DNA.

Os ensaios foram realizados de acordo com as especificagbes do
manual do kit do equipamento. Inicialmente, uma solucédo de trabalho (ST) foi
preparada contendo a sonda de DNA e o buffer fluorométrico em uma
proporgao de 10:200 (190 pL do buffer de fluorometria e 1 yL da sonda).

A solucéo de calibracao foi preparada diariamente com dois pontos de
leitura, com solucdo de calibracgo 1 e 2 (50 ng/mL e 60 pg/mL,
respectivamente), com 190 pL de ST e 10 pL do respectivo calibrante,
totalizando 200 pL. Para a analise das extracdes, foi utilizado 1 pL de amostra
com 199 pL de ST, totalizando 200 pL. Todas as leituras foram realizadas em
tubos transparentes de 0,5 mL de parede fina, especificos para leitura em
Qubit™,
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3.6 PCR CONVENCIONAL

3.6.1 Instrumentacéo

Foi utilizado um termociclador PCR 2720 (Applied Biosystems) para
amplificacdo do BRAF. O Mesmo se encontra no Laboratério de Biologia

Molecular da UFCSPA localizado do Prédio 3 da Instituicao.

3.6.2 Reagentes e padrdes

Para realizacdo da PCR, foi utilizado o kit Platinum™ Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen). A escolha dos primers forward
(CTTCATAATGCTTGCTCTGATAGGA) e reverse (C AGG GCC AAA AAT TTA
ATC AGT GGA) para o gene BRAF se deu em virtude da pronta disponibilidade
e por se tratar de um ensaio ja testado no laboratério de Biologia Molecular da
UFCSPA.

3.6.3 Procedimento experimental

A andlise molecular foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular da
UFCSPA. Para amplificacdo do gene BRAF foi preparado um mix de 25 pL
para cada amostra testada, contendo: 2,5 pL do buffer (1x), 1 uL MgClz (2 mM),
0,2 pL dNTPs (200 uM), 1,25 uL de cada primer (0,5 uM), 0,2 uL da enzima
Taq (1 U) e 17,6 uL de agua ultrapura tipo I. Foi adicionado 1 pL da amostra ao
mix. O termociclador foi programado da seguinte forma: temperatura inicial de
94°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 s,

anelamento a 58°C por 30 s e polimerizacdo a 72°C por 1 min.

3.6.4 Eletroforese

Para leitura dos resultados foi realizada uma eletroforese em TBE 1X. A

cuba permaneceu ligada por 30 minutos a 80 V.
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4. RESULTADOS

4.1 SINTESE DOS MiLs

Os primeiros resultados obtidos correspondem, em ordem cronoldgica, a
etapa de sintese. Trés MiLs foram obtidos: ([Psse6,147][Ni(ll)(hfacac)s]),
([Ps.6,6,147][Mn(Il)(hfacac)s7]) e ([Ps.6.6.147][Co(Il)(hfacac)s7]), observados na figura
9.

Figura 9: Primeiros MiILs sintetizados neste estudo. Da esquerda para a direita
([Ps.6.6,14*1[Ni(Il)(hfacac)s]), ([Ps.s.6.24 1[MN(Il)(hfacac)s™]) e ([Pss.6.147[Co(ll)(hfacac)s™).

4.2 CARACTERIZACAO DOS MiLs

Na etapa de caracterizacdo foram obtidos os espectros de massa de
cada porcao correspondente dos MILs sintetizados, as porcdes anibnica e
catibnica. A massa exata da porcdo anidnica [Ni(ll)(hfacac)s™]) € de 679,84
g/mol (figura 10), formula estrutural CisHsNiF180s, com ionizagéo realizada em
ESI —, sendo observado o m/z 678,7889 ([M-H]*). A massa exata da porgéo
catibnica [Pess14] € de 483,85 g/mol (figura 11), com a formula estrutural

Cs2HesP*, com ionizagao realizada em ESI *, sendo observado o m/z 483,5546.
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Figura 10. Espectro de massa da porcao anidnica [Ni(ll)(hfacac)z™]), 1,0 ng/mL.
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Figura 11. Espectro de massa da porcéo catidnica [Pess14*], 1,0 ng/mL.

A massa exata da porcao anionica [Mn(Il)(hfacac)z7]) é de 676.08 g/mol

(figura 12), férmula estrutural Ci1sHsMnF1806, com ionizagéo realizada em ESI -

, sendo observado o m/z 675,8548 ([M-H]*). A massa exata da por¢ao catidnica

[Pess14*] € de 483,85 g/mol (figura 13), com a formula estrutural Cs2HesP*, com

ionizagao realizada em ESI *, sendo observado o m/z 483,5393.
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Figura 12. Espectro de massa da porcéo anidnica [Mn(ll)(hfacac)s]), 1,0 ng/mL.
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Figura 13. Espectro de massa da porc¢éo catidnica [Psss14*], 1,0 ng/mL.

Por fim, a massa exata da porcao anidnica [Co(ll)(hfacac)s™]) € de

680,08 g/mol (figura 14), férmula estrutural CisH3CoF180s, com ionizagao

realizada em ESI —, sendo observado o m/z 679.8604 ([M-H]*). A massa exata

da porcdo catibnica [Pess14’] € de 483,85 g/mol (figura 15), com a formula

estrutural Cs2HesP*, com ionizagéo realizada em ESI *, sendo observado o m/z

483,5546.
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Figura 14. Espectro de massa da porcao anidnica [Co(ll)(hfacac)sT), 1,0 ng/mL
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Figura 15. Espectro de massa da porg¢éo catidnica [Pess14*], 1,0 ng/mL.

Adicionalmente, algumas caracteristicas foram observadas, como a cor
correspondente a cada MIL (figura 16), seguindo a ordem, o MIL a base de
niquel apresentou cor verde, o MIL contendo manganés apresentou cor
marrom claro e, o MIL contendo cobalto mostrou-se laranja escuro. Na figura
1l6a se observa a presenca da resposta magnética do MIL
([Ps.6,6,14*][Co(Il)(hfacac)s™]) aderido a um magneto apds ser retirado de uma
solugdo aquosa e, na figura 16b, os MILs ([Pss,s.14][Ni(ll)(hfacac)s™]) e
([Ps.6,6,147][Mn(Il)(hfacac)s7]), também aderidos a um magneto, mas em solugéo

aguosa e, neste caso, mostrando o seu carater hidrofébico.

Figura 16. (a) MIL a base de cobalto aderido em um magneto e, (b) MILs a base de niquel e

manganés imersos em solu¢édo aquosa.
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4.3 EXTRACOES UTILIZANDO QUBIT

Na tabela 2, estdo dispostos os primeiros resultados dos experimentos
de extracdo em solugéo aquosa fortificada com DNA. Pode ser observado que
foram obtidos resultados positivos apenas no experimento de numero 2, para a
duplicata utilizando o MIL contendo cobalto (50 ng/mL) e, no experimento de

numero 3, utilizando o MIL com manganés (50 e 100 ng/mL).

Tabela 2. Primeiros dados de extracdo com andlise por Qubit.

Concentragdo  Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

MIL (fortificado) Rendimento Rendimento Rendimento Rendimento
Cobalto 50 ng/mL - 14,30%

Cobalto 50 ng/mL - 26,60%
Cobalto 100 ng/mL -
Cobalto 100 ng/mL -
Mangan&s 50 ng/mL - - 13,90%

Manganés 50 ng/mL - - 16,30%
Manganés 100 ng/mL - - 8,70%
Manganés 100 ng/mL

Niguel 50 ng/mL

Miguel 50 ng/mL

Niguel 100 ng/mL
Niguel 100 ng/mL

Tendo em vista estes resultados, foram avaliadas concentracdes
maiores de DNA para verificar a viabilidade nas extracdes. Na tabela 3,
resultados de experimentos utilizando solucdo aquosa (dgua ultrapura) com
maior concentracdo de DNA (500 ng/mL e 1,0 pg/mL). Neste caso, ndo foram

obtidas respostas positivas para a extragao/captura de DNA.

Tabela 3. Resultados de andlise por Qubit com amostras mais concentradas.

Concentragdo Experimento 5 Experimento &
MIL (fortificado) Rendimento Rendimento
Cobalto 500 ng/mL
Cobalto 500 ng/mL
Cobalto 1pg/mL *
Cobalto 1 pg/mL *
Manganés 500 ng/mL
Manganés 500 ng/mL
Manganés 1pg/mL *
Manganés 1pg/mL *
Niquel 500 ng/mL
Niquel 500 ng/mL -
Niguel 1pg/mL *
Niguel 1pg/mL *
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Apés alguns ajustes na metodologia, foram novamente testadas
extracoes. Na tabela 4, resultado de extracBes utilizando agua ultrapura
fortificada com 50 ng/mL de DNA como solucéo de extracao.

Tabela 4. Resultados de analise por Qubit com método ajustado.

Concentragdo Experimento 7 Experimento 8

MIL (fortificado) Rendimento Rendimento
Cobalto 50 ng/mL 37,30% -
Cobalto 50 ng/mL 78,70% 8,00%

Mangan&s 50 ng/mL 20,00% -

Manganés 50 ng/mL - -
Miguel 50 ng/mL 14,70% -
Miguel 50 ng/mL 155,20% 20,00%

4.4 EXTRACOES DE SOLUCAO FORTIFICADA - PCR

Apos algumas dificuldades encontradas nas analises envolvendo Quibit,
foram avaliadas extracdes com analise por PCR. Na figura 17, o primeiro
resultado qualitativo por PCR convencional sendo avaliado por eletroforese em
gel de agarose para a amplificacdo do Gene BRAF, onde se utilizou o MIL
([Ps.,6,6,14*][Ni(ll)(hfacac)s”]), e como amostra utilizou-se agua ultrapura
fortificada com DNA (230 pares de bases), em triplicata nas concentracdes de
50 ng/mL (A) e 1,0 pg/mL (B).

Figura 17. Resultados das extracGes utilizando analise por PCR/Eletroforese. (C+ e C-
correspondem aos controles positivos e negativos, e extracdo com MIL a base de Ni com
amostras na concentragdo de (A) 50 ng/mL e (B) 1,0 pg/mL).
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Posteriormente, utilizando-se também &gua ultrapurificada fortificada
com DNA (230 pares de bases), foram feitas novas extracbes em diferentes
concentracbes e MILs distintos (Figura 18). Novamente, resultado satisfatorio
para o MIL ([Pse66,14*][Ni(ll)(hfacac)s™]) na concentracdo de 50 ng/mL (B). Além
disso, resultado positivo também foi obtido para o MIL
([Ps.6,6,147][Co(Il)(hfacac)s™]) para a duplicata da concentragédo de 100 ng/mL (A)
e, para o MIL de ([Ps,6,6,14"][Mn(Il)(hfacac)s7]) nas duplicatas das concentragdes
de 50 (C) e 250 ng/mL (D).

(A) (B) (€)

Figura 18. Resultados positivos nas extragfes avaliadas em diferentes concentracdes. (C+ e
C- correspondem aos controles positivo e negativo, (A) extracdo com MIL a base de cobalto
com amostras na concentracdo de 100 ng/mL, (B) extragcdo com MIL & base de niquel com
amostras na concentracdo de 50 ng/mL e, extragdo com MIL a base de manganés com

amostras na concentracéo (C) de 50 e (D) e 250 ng/mL).

4.5 APLICACAO EM MATRIZES COMPLEXAS

Na sequéncia, apds os resultados positivos obtidos com a utilizagéo de
uma solucao de extracdo composta por agua ultrapura, foi realizado o teste da
metodologia de extracdo SDME-MIL em amostras biologicas (Figura 19). Neste
experimento foi utilizado o MIL ([Pss614*][Ni(ll)(hfacac)s”]) como solvente de
extracdo. Neste caso, as seguintes amostras foram avaliadas em triplicata: a)
saliva, b) saliva fortificada com 1 pg/mL de DNA, c) urina, d) urina fortifica com
1 pg/mL de DNA, e) sangue total fresco e, f) sangue total fortificado com 1
Hg/mL de DNA.
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A amostra de saliva fortificada apresentou resultado positivo para a
triplicata e, a amostra de saliva (sem fortificacdo) mostrou resultado satisfatorio
para duas extracbes. As amostras de urina, inclusive a fortificada, né&o
apresentaram resultado satisfatorio nesta avaliagdo. Além disso, a amostra de
sangue fortificado apresentou duas extracdes com resultados positivos, da

mesma forma que o sangue fresco.

Figura 19. Resultados observados em amostras biolégicas (CN1: controle negativo da SDME-
MIL, CN2: controle negativo da PCR, C+: controle positivo e, amostras em triplicata de (A)
saliva, (B) saliva fortificada com 1 pg/mL de DNA, (C) urina, (D) urina fortifica com 1 pg/mL de

DNA, (E) sangue total fresco e, (F) sangue total fortificado com 1 pug/mL de DNA.
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5. DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS MILS

Neste estudo, foram sintetizados MILs com estrutura a base do cation
Pe66147, emparelnados com o anion hfacacc e com a incorporagcao dos
componentes paramagnéticos niquel, manganés e cobalto, conforme descritos
por Pierson e colaboradores em 2017. As estruturas foram confirmadas através
de caracteristicas observadas e confrontadas na literatura [18], como cor,
aspecto e propriedade magnética. Além disso, resultados experimentais
utilizando-se a espectrometria de massas permitiram a elucidagéo estrutural
inequivoca da estrutura quimica dos MILs estudados.

Este é um equipamento hibrido com analisadores de massa sequenciais,
composto por um sistema quadrupolo-tempo-de-véo (quadrupole-time-of-flight,
QTOF), configuracdo que favorece o ganho de seletividade do método e que é
utilizado em espectrometria de massa alta resolucdo (high resolution mass
spectrometry, HRMS), assim, possibilitando encontrar a massa exata de um
composto em andlise [12]. Desta forma, pode-se estabelecer que a sintese e
caracterizagao dos MILs foram realizadas com sucesso.

5.2 TECNICA SDME-MIL NA EXTRACAO DE DNA

Neste trabalho  foi proposto a utilizacéo dos MiILs
([Ps.6,6,14" ][Mn(Il)(hfacac)z]), ([Ps6.614"] Ni(ll)(hfacac)z]) e
([Ps.6,6,14"][Co(Il)(hfacac)s™]) como solvente de extragdo na técnica SDME, para
extrair DNA de solucdo aquosa fortificada e de amostras bioldgicas,
consideradas de grande complexidade, tais como, saliva, sangue e urina.

A SDME-MIL, em comparacdo aos meétodos tradicionais que utilizam
solventes organicos (fenol/cloroférmio, por exemplo), como solvente de
extracdo, apresenta grandes vantagens especialmente por necessitar de
baixos volumes de solvente de extracdo. Além disso, ndo necessita de varias
etapas de processamento da amostra e ndo requer o uso de centrifugacgéao.
Neste estudo, a metodologia empregada utilizou 6,5 pyL de solvente por

extracdo realizada, mostrando-se ambientalmente amigavel e, além disso,
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necessitou de poucas etapas em sua aplicacdo, proporcionando uma
metodologia rapida e pratica. Outro fator importante, esta relacionado ao baixo
custo da técnica tendo como comparagdo metodologias que empregam SPE
por exemplo.

Recentemente, alguns estudos vém mostrando a capacidade de
diferentes MILs de realizarem extracfes de acidos nucleicos em diferentes
amostras e diferentes técnicas de extracdo. Os primeiros estudos datam 2015
e apresentaram a associacdo dos MILs com as técnicas DDE e SDE, e a sua
capacidade de extracao de DNA bacteriano de solucéo fortificada [3, 63], e com
as técnicas DLLME e ITO-MIL [16, 59, 64]. Também s&o encontrados estudos
na literatura que mostraram o uso de MILs na extracdo de DNA gendmico de
plantas com as técnicas ITO-MIL [61] e DLLME [66] e, de DNA bacteriano em
amostras de leite fortificadas [65].

Posteriormente, Emaus et al. 2018 [11] utilizaram o modelo DLLME-MIL
e SDME para extrair dsDNA de solucdo aquosa (sem interferentes) e
enriquecida com DNA (gene KRAS). O método aplicou os MILs utilizados neste
estudo [Ps,6,14 ][Ni(hfacac)s], [Ps,s,6,14"][Co(hfacac)s7], [Ps6,6,147][Mn(hfacac)s],
e 0 MIL de [Ps;s,6,14"][Dy(hfacac)”]. Neste estudo, foram utilizados os tempos de
extracdo de 20 minutos (SDME) e 2 de minutos (DLLME) e volume de MIL de 6
HL. Na proposta descrita nesta dissertagao, o tempo de extragéo utilizado foi de
30 minutos o qual permitiu extracdes satisfatérias. Tendo em vista que o estudo
€ basicamente qualitativo até o momento, salienta-se que podem ser utilizadas
ferramentas quimiométricas para otimizar a extracdo em futuras investigacoes
envolvendo PCR em tempo real.

De modo geral os métodos que utilizam MILs associados com a técnica
de DLLME apresentam tempo menor para a etapa de extracdo, com a variacao
entre 30 segundos e 3 minutos [11, 16, 55, 58, 65], assim como, em alguns

casos, a necessidade de uma etapa de lavagem [16, 65].
5.3 — NOVA ESTRATEGIA DE EXTRAGCAO
Este estudo consiste na primeira proposta a associar o uso dos MILs

como solventes para a microextragcdo de DNA através de uma plataforma que
permite multiplas extragdes. Outras metodologias usando MILs para extracdo
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de DNA que foram recentemente publicadas se baseiam em extracdes Unicas,
0 que deixa 0 processo mais lento tendo em vista que o analista necessita
realizar as extracdes de uma amostra a cada vez [55-58, 67]. Este fato € de
extrema importancia, particularmente para laboratorios que necessitem realizar
analises em larga escala.

A estratégia de andlise apresenta a perspectiva de potencializar a
aplicacdo do método para a analise simultdnea de diversas amostras.
Observou-se que até 48 frascos podem ser acomodados na plataforma
proposta de modo que possam ser submetidos simultaneamente as
extracOes/dessorcdes. Além disso, essa configuracdo pode ser aprimorada de
forma muito simples por meio da confeccdo de um modelo semiautomatizado
gue permita analises simultdneas. Um ponto que merece destaque é a
possibilidade concreta do desenvolvimento de um sistema impresso em 3D que
funcione como base para os magnetos.

Como pode ser observado, este projeto foi um primeiro passo para a
obtencdo de novas configuracbes que permitam a extracdo de DNA com alta
frequéncia analitica. Neste sentido, enfatiza-se a ampla gama de
aplicabilidades que surgem em inUmeras areas. Em particular, podem ser
consolidadas estratégias ambientalmente corretas e de menor custo para a

extracdo/captura de acidos nucleicos em diferentes matrizes.

5.4 — DIFICULDADES ENCONTRADAS EM ANALISES POR QUBIT

O estudo inicial com Qubit foi muito importante no inicio do trabalho pela
rapidez na andlise que o equipamento oferece, possibilitando a geracdo de
grande volume de dados em pouco tempo. Contudo, as inconsisténcias dos
dados e o calendario apertado (em funcdo da pandemia) fez com que o
percurso do trabalho seguisse com as analises confirmatérias e qualitativas por
PCR/Eletroforese, para uma posterior continuidade e otimizagdo com gPCR.
Tais inconsisténcias foram observadas com a ndo reproducéo dos dados frente
a inumeros testes. Assim, diversos pontos foram explorados com o intuito de

tentar melhorar as respostas observadas.



a7

As principais incertezas foram investigadas e relacionadas aos tempos
de extracao, volume de solvente extrator e concentracdo de DNA nas amostras
estudadas. Em relagdo aos tempos de extracdo e de dessorcdo, observou-se
que acima de 50 minutos e abaixo de 10 minutos, respectivamente,
apresentavam auséncia de resultado. Outra condicdo também observada foi o
volume de MIL, onde se constatou que o volume de 6,5 UL seria 6timo para
usar neste modelo de extracdo, pois volumes maiores ndo foram bem
estabilizados na extremidade do magneto, o que fez que quantidades de MIL
fossem perdidas em agitacdo e ficassem aderidas no frasco. Outra questéo foi
vista sobre as concentracbes de amostras analisadas, diversas concentracoes
(de 50 ng/mL até 15 pg/mL) foram testadas, mas em nenhum momento se
conseguiu reproduzir os poucos resultados positivos. Desta forma, tendo em
vista essa falta de reprodutibilidade nas extracfes, optou-se pelas analises

envolvendo PCR convencional.

5.5 — ANALISES ENVOLVENDO PCR CONVENCIONAL

Os primeiros resultados obtidos com anélise de PCR convencional foram
promissores e foram reproduzidos pelos trés MILs sintetizados neste trabalho.
Primeiramente, os resultados foram obtidos para a extragdo de DNA em &gua
ultrapurificada, sem interferentes, e em diferentes concentracbes de
fortificacdo. Este resultado qualitativo corrobora os dados observados na
literatura [11, 53] da capacidade dos MiLs de extrairem DNA de solucao
aquosa.

Apoés os resultados positivos observados em amostras sem a presenca
de interferentes, o método SDME-MIL foi testado em amostras biologicas
complexas. Tal resultado foi muito importante, pois diferentemente de estudos
publicados recentemente na literatura que realizaram extracbes em amostras
sem interferentes, ou em amostras bioldgicas artificiais ou diluidas, este
método foi capaz de extrair DNA de amostras extremamente complexas como
saliva e sangue total sem necessidade de preparo prévio destas amostras.

Curiosamente, as amostras de urina nao apresentaram respostas

satisfatorias para o fragmento de DNA analisado. Este fato pode ocorrer devido
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a presenca de alguns componentes nesta matriz que podem inibir a
amplificacdo da PCR ou dificultar a interacdo do DNA com o MIL. De acordo
com a literatura, a interacdo das MILs com o DNA é baseada principalmente
em mecanismos eletrostéticos, portanto a presenca de alto teor de sal pode ter
influéncia nesse tipo de matriz.

Em geral, a estratégia experimental apresentou resultados interessantes
em termos de sustentabilidade, estabilidade e eficiéncia de extragdo também
utilizando matrizes biolégicas complexas sem nenhum pré-tratamento. Mais
importante, essa configuracdo abre novos horizontes para inumeras
aplicacbes, uma vez que a frequéncia analitica da metodologia é
substancialmente maior em comparacdo com estudos relatados anteriormente
envolvendo MILs e analise de acidos nucleicos [55-57, 67]. Este trabalho esta
sendo escrito na forma de Short Communication para ser avaliado na revista
Journal of Chromatography A (F.I. 4,601) conforme Apéndice | deste
documento.

Adicionalmente, entende-se como caminho natural a sequéncia dos
estudos na verificagdo da viabilidade de uma metodologia de analise
guantitativa como por exemplo gPCR que, inicialmente, foi listada como um dos
objetivos desta investigacdo, mas que nao foi alcancada em funcdo do
afastamento das atividades de laboratério com o inicio da pandemia da Covid-
19. Contudo, tais testes serdo realizados em breve.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho MILs formados pelo cation Ps6,6,14" € pelo anion hfacac™
contendo em sua estrutura os metais Ni, Mn e Co, foram sintetizados,
caracterizados e aplicados como fase extratora na técnica de SDME-MIL para
a captura de DNA. O método mostrou-se capaz de extrair DNA de amostras
consideradas complexas, tais como saliva e sangue total, mostrando que o
método de extracdo teve resultados satisfatorios mesmo sem a realizagdo de
uma otimizagdo completa da técnica.

Adicionalmente, o método desenvolvido foi aplicado com sucesso em
uma nova estratégia experimental. Neste caso, uma forma de extracéo
projetada ao longo deste trabalho envolveu a possibilidade de mudltiplas
extracdes simultaneamente, fato que até o momento é considerado inédito para
a pesquisa relacionada a utilizacdo de MILs em técnicas de extracdo de
biomoléculas como DNA e RNA.

Além disso, também cabe salientar que a metodologia proposta
apresenta aspectos interessantes quando comparada com métodos
convencionais de extracdo de DNA, pois ndo necessita de varias etapas e
procedimentos, ndo ha necessidade de etapas de centrifugacdo e requer o
emprego de somente alguns microlitros de solventes como fase extratora,
assim, mostrando concordancia com o0s principios da quimica verde.

Diante do exposto, este trabalho apresenta como perspectivas a sua
continuidade em direcdo a técnicas de analise por meio da quantificacdo do
DNA extraido, como gPCR. Este passo é de grande importancia para
possibilitar a otimizacdo e validagcdo desta metodologia para as diferentes
amostras bioldgicas testadas. Além disso, existe em paralelo, a possibilidade
de investigar a proposta de um sistema impresso em 3D que permita a
alocacdo dos magnetos e facilite a analise simultanea de uma série de

amostras.
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Abstract

This study describes a novel and straightforward experimental strategy for the extraction
of DNA using magnetic ionic liquids (MILs) coupled to polymerase chain reaction
(PCR). Particularly, a multiwell-based platform was firstly examined to allow for
simultaneous extractions in order to increase the analysis throughput of the experimental
workflow. This configuration was comprised of a series of magnetic pins attached to the
sample vial caps in which the magnetic extraction phases were suspended for a single
drop microextraction (SDME) approach. Using this configuration, multiple extractions
were able to be successfully performed involving the analysis of BRAF gene in aqueous
samples. Moreover, the potential of this experimental strategy was exploited in raw

samples of saliva, blood and urine without any pretreatment as proof-of-concept.

Keywords: sample preparation; microextraction; magnetic ionic liquids; DNA; high-

throughput analysis.
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