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Efeito dos anticoagulantes na reação em cadeia da polimerase (PCR) em 
amostras de equinos. 

 
Effect of anticoagulants on the polymerase chain reaction (PCR) in equine 

sample.  
 
Resumo 

A biologia molecular permitiu muitos progressos na medicina veterinária e a 
fonte de DNA mais frequentemente usada é o sangue, o qual pode ser coletado com 
diferentes anticoagulantes, apesar do EDTA ser o mais utilizado. A fim de fornecer 
dados sobre a viabilidade da amostra caso seja enviado com outros anticoagulantes, 
o presente estudo tem o objetivo de analisar a influência do tipo de anticoagulante, 
tempo de armazenamento e tipo de armazenamento na amplificação por PCR de 
DNA extraído de sangue equino. Amostras de sangue venoso foram colhidas em 
tubos contendo EDTA, Heparina de Lítio, Citrato de Sódio e Fluoreto de Sódio e 
foram submetidas a diferentes condições de tempo e armazenamento. As extrações 
de DNA foram realizadas utilizando kit comercial DNeasy Blood & Tissue da 
QIAGEN® e os produtos foram quantificados pelo espectrofotômetro Nanodrop ND-
1000 Thermo® e avaliados em gel agarose 0,8% por eletroforese. Foram realizados 
ensaios de PCR convencional e os fragmentos foram analisados em gel agarose 
2,0%. O DNA extraído das amostras de sangue usando os quatro anticoagulantes 
expressou qualidade adequada do produto de PCR com o primer ASB 23 e nenhum 
apresentou inibição na PCR frente às diferentes condições. O tipo de anticoagulante 
e armazenamento que mais conferiu preservação da amostra foi o EDTA sob 
congelamento a -20ºC.  
 
Palavras-chave: PCR; anticoagulantes; sangue equino. 
 
 
Abstract 
 Molecular biology has allowed many advances in veterinary medicine and the 
most frequently used source of DNA is blood, which can be collected with different 
anticoagulants, although EDTA is the most used. In order to provide data on the 
viability of the sample if it is sent with other anticoagulants, the present study aims to 
analyze the influence of anticoagulant type, storage time and storage type on PCR 
amplification of DNA extracted from equine blood. Two venous blood collections 
were performed at different times and on both occasions in tubes containing EDTA, 
Lithium Heparin, Sodium Citrate and Sodium Fluoride. The samples were submitted 
to different storage conditions and were tested for the influence of time. DNA 
extractions were performed using QIAGEN's DNeasy Blood & Tissue commercial kit 
and the products were quantified by the Nanodrop ND-1000 Thermo 
spectrophotometer and evaluated in 0.8% agarose gel by electrophoresis. The 
samples were submitted to conventional PCR assays and the fragments were 
analyzed in 2.0% agarose gel. The DNA extracted from blood samples using the four 
anticoagulants expressed adequate quality of the PCR product with the ASB 23 
primer and none showed PCR inhibition under different conditions. The type of 
anticoagulant and storage that best preserved the sample was EDTA under freezing 
at -20ºC. 
 
Keywords: PCR; anticoagulants; equine blood. 
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1 Introdução 
 

A equideocultura cresceu significativamente nos últimos anos e apesar dos 
equinos influenciarem no manejo de bovinos nas fazendas, a utilização deles em 
práticas de lazer, na equoterapia, e principalmente nos esportes equestres, fez com 
que a população de equinos avançasse, gerando mais de 3 milhões de empregos e 
movimentando expressivamente o agronegócio brasileiro (MARCHIORI, 2018). Esse 
desenvolvimento fortaleceu a demanda da verificação de parentesco através de 
testes de DNA, com a finalidade de registrar raças equinas e estabelecer 
paternidade animal (IBIAPINA, 2021). 

Graças aos avanços da biotecnologia e genética animal, a disponibilidade de 
novas técnicas contribuiu para a identificação de possíveis anomalias genéticas e 
seleção de genes desejáveis ou indesejáveis (COELHO, 2009), colaborando com o 
melhoramento genético e possibilitando os estudos de variabilidade de genes em 
nível de DNA. Essas investigações podem ser realizadas com uso de marcadores 
moleculares, como os microssatélites (MARCHIORI, 2018). 

De acordo com a conferência ocorrida na Xi’an (China) em 2014, a 
International Society of Animal Genetics (ISAG) recomendou para identificação de 
genes em equinos, o uso do painel de marcadores de microssatélites Short Tandem 
Repeat (STR), pequenas sequências polimórficas que repetem ao longo do genoma 
do indivíduo, são eles: AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, 
HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, LEX3 e VHL20 (GASTALDO, 2017). 

A utilização desses marcadores foi relatada em estudos de investigação de 
genealogia de raças para melhoramento genético equino (SERENO et al., 2008), 
pesquisa do distanciamento genético de raças (COSTA et al., 2009), tipagem 
forense de DNA de equinos (VAN DE GOOR et al., 2010) e verificação de 
parentesco e identificação individual (LEE; CHO, 2006); (IBIAPINA, 2021). 

Por ser uma molécula estável, o DNA é muito utilizado em pesquisas 
moleculares, e uma ferramenta muito utilizada na rotina laboratorial de estudos 
genéticos é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (HASS; TORRES, 2016). 
Para sua execução é necessário realizar extração de DNA, a qual é frequentemente 
realizada a partir de amostras de sangue (KOTIKALAPUDI; PATEL, 2015). 

O sangue destinado a testes moleculares pode ser acondicionado em 
diferentes anticoagulantes de rotina como o EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), 
heparina sódica/lítica, citrato de sódio e fluoreto de sódio, importantes para a 
preservação da amostra na escolha do exame desejado. O mais utilizado para 
extração de DNA a partir do sangue é o EDTA, pois possui capacidade de inibir a 
ação da DNase e não modifica a concentração de DNA (KOTIKALAPUDI; PATEL, 
2015). Além disso, é utilizado em outros exames de rotina como os hematológicos e 
citológicos, exames para detecção de CD4 + /CD8 + e carga viral (SBPC/ML, 2014). 

Na literatura há descrições sobre o efeito inibitório da heparina sódica, porém 
citrato de sódio, EDTA e heparina de lítio demonstraram boa amplificação 
(DJORDJEVIC et al., 2006), em contrapartida, um outro estudo observou a 
interferência do citrato, alcançando resultados negativos da PCR (GARCÍA et al, 
2002). Ademais, cada um desses aditivos pode afetar a composição da proteína no 
plasma e, portanto, pode haver a interferência na utilização dessas amostras em 
análise proteômica e genômica (TUCK et al., 2009). 

A heparina, apesar de muito utilizada na rotina hematológica de répteis, 
análises citogenéticas e bioquímicos do plasma (SBPC/ML, 2014), pode ligar-se à 
molécula de DNA no processo de purificação e inibir a atividade da Taq polimerase 
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na PCR, não sendo indicada para estes testes (KOTIKALAPUDI; PATEL, 2015). 
Estudos prévios que buscaram entender o efeito do anticoagulante heparina, 
observaram que há a inibição da amplificação pela heparina (YACOTA et al., 1999), 
tanto em testes de identificação de genes infecciosos (WANG et al., 1992); 
(PARDOE; MICHALAK, 1995); (GARCÍA et al, 2002), quanto em estudos genéticos 
(DJORDJEVIC et al., 2006).  

Por outro lado, já foi observado que na amplificação do gene utilizado em 
diagnósticos de doenças genéticas em bovinos, a heparina não interferiu na reação 
(KOTIKALAPUDI; PATEL, 2015). Ou seja, além de todos os critérios supracitados 
que afetam a reação, o gene de interesse utilizado e a espécie do animal também 
pode influenciar no efeito da heparina. 

Além dos anticoagulantes, outros fatores também podem afetar a estabilidade 
das amostras biológicas como agentes estabilizantes, ácido ascórbico, glutationa, 
ácido metafosfórico, temperatura durante o armazenamento, seja a curto ou longo 
prazo, coleta e processamento da amostra, podendo degradar o DNA (HOLLAND et 
al., 2003). O tempo antes do processamento inicial também pode influenciar 
dependendo do objetivo do estudo e da estabilidade do componente, assim como a 
esterilidade das amostras, sendo essa uma condição que pode resultar em falsos 
resultados, caso haja contaminação (HOLLAND et al., 2003).  

Apesar do EDTA ser o anticoagulante mais utilizado em análises genéticas, 
não se pode descartar a possibilidade de envio de amostras acondicionadas em 
outros tipos de anticoagulantes. Visando isso, esse trabalho torna-se importante no 
intuito de fornecer dados para que os laboratórios de biologia molecular tenham 
informações sobre a utilização da amostra em PCR. O objetivo deste trabalho é 
verificar a viabilidade do DNA extraído a partir de amostras de sangue coletadas em 
diferentes anticoagulantes, bem como, apurar o efeito do tempo e condições de 
armazenamento na realização da PCR. 
 
 
2 Metodologia 
 

A pesquisa foi elaborada no Laboratório de Reprodução Animal da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia, por meio de experimentos na área de biologia 
molecular.  
 
2.1 Coleta de sangue e armazenamento de amostras 
 

Foram realizadas duas coletas de sangue venoso em momentos distintos (22 
de fevereiro de 2022 e 15 de março de 2022), doravante denominadas grupos C1 e 
C2 respectivamente, de uma mesma égua na Fazenda Sucupira da Embrapa por 
meio da venopunção da jugular. As amostras foram colhidas em ambas as ocasiões 
em tubos contendo os seguintes anticoagulantes e suas respectivas capacidades 
(volume): EDTA K2 - 4 ml (FirstLab®), Heparina de Lítio - 6 ml (FirstLab®), Citrato 
de Sódio - 3,6 ml (VacuPlast®) e Fluoreto de Sódio + EDTA K3 - 2 ml (Vaccum®). 
Após a colheita, os tubos foram transportados até o Laboratório de Reprodução 
Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia sob refrigeração (4°C) em 
até duas horas após a colheita. 

As amostras de sangue venoso colhidas nos diversos anticoagulantes foram 
submetidas a diferentes condições de armazenamento - refrigeração (4°C) e 
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congelamento (-20°C) e foi testada a influência do tempo de armazenamento na 
qualidade do DNA extraído. 

As amostras de C1 foram acondicionadas sob refrigeração e submetidas à 
extração nos seguintes momentos: M0 (3 dias após a colheita); M1 (1 mês após 
colheita); M2 (2 meses após colheita) e M3 (3 meses após colheita). Já as amostras 
de C2, foram submetidas a uma extração inicial com a amostra ainda sob 
refrigeração três dias após a colheita (M0), considerando um ponto inicial de 
extração com a amostra ainda fresca e em seguida foi congelada (-20°C) passando 
por extrações nos seguintes momentos: M1 (1 mês congelado); M2 (2 meses 
congelado) e M3 (3 meses congelado). 
 
2.2 Extração, quantificação e amplificação do DNA por PCR 
 

As extrações de DNA foram realizadas de maneira igual para ambos a grupos 
utilizando kit comercial DNeasy Blood & Tissue da QIAGEN® de acordo com 
protocolo do fabricante. Após a etapa de extração, os produtos foram quantificados e 
sua qualidade foi avaliada quanto a pureza por meio da razão de absorbância 
260/280 de densidade óptica (DO) no espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 Thermo 
Além disso, a integridade do DNA das amostras foi analisada por eletroforese em gel 
de agarose a 0,8% de forma qualitativa utilizando 2uL do produto da extração por 
amostra. 

O DNA extraído foi submetido a ensaios de PCR convencional realizados em 
alíquotas com volume final de 20uL e com as seguintes concentrações dos 
reagentes: 2uL de DNA genômico (100 - 140 ng), 1x de Tampão 10x (Invitrogen®), 
1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen®), 0,4 mM de dNTP, 0,15 uM de cada primer, 1U de 
Taq polimerase (Platinum Invitrogen®) e água Mili-Q para completar o volume final.  

Os primers utilizados foram sintetizados com base no painel de marcadores 
microssatélites (STR) recomendado pela International Society of Animal Genetics 
(ISAG) Equine Core Panel 2014: Locus ASB 23 localizado no cromossomo 3 do 
genoma equino, a sequência FWD (GAGGGCAGCAGGTTGGGAAGG) e sequência 
REV (ACATCCTGGTCAAATCACAGTCC), podendo gerar fragmentos de 175 a 211 
pares de base (pb). 

As reações no termociclador (BIO-RAD T100 Thermal Cycler®) foram 
realizadas nas condições de desnaturação inicial a 95°C por 1 minuto e 30 
segundos, 40 ciclos (desnaturação 94°C por 20 segundos, anelamento 60°C por 30 
segundos e extensão 72°C por 40 segundos) e extensão final a 72°C por 3 
minutos. Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel 
agarose a 2,0% corado com Brometo de Etídio, com carga de 100 volts por 1 hora 
para que houvesse migração dos fragmentos de DNA, os quais foram visualizados 
utilizando transiluminador de luz Ultravioleta e o marcador 1kb DNA Plus Ladder 
Invitrogen®. 
 
 
3 Resultados e discussão 

A concentração de DNA (ng/uL) e a qualidade de todas as amostras obtidas 
por espectrofotometria foram registradas e avaliadas quanto a pureza através da 
relação 260/280 da Densidade Óptica e estão dispostas nas Tabelas 1 e 2.  
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Tabela 1 – Densidade Óptica (DO 260/280) do DNA extraído a partir de amostra de 
sangue total equino acondicionada em diferentes anticoagulantes do grupo C1 
(resfriado) e C2 (congelado). 
 

 EDTA Heparina Citrato de Na+ Fluoreto de Na+ 

Amostras C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 

M0 1,87 1,95 1,87 1,81 1,97 1,81 1,82 1,83 

M1 1,99 1,83 1,98 1,86 1,91 1,88 1,74 1,91 

M2 1,87 1,85 1,8 1,8 1,76 1,85 1,75 1,94 

M3 1,91 1,83 1,84 1,8 2,04 1,85 1,73 1,88 

Média 1,91 1,87 1,87 1,82 1,92 1,85 1,76 1,89 

Desvio 

Padrão  

±0,057 ±0,057 ±0,077 ±0,029 ±0,119 ±0,029 ±0,041 ±0,047 

Fonte: De autoria própria. 
 
 

Os dados da Tabela 1, mostram que as amostras do grupo C1 colhidas em 
EDTA e Heparina mantiveram a DO 260/280 próximo ao valor ideal 1,8 - 2,0 (GUHA 
et al., 2017) durante M0, M1, M2 e M3. Já o Citrato, apresentou valores fora da 
referência desejável a partir de M2 e o Fluoreto a partir de M1. Além disso, é 
possível observar que todas as amostras do grupo C2 se mantiveram dentro do 
valor da DO considerado ideal, indicando que o congelamento permite obter 
extrações com qualidade desejável. Este parâmetro é utilizado para indicar 
contaminação por proteína, fenol ou outros contaminantes que absorvem em 280 nm 
ou próximo disso (LUCENA-AGUILAR et al., 2016). 

No presente estudo, o anticoagulante e tempo de armazenamento não 
interferiram na pureza da amostra obtida para aquelas extrações realizadas a partir 
de sangue total refrigerado colhidas em EDTA e Heparina Lítica, ao contrário do 
observado nas amostras colhidas em Citrato e Fluoreto de Sódio, onde a partir do 
M2 (Citrato) e M1 (Fluoreto) apresentaram dados de pureza fora do desejado.  

Na literatura há uma carência de estudos que comparam qualidade e 
quantidade de DNA extraído de sangue tratado com os diversos anticoagulantes. Os 
valores da DO 260/280 obtidos em amostras refrigeradas colhidas em fluoreto, 
podem ser justificados pela associação dos dois sais, já que por ser um 
anticoagulante fraco e estar associado ao EDTA (BARRETO, 2021), ele 
possivelmente interferiu qualidade da amostra, uma vez que as amostras tratadas 
somente com o EDTA apresentaram bons resultados quanto a pureza. 
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Tabela 2 – Concentração (ng/uL) do DNA extraído a partir de amostra de sangue 
total equino acondicionada em diferentes anticoagulantes do grupo C1 (resfriado) e 
C2 (congelado). 
 

 EDTA Heparina Citrato de Na+ Fluoreto de Na+ 

Amostras C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 

M0 43 55 61 59 46 39 58 40 

M1 73 77 39 62 44 53 40 50 

M2 66 74 30 49 34 55 31 54 

M3 57 59 42 25 29 39 26 53 

Média 59,75 66,25 43 48,75 38,25 46,5 38,75 49,25 

Desvio 

Padrão  

±12,95 ±10,87 ±13,04 ±16,78 ±8,098 ±8,699 ±14,08 ±6,397 

Fonte: De autoria própria. 
 
 

Quanto à quantidade de DNA extraído, ao passar do tempo, observa-se que 
as amostras apresentaram diminuição da concentração, sugerindo a não 
preservação e diminuição de DNA nas amostras acondicionadas sob refrigeração. 
Apesar das amostras sob congelamento também resultarem em menos DNA nos 
diferentes momentos de extração, essa diminuição foi mais sutil, indicando que esse 
método tende a conservar melhor a quantidade de DNA na amostra. 

Na Tabela 2, observa-se que após congelamento, as extrações resultaram 
em produtos com melhores concentrações. Isso pode ser justificado pela maior 
recuperação de DNA genômico nas amostras congeladas, uma vez que, a baixa 
temperatura causa o rompimento dos leucócitos resultando em maior quantidade de 
DNA livre (GUHA et al., 2017).  

Em relação aos anticoagulantes, os dados obtidos mostram que as médias 
das amostras acondicionadas em EDTA tanto refrigerada (59,75 ± 12,95) quanto 
congelada (66,25 ± 10,87) foram superiores às obtidas nos demais anticoagulantes, 
esse achado corrobora com a literatura, a qual informa que o EDTA não modifica 
consideravelmente a concentração de DNA (KOTIKALAPUDI; PATEL, 2015).  

Quando consideramos o método de armazenamento das 
amostras, observamos que as congeladas apresentam médias superiores às das 
amostras resfriadas (Figura 1). Essa condição é relatada como o melhor método 
para preservação de amostras (HOLLAND et al., 2003), como também, na descrição 
de maiores concentrações de DNA, em comparação com amostras resfriadas 
(MOLER et al., 2021). 
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Figura 1 – Quantificação média das amostras resfriadas (C1) e congeladas (C2) em 
ng/uL, para avaliar a concentração do DNA com os diferentes anticoagulantes nas 
duas condições de armazenamento. 

 
Fonte: De autoria própria. 

 
 

Para conferir a integridade do DNA, as extrações foram analisadas por meio 
do gel agarose 0,8% (Figura 3, Figura 4 e Figura 5) e todas as amostras resultaram 
em bandas de intensidade variável, límpidas, sem degradação, contaminação por 
RNA e geração de microfragmentos condições que formariam “bandas de arraste” 
ou linhas inferiores às bandas esperadas. Estes achados demonstram a pureza e 
qualidade do DNA extraído (COSTA; MOURA, 2001). 
 
 
Figura 2 - Gel agarose 0,8% dos DNAs extraídos para a análise de qualidade das 
amostras C1 M0, C1 M1 e C1 M2. E: EDTA; H: Heparina; C: Citrato; F: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 
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Figura 3 - Gel agarose 0,8% dos DNAs extraídos para a análise de qualidade das 
amostras C1 M3, C2 M0, C2 M1 e C2 M2. E: EDTA; H: Heparina; C: Citrato; F: 
Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 

 
Figura 4 - Gel agarose 0,8% dos DNAs extraídos para a análise de qualidade 
das amostras C2 M3. E: EDTA; H: Heparina; C: Citrato; F: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 

 
 

As amostras extraídas foram submetidas a reação de PCR usando os primers 
ASB 23, para a verificação do efeito inibitório dos anticoagulantes EDTA, Heparina 
de Lítio, Citrato de Sódio e Fluoreto de Sódio, e da possibilidade da interferência da 
degradação gradual do DNA nas amostras refrigeradas. Nenhuma das variáveis 
(anticoagulante, tempo e armazenamento) foram capazes de inibir a PCR como 
observado nas Figuras 5, 6, 7, 8 e 9, tanto para o grupo C1 quanto para o C2. 
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Figura 5 - Fragmentos de PCR das extrações C1 M0 (3 dias refrigerado) com primer 
ASB 23 (175 - 211 pb). HEP: Heparina; CIT: Citrato; FLU: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 

 
Figura 6 - Fragmentos de PCR das extrações C1 M1 (1 mês refrigerado) e C2 M0 (3 
dias refrigerado - Controle + das amostras C2) com primer ASB 23 (175 - 211 pb). 
HEP: Heparina; CIT: Citrato; FLU: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 
 
Figura 7 - Fragmentos de PCR das extrações C1 M2 (2 meses refrigerado) e C1 M3 
(3 meses refrigerado) com primer ASB 23 (175 - 211 pb). HEP: Heparina; CIT: 
Citrato; FLU: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria.   
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Figura 8 - Fragmentos de PCR das extrações C2 M1 (1 mês congelado) e C2 M2 (2 
meses congelado) com primer ASB 23 (175 - 211 pb). HEP: Heparina; CIT: Citrato; 
FLU: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 
 
Figura 9 - Fragmentos de PCR das extrações C2 M3 (3 meses congelado) com 
primer ASB 23 (175 - 211 pb). HEP: Heparina; CIT: Citrato; FLU: Fluoreto. 

 
Fonte: De autoria própria. 

 
 

Apesar do n amostral ter sido pequeno, pode-se inferir que a concentração de 
DNA nos diferentes anticoagulantes apresentou uma tendência de diminuição ao 
passar do tempo nas amostras no C1, condição que não afetou na reação da PCR, 
da mesma forma que a redução do grau de pureza nas amostras tratadas com 
Citrato e Fluoreto também não inibiram a amplificação, visto que todos os 
fragmentos resultaram em bandas com intensidade semelhante, sem bandas 
inespecíficas e/ou de arraste. 

Na literatura, alguns estudos relatam o efeito inibitório na PCR dos Heparina e 
Citrato de sódio, dados que diferem dos achados do presente estudo (YACOTA et 
al., 1999); (PARDOE; MICHALAK, 1995); (WANG et al., 1992); (GARCÍA et al, 
2002). Por outro lado, Kotikalapudi & Patel (2015), obtiveram resultados 
semelhantes aos   encontrados neste trabalho, onde a heparina não inibiu a PCR. 
 
 
4 Conclusão 
 

O DNA extraído das amostras de sangue usando os quatro anticoagulantes 
expressou qualidade adequada do produto de PCR com o primer ASB 23 e nenhum 
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apresentou inibição na PCR frente às diferentes condições. O tipo de anticoagulante 
e armazenamento que mais conferiu preservação da amostra foi o EDTA sob 
congelamento a -20ºC. 

Esses achados são importantes para viabilizar a realização de testes 
genéticos por meio da PCR utilizando o marcador ASB 23, com amostras 
acondicionadas em diferentes anticoagulantes como Heparina de lítio, Citrato de 
Na+ e Fluoreto de Na+, dado que, a fase da extração é um ponto crítico dentro de 
ensaios moleculares. 

Dado a importância do tema, estudos futuros se fazem necessários para 
elucidar o efeito dos anticoagulantes, método e tempo de armazenamento na 
realização de estudos genéticos utilizando outros marcadores.  
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