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RESUMO

Umas das técnicas mais utilizadas para a anélise de doengas genéticas é a extracdo de
DNA para fins diagnosticos e de pesquisas. E a coleta das células da mucosa bucal por
meio de swab se mostra um método ideal, pois possui uma abordagem segura, indolor,
e eficiente para obtencdo de DNA. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi adaptar um
método de extracdo de DNA a partir de células da mucosa bucal baseado em pardmetros
de qualidade. Para isso, foi realizada a coleta da mucosa bucal de dez voluntarios com
swab para extracdo de DNA por meio do protocolo adaptado. Os parametros avaliados
foram a quantidade, integridade e pureza do DNA obtido. Ainda para avaliar a
aplicabilidade da técnica na amplificacdo de genes foi realizada a reacdo em cadeida da
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polimerase - PCR do gene da B-globina. O metodo de extracdo de DNA de células de
mucosa bucal adaptado apresentou DNA em quantidade suficiente, integridade e pureza
necessaria para amplificacdo em PCR. Os resultados ddo um parecer favoravel ao uso
da técnica em varios aspectos.

Palavras-chave: Coleta de amostra, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Swab Bucal.

ABSTRACT

One of the most used techniques to analyze genetic diseases is the extraction of DNA to
diagnosis and researches. And the collect of the buccal mucosa cells by swab shows itself
an ideal method, due to its safe, painless and efficient approach to obtain DNA. This way,
this work’s goal is to adapt a DNA extraction method by buccal mucosa cells based on
quality parameters. For that, it was made a collect of buccal mucosa of ten volunteers
with swab for DNA extraction by the adapted protocol. The parameters evaluated were
about quantity, integrity and purity of the DNA obtained. Still to evaluate the applicability
of the technique in genes amplification was made a chain reaction of polymerase — PCR
of the gene from B-globine. The adapted DNA extraction method of buccal mucosa cells
showed DNA in enough quantities, integrity and purity required to amplify in PCR. The
results give a positive feedback of the use of this technique in many aspects.

Keywords: Sample collection, Chain Reaction of Polymerase, Swab buccal.

1 INTRODUCAO

Diferentes amostras podem ser utilizadas para a obtencdo de DNA, sendo as mais
comuns o cabelo, unhas, esperma, 0ssos, sangue, tecidos, saliva, cultura celular, urina e
culturas de microrganismos (Correa et al., 2020). Entretanto, para o diagnostico de
doencas genéticas e parasitarias a partir da analise do DNA, é necessaria a coleta de
amostra proveniente do paciente, dentre as quais as comumente utilizadas sdo o0 sangue
periférico, material de bidpsia e células da mucosa bucal.

Certos métodos de coleta sdo invasivos e apresenta variada dificuldade para
pacientes como criangas, idosos, obesos, diabéticos e individuos sindrémicos. Ao lidar
com esses pacientes, € imprescindivel a utilizacdo de um método de coleta de amostra
que permita uma extracdo de DNA de rapida execucéo e de grande precisdao, mas que, ao
mesmo tempo, evite expor o paciente a riscos e desconfortos desnecessarios.

Geralmente, os pacientes sindrémicos e criancas possuem dificuldade em se
manter imoveis para a realizacdo de procedimentos invasivos, além disso, pacientes
idosos e obesos possuem dificil acesso venoso pela variagdo anatdmica e nestes casos a
coleta pode causar dor, ansiedade e estresse limitando a realizacdo do procedimento de

maneira adequada (Negri et al., 2012).
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Como alternativa aos métodos invasivos de coleta de amostra tem se a coleta de
células da mucosa bucal, geralmente obtida por raspagem das células epiteliais dessa
regido utilizando o swab bucal. Esse tipo de coleta diminui os perigos operacionais
presentes em um procedimento invasivo, tanto para o paciente como para o profissional
da saude, além de dispensar procedimentos para a coleta, acondicionamento e transporte
da amostra que sdo exigidos em, por exemplo, amostras de sangue.

Segundo as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e
Medicina Laboratorial-SBPC/ML (2010) para a coleta de sangue se faz necessaria a
presenca de um ambiente fisico organizado de forma apropriada, com equipamentos e
acessorios que garantem a seguranca e conforto do paciente. A SBPC/ML (2018) também
reforca a importancia da utilizacdo de materiais e condi¢cdes de transporte adequadas de
forma que a amostra nao sofra variacdo de temperatura e no tempo até processamento.

Assim, a coleta de amostra de células da mucosa por meio de uso de swab bucal
torna-se um método ideal para estes casos, se tratando de uma abordagem mais segura,
indolor, simples e eficiente, visto que tem se mostrado um método excelente para
obtencdo de DNA de elevado peso molecular (Lima & Medeiros, 2015). Em
contrapartida, um grande numero de protocolos de extracdo de DNA ¢é voltado para a
aplicacdo em sangue, sendo necessaria a adaptacao para execucao em células da mucosa
bucal.

A adaptacdo de um método a extragdo de DNA geralmente envolve uma série de
passos e reagentes utilizados que devem ser cuidadosamente escolhidos e suas
concentracdes precisamente determinadas a fim de simplificar o procedimento, com
ganho de tempo e a0 mesmo tempo garantir uma amostra de DNA em quantidade
suficiente com pureza e integridade para analises posteriores (Barea et al., 2004).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi adaptar um método de extracdo de

DNA a partir de células da mucosa bucal baseado em parametros de qualidade.

2 MATERIAL E METODOS

Foram convidados 10 voluntarios que concordaram na doacdo das amostras de
células da mucosa bucal e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE
(Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Cesumar — Unicesumar, Maringa — PR pelo registro 3.076.481 em 12 de dezembro de
2018).
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Os procedimentos foram realizados no laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Cesumar — Unicesumar, Maringé-PR.

Os voluntérios foram orientados a realizar enxadgue bucal com 10mL de &gua
destilada (Abréo et al., 2005). Em seguida foi feita a coleta de células epiteliais da mucosa
bucal com auxilio de dois swabs (duplicata) friccionando delicadamente a parte interna
da bochecha com 10 movimentos verticais repetitivos na parede anterior direita e
esquerda a fim de evitar qualquer reacdo vagal do paciente. Em seguida, a ponta dos
swabs foi cortada dentro de microtubos de 1,5mL contendo 500uL de tampéo TE (0,1M
Tris-HCI; 0,04M EDTA). As amostras foram acondicionadas em temperatura ambiente e
encaminhadas para o laboratério onde os microtubos foram agitados vigorosamente em
vortex por um minuto.

Para a adaptacdo do método de extracdo de DNA foi utilizada a metodologia
proposta por Abrao et al. (2005) com modificacdes. Com o auxilio de pinca esterilizada
a ponta do swab foi removida e descartada, as células foram centrifugadas por 1 minuto
a10.000 RPM e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 20uL de proteinase K (20
mg/mL), 250pL de agua ultrapura e 50uL de SDS a 10%, e realizado homogeneizacéo
manualmente por inversdo seguida de incubacdo a 56°C por 15 minutos havendo pausas
para homogeneizacdo rapida a cada 5 minutos. Em seguida houve resfriamento por 5
minutos em banho gelo e adicionados 120uL de NaCl (5M), realizada homogeneizacéo e
centrifugacdo por 10 minutos a 13.600 RPM. O sobrenadante foi transferido para novos
microtubos e 0 DNA precipitado com 1mL de etanol absoluto gelado. Esses microtubos
foram centrifugados a 13.600 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram
adicionados 500uL de etanol 70% também gelado e o pellet dissolvido por agitacdo
manual. O material foi centrifugado por 5 minutos a 13.600 RPM. Esta etapa foi repetida
e, apbs descarte do sobrenadante, os residuos do alcool foram evaporados por exposicédo
do microtubo ao ambiente. Ao final foram adicionados 50uL de tampdo TE e 0 DNA
congelado para analises posteriores.

Para comparar o método de extragdo de DNA obtido, as amostras também
passaram pelo método de extracdo de DNA, mas utilizando o kit comercial para extragcdo
em coluna de silica (MEBEP Bioscience).

Para avaliar a qualidade do método de extracdo de DNA foram utilizados 0s
parametros de quantidade de DNA, pureza e integridade por método indireto de
visualizagdo em gel de agarose e amplificacdo pelo método de Reacdo em Cadeia da

Polimerase - PCR.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 34697-34708 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

34701

As amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
coradas com brometo de etideo (0,83ug/mL) e comparadas a um Ladder de 1kb
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). A eletroforese foi realizada durante 50 minutos a
100V para uma boa distribuicdo do Ladder e melhor visualizacdo das amostras. Os
resultados foram visualizados em Transiluminador Ultravioleta e a imagem obtida
registrada em foto.

Na reacdo de PCR foi amplificdo o gene da B-globina (Bell et al., 1993). Foi
preparado um Mastermix de 50 uL com Green GoTaq Flexi Buffer 1X, 200uM de mix
de dNTPs, 0,5 uM de cada primer GH20 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3") e
PC04 (5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), 1,25 U de Taqg-polimerase (GoTaq,
PROMEGA), 5 pL de DNA na diluigdo de 1:50 em agua. A amplificacdo ocorreu em
Termociclador (Nova Instruments) com o programa de ciclagem de desnaturacdo inicial
a 95°C por 2 minutos, mais 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto, e extensao final a 72°C por 5 minutos. O amplicon esperado (262-
268pb) foi visualizado em eletroforese em gel de agarose a 3% utilizando um Ladder de
100pb (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Os resultados visualizados em

Transiluminador Ultravioleta e a imagem obtida registrada em foto.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de DNA é o primeiro passo na analise molecular e permite que
laboratdrios executem com eficiéncia os procedimentos de rotina como PCR e
sequenciamento. Neste estudo, o método de extracao de DNA adaptado, aliado ao uso de
células epiteliais da mucosa bucal como amostra, obteve DNA genémico de qualidade de
acordo com os parametros analisados, como demonstra a eletroforese apresentada na

Figura 1.
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Figura 1: Eletroforese de DNA gendmico de células epiteliais da mucosa bucal.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

15000pb
1500pb

500 pb

100pb

L: Ladder de 1Kb. 1 a 10: Amostras de DNA extraidas com o método utilizado. 11 e 12: Amostras de DNA
extraidas por kit comercial. Fonte: autores.

A pureza do DNA resultante da extracdo é um pré-requisito para qualquer analise
molecular (MARTINS; BARBOSA, 2020) e os resultados do deste estudo permite
verificar que ndo existe presenca de RNA ao final da corrida ou possiveis contaminagdes
com proteinas intracelulares. A pureza do DNA obtido nesta extracdo foi alcancada pelo
uso da proteinase K (Santos et al., 2018) e precipitacdo com NaCl (Abdel-Latif & Osman,
2017). A pureza do DNA é um pardmetro fundamental a ser considerado durante o
processo de extracdo de DNA, pois pode influenciar diretamente em analises posteriores
atuando como interferentes de reacdo (Liao & Liu, 2018). Estes contaminantes que
reduzem a pureza do DNA tem origem na contaminacdo cruzada ou por problemas no
protocolo de extragao que permitem que proteinas, RNA e outros compostos permanegam
da reacédo (Liao et al., 2017; Yang et al., 2018).

A contaminacado cruzada pode ser evitada com cuidados no uso de reagentes livres
de DNA e RNA, manuseio adequado de materiais e equipamentos, além do controle de
qualidade relacionado ao local de coleta e manuseio do coletor (Pinto et al., 2016). Ja a
contaminagdo com proteinas é evitada pelo uso de reagentes de precipitagdo como o
cloreto de sdédio, modulagdo da temperatura da reacdo ou aplicacdo de enzimas
degradadoras (Pereira et al., 2019). Nesse estudo, o0 uso da proteinase K, embora eleve o
custo do método, é considerado um reagente eficaz por promover desproteinizacdo de
maneira eficaz e uma alternativa segura comparada ao uso de reagentes de elevada
toxicidade como tiocianato de guanidina, fenol e cloroformio (Nascimento et al., 2017,
Qamar et al., 2017; Rodriguez et al., 2017).

A observacdo da auséncia de fragmentos de DNA também mostra que o DNA

extraido pelo método adaptado ndo apresenta degradagdo, ou seja, foi assegurada a
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integridade. O parametro integridade esta relacionado a auséncia de degradacdo no DNA
extraido. Na presenca de degradagdo existem riscos relacionados a auséncia de
amplificacdo durante a PCR resultando em falsos negativos (Santos et al., 2018). A
integridade neste estudo foi controlada também pelo uso da proteinase K e cloreto de
sodio como recursos gque evitam a acao de nucleases que podem clivar o DNA levando a
sua degradacdo e consequentemente interferéncias nas anélises posteriores (Silva et al.,
2013).

Em relacdo a quantidade de DNA, o metodo utilizado obteve quantidade de DNA
gendmico satisfatoria para sua visualizacdo na eletroforese. Embora quando comparada
ao kit seja inferior, é suficiente para realizacdo das técnicas de rotina em biologia
molecular. Pelo método indireto de comparagdo visual com o Ladder em eletroforese em
gel de agarose foi observado que as amostras de DNA extraidas possuem cerca de 80 a
140ng/uL, enquanto as amostras extraidas pelo kit de purificacdo de DNA possuem cerca
de 140ng/uL. Este resultado estd dentro do limiar desejado, pois o DNA resultante da
extracdo € utilizado em baixa concentracdo para evitar, por exemplo, que atue como
inibidor da enzima Tag-polimerase (Freitas-Lidani et al., 2019). Nesse sentido, as
amostras de DNA sdo comumente diluidas como apontado por Lucas et al.(2018) que
observaram bons resultados de amplificacdo em reacdo de PCR com amostras de DNA
em concentracgdo entre 50 a 190ng, sendo os melhores resultados obtidos a partir de cerca
de 90ng.

E importante ressaltar que pela anélise da eletroforese de extracdo de DNA é
possivel verificar uma variacdo na quantidade de DNA por individuo. Neste caso, a
variacdo pode estar relacionada a quantidade de células coletadas durante a coleta com
swab. Béaumer et al. (2018) observaram que a quantidade de células presentes em uma
amostra € um fator de interferéncia na obtencdo de DNA. E, de acordo com Piovesan et
al. (2019) a quantidade de DNA gendmico presente em uma célula humana é de cerca de
3,16 pg, sendo necessario para a execucdo de uma reacdo de PCR apenas 2-4ng
dependendo da dificuldade de execucdo do protocolo. Diante dos parametros analisados,
0 método de extracdo de DNA adaptado se mostra interessante para uso posterior em
analises moleculares. Assim, para avaliar a aplicabilidade do DNA extraido quanto a
realizacdo da PCR este parametro foi avaliado.

A PCR para o gene da B-globina mostrou eficiéncia de amplificacdo, utilizando-

se apenas 2,5uL de amostra de DNA diluida na proporg¢éo 1:50, apresentando uma banda
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de 260 pares de base, condizente com o esperado com os primers utilizados na reacdo
(Figura 2).

Figura 2: Eletroforese da PCR de gene da B-globina.
L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300 pb
200 pb
100pb

L: Ladder de 100pb. 1 a 10: Amostras de DNA extraidas com o método adaptado apds amplificagdo.
Fonte: autores.

Ressalta-se que uma reacdo de PCR ndo depende necessariamente de grandes
quantidades de DNA gendmico, visto que estudos forenses conseguem bons resultados
com baixa concentragdo inicial, como Resende et al. (2016), que aplicaram o
procedimento em amostras de até 4,24 ng/uL de DNA que resultaram em Otima
amplificacdo. Além disso, os pardmetros de pureza e integridade da amostra de DNA
devem ser levados em consideracdo também na amplificacdo (Obradovic et al., 2013).

A relevancia na adaptacdo desta técnica esta relacionada a facilidade de coleta,
mas também ao transporte destas amostras. A coleta de células da mucosa por meio de
swab é rapida, facil e indolor (Cavallari et al., 2017). Além disso, é uma coleta que possui
menos exigéncias em relacdo a estrutura do local da coleta, podendo ser realizada em
locais com menor acesso a condicdes laboratoriais como o domicilio, e em seguida
transportadas para o local onde sera realizada a extracdo sem comprometer a qualidade
da amostra. 1sso é uma vantagem em comparacdo a coleta de sangue venoso ou arterial,
que possui restricoes a fim de evitar 0s riscos inerentes a esse tipo de coleta e requisitos
mais especificos e controlados para a conservacao e transporte da amostra (SBPC/ML,
2010; 2018).

O processo de obtencdo de DNA envolve procedimentos complexos, que podem
combinar diferentes metodologias, propriedades e origens. Para a biologia molecular, este
processo é de extrema importancia, uma vez que a aplicabilidade do DNA extraido e

purificado é variada, podendo ser utilizado para a ciéncia forense, para a medicina
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diagnostica, estudos sobre doencas e processos metabolicos (Al Balawi et al., 2019;
Martinez et al., 2018).

As pesquisas e inovagOes tecnoldgicas em biologia molecular possibilitaram
inimeras técnicas e métodos para a realizacao da extracdo do DNA para fins de pesquisa
e, mais recentemente, aplicacédo no diagnostico de doencas (Nedel et al., 2009). As etapas
de extracdo e purificacdo do material genético sdo o ponto de partida para a aplica¢do
dessas técnicas, tendo em vista que métodos insuficientes de obtencdo de DNA podem
ser responsaveis por comprometer o desempenho de algumas dessas tecnologias (Bouso
& Planet, 2019).

Os resultados do método adapatado ddo um parecer favoravel ao seu uso para
diversos fins diagnosticos e de investigacdo genética, uma vez que permitem uma
extracdo de DNA rapida e eficiente e tém como produto um material que pode ser
aplicado a PCR.

4 CONCLUSAO

O presente estudo realizou a adaptacdo de um método de extracdo de DNA a partir
de células da mucosa bucal.

A metodologia adaptada permitiu uma extracdo satisfatoria, de concentracédo
compativel aquela extraida com kit comercial. Esse procedimento pode auxiliar na
escolha de métodos de extracdo de DNA pré-ensaios de PCR para fins de pesquisa e
diagnostico.

O DNA obtido por este método pode ser aplicado em reacdo de PCR, o que
significa que pode ser utilizado por laboratérios de biologia molecular na obtencéo de
diagndsticos genéticos por PCR, além de diversas outras aplicagdes.
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