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1 INTRODUCAO

Estudos populacionais epidemiolégicos tém buscado a construcdo de
biobancos de DNA para investigar o efeito dos genes combinado a exposicdes
ambientais sobre desfechos (KONI et al, 2011). O sucesso de estudos
epidemiolégicos genéticos esta estreitamente relacionado a obtencdo de
amostras de DNA com qualidade e quantidade (PEPLIES et al., 2010). Para a
obtencdo de material genético, técnicas menos invasivas tém sido adotadas
preferencialmente a venopunctura periférica, especialmente pela menor
logistica e facilidade de coleta.

Para avaliar a qualidade do DNA obtido, a técnica mais adotada é a
espectrofotometria de luz ultravioleta, onde € calculada a razdo entre as
leituras a 260nm e 280nm, com limites aceitaveis entre 1,6 e 1,8. Estudos
comparativos da qualidade do DNA obtido pela coleta de sangue e de saliva
confirmam que ambos manttm-se dentro dos limites recomendados
(FEIGELSON etal., 2001; WOO et al, 2007).

O Programa de Pés-Graduacdo em Epidemiologia da UFPel possui trés
estudos de coorte de nascimentos: a coorte de 1982, 1993 e de 2004, onde
todos os individuos nascidos na cidade de Pelotas (RS-Brasil) nos respectivos
anos, foram acompanhados e suas maes entrevistadas nas maternidades.
ApoOs 0 nascimento, os participantes das coortes também sdo acompanhados
em diferentes momentos de suas vidas, momentos onde sao coletadas
informacOes de carater demografico, bioldgico e socio-econdmico. A coorte de
1993 foi iniciada com 5.304 nascimentos ocorridos na zona urbana de Pelotas
(TOMASI et al, 1996). Os individuos desta coorte foram acompanhados com 1,
3, 6 e 12 meses; 4,11 anos e, mais recentemente, 14-15 anos (SILVA et al.,
2008).

Considerando a necessidade de reforcar os achados observacionais
resultantes da metodologia epidemioldgica classica, no acompanhamento dos
15 anos da coorte de 1993 foram coletadas amostras de saliva para obtencéo
de DNA, por onde a construcdo deste biobanco representou um passo
fundamental para o avango do grupo na area de epidemiologia genética. Para
determinacdo da qualidade do biobanco formado, é necessario a comprovagao

| da quantidade do DNA obtido, bem como a analise de fatores associados a
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este. Neste sentido, o presente trabalho objetivou analisar a quantidade de
DNA obtido no acompanhamento de 2008 da coorte de 1993, e sua associacéo
com variaveis socio-demograficas.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Durante o ano de 2008, os participantes do estudo de coorte dos
nascidos vivos no ano de 1993, na cidade de Pelotas (RS, Brasil) foram
entrevistados para coleta de dados sécio-demograficos e comportamentais, e
realizaram medidas antropomeétricas e clinicas. Nesta ocasido também foram
coletadas amostras bioldgicas de sangue da polpa digital e saliva. A coleta de
saliva foi realizada em 4.110 individuos através da utilizacdo do kit comercial
Oragene (DNA Self-Collection Kit- Genotek, Ottawa, Ontario, Canadd) para
obtenc&o de DNA gendmico.

O DNA foi extraido segundo a metodologia proposta pelo fabricante e
descrita por Silva et al. (2008). ApoOs esta etapa, as amostras de DNA foram
mantidas a -20°C, até sua avaliacdo quantitativa, a qual foi realizada por
espectrofotometria, utilizando o Espectrofotometro Nanovue Plus (GE
Healthcare®, Buckinghamshire, UK) (Figura 1), e 1L de cada amostra.

Figura. 1 - Espectrofotdmetro Nanovue Plus utilizado para a quantificagcdo de DNA das
amostras da coorte de individuos em Pelotas/RS-Brasil no ano de 1993.

Os dados espectrofotométricos do DNA foram gerados na unidade
ng/uL. Foi realizada analise de comparagdo de médias entre as variaveis sexo,
cor da pele (auto-referida) e nivel socioeconémico (categoria Brasil-CCEB- em
5 categorias, sendo A maior e E menor), obtidas estas do banco de dados da
coorte de 1993 referente ao acompanhamento dos 15 anos, utilizando o
programa STATA

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da avaliacado espectrofotométrica e da analise estatistica foram
obtidas as médias das variaveis de interesse (tabela 1).
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Observou-se, conforme os dados apresentados, diferencas entre as
médias gerais das concentragcdes de DNA conforme o sexo (p=0,000), sendo
maior nos individuos do sexo masculino. Relacdo em igual sentido foi
encontrada no estudo de Chang et al. (2011), onde foi utilizado sangue venoso
periférico. Uma vez que a taxa de leucdcitos sanguineos é maior em homens,
igual relagéo pode se refletir na mucosa oral, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo.

A quantidade média de DNA obtido variou segundo a cor da pele, sendo
maior nos individuos negros (p=0,000). No estudo de Chen et al. (2010) seus
achados vao de encontro ao que foi observado neste estudo, uma vez que em
sua pesquisa aponta uma maior concentracdo de DNA em individuos brancos.
Entretanto, mais estudos sédo necessarios para clarificar o presente resultado

Tabela 1. Comparagéo entre as médias de concentragéo de DNA quanto as variaveis sexo, cor
da pele autorreferida e socioecondémica.

Variaveis Meédia (+DP) P
Sexo 274,81 (+247,77) ,000
M 296,62 (+279,86)

F 254,01 (+210,66)

Cor da pele 273,62 (+244,50) ,000
Branca 263,02 (+226,26)

Preta 302,37 (+267,59)

Parda 287,81 (+281,49)

Nivel

Socioecondmico 275,22 (+248,27) ,048
262,45 (+203,13)
261,09 (+221,99)
289,78 (+259,63)
277,25 (+234,89)
285,18 (+308,65)

mooOw>»

Em relacdo a variavel nivel socioeconbémico, foram verificadas
quantidades maiores de DNA em amostras de individuos pertencentes ao nivel
mais baixo (E), conforme o Critério Brasil em Cinco Categorias (A,B,C e D).
Apoiamos nosso pensamento na publicacdo de Pollit et al (2008), onde é
explanada uma maior concentracdo de DNA na classe E pela maior taxa de
leucdcitos circulantes nesses individuos desta. Os presentes resultados
sugerem que, quando associamos a concentracdo de DNA as variaveis
propostas, um maior namero de leucécitos circulantes contribua para uma
maior concentracdo de DNA. Ainda assim, existem poucas publicacbes que
investiguem e suportem estas observacoes, indicando que maior investigacao
€ necessaria nesta area.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a utilizacdo do kit comercial Oragene
proporciona a obtencdo de quantidades satisfatorias de DNA para a construgcédo
de biobanco de DNA. Foi observada maior concentracdo de DNA em individuos
do sexo masculino, negros e da classe socioecondémica E.
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