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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a estrutura da molécula de DNA foi publicada em 1953 pelos
cientistas J.D. Watson e F.H.C. Crick, em uma edicdo da revista Nature. Porém,
evidéncias do DNA como material responsavel pela informagdo genética de um
individuo surgiram muito antes. Em meados da década de 1880, ja se pensava no
nacleo celular servindo como sede da hereditariedade e que a cromatina (ou
cromossomos) era(m) o material genético, propriamente dito (Scheid et al, 2005). A
partir dessas descobertas, houve um crescente interesse em descobrir as bases
genéticas de diferentes doencas como, diabetes, doencas cardiovasculares e,
especialmente, diversos tipos de canceres e tumores (Hansen et al., 2007, Nedel et
al., 2009).

Entretanto, a fim de estudar o papel da genética nas doencas e regimes
medicamentosos, DNA gendmico de alta qualidade e quantidade deve ser obtido, de
modo que grandes volumes de testes possam ser aplicados (Richards, 1993;
Garcia-Closas, 2001; Beckett, 2008). Historicamente, a fonte mais comum de DNA
para fins de investigacdo clinica e pesquisa sdo amostras do sangue periférico, as
quais fornecem ndo apenas células nucleadas contendo DNA, mas numerosos
agentes fisiologicos contidos no plasma (Hansen, 2007). Essas amostras
normalmente conferem um rendimento minimo de 30 ug de DNA/mI, o que os torna
a fonte mais adequada para uma série de analises genéticas (Herradez, 2008).

Contudo, a coleta de sangue é dificil em estudos epidemiolégicos onde os
participantes podem estar distantes do local onde o estudo estd sendo realizado.
Além disso, a coleta sanguinea envolve realizacdo de procedimento invasivo, com a
perfuracdo de tecido utilizando-se agulha, o que pode contribuir para a ndo adesao a
pesquisa. Para realizar este método um assistente meédico é necessario (por
exemplo: enfermeiro); uma vez que a amostra é coletada ela € recolhida,
armazenada e transportada o que pode representar um importante problema
logistico. Ademais, had o risco das amostras possuirem algum tipo de agente
infeccioso como os virus HIV e da hepatite. Em resumo, a extracdo de DNA do



sangue € morosa e cara (Richards, 1993; Walker, 1999; Cao, 2003; Hansen, 2007;
Saab, 2007; Beckett, 2008; Herraez, 2008; Nedel et al., 2009).

Os novos avancos nas técnicas de biologia molecular, especialmente ligados
ao desenvolvimento da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), permitiram o uso de
pequenas quantidades de DNA para fins genéticos (Nedel et al., 2009), permitindo
obter DNA a partir de diferentes fontes além do sangue periférico, tais como: sangue
da polpa do dedo, tecidos parafinados, urina, esperma, raiz de cabelo, secrecéo
nasal e especialmente, de células bucais (Richards, 1993). Contudo, todos o0s
métodos possuem as suas limitacdes, por exemplo, 0 sangue da polpa do dedo é
um método ainda invasivo (Lema, 2006); tecidos parafinados podem apresentar
problemas como fragmentacdo do DNA devido a fixagdo com formalina, degradacao
do DNA alvo devido a longos periodos entre a remocao cirirgica e a fixacdo do
tecido, o tipo e duracdo do meétodo de fixacdo ou a auséncia de quantidades
detectaveis de DNA nas amostras (Cao, 2003).

Assim, este trabalho visa realizar uma breve revisdo acerca dos métodos mais
utilizados na extracéo de DNA de células bucais.

2. MATERIAL E METODOS
Para a realizacédo do trabalho foram consultadas as principais bases de dados
nacionais e internacionais, onde por fim foi utilizado como referéncia o PubMed pela
qualidade dos artigos. Os descritores utilizados foram “Buccal cells”, “DNA
extraction” e “DNA collection”. Como o0 grupo ja possui dois artigos publicados na
area a selecédo dos artigos foi realizada baseada no conhecimento prévio da equipe.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencdo de DNA de células bucais também tem as suas limitagbes, o
rendimento e a quantidade de DNA obtido é mais baixo que aquelas obtidas de
sangue periférico (Walker, 1999; Beckett, 2008); além disso, amostras de células
bucais podem apresentar um numero grande de DNA exdgeno, como o DNA
bacteriano, uma vez que a cavidade oral € abundantemente colonizada por uma
gama de microorganismos, que poderiam ser co-extraidos com o DNA humano
(Herraez, 2008). Contudo, a coleta de células bucais € um método nao invasivo e,
portanto melhor tolerado por adultos, criangcas e individuos portadores de
deficiéncias. Em um estudo recente, com uma coorte de enfermeiras
dinamarquesas, cada grupo de enfermeiras foi solicitado a fornecer amostra de
sangue, amostra de células bucais coletadas por swabs, cartdes FTA e saliva, onde
a taxa de adesédo foi respectivamente 31, 80, 76 e 72% (Hansen, 2007). Cabe
salientar que o método de coleta ndo requer um assistente médico treinado e os
participantes podem auto-coletar as amostras e destina-las aos laboratorios de
pesquisa e analise, podendo eles mesmo remeté-las por correio. Aléem disso, a
propria técnica é de simples realizacdo e barata, quando comparada aos outros
meétodos (Garcia-Closas, 2001; Saftlas, 2004; Beckett, 2008; Nedel et al., 2009).

A fim de extrair DNA, primeiro € necessario coletar células bucais. Este passo é
muito importante uma vez que o tipo de coleta escolhido pode interferir na
quantidade e qualidade do DNA obtido. Dois tipos de procedimentos sao utilizados,
O Seco que usa escovas citoldgicas, swabs ou outros utensilios utilizados para
raspar a mucosa oral; e o método Uumido que consiste em bochechar liquido na
cavidade oral e cuspir-lo em um copo coletor (Figura 1) (Saab, 2007; Nedel et al.,
2009).



A coleta de células bucais com escovas citologicas tem fornecido um
rendimento de DNA de 1-7,5 pg/escova citoldgica (Saftlas, 2004), coletas com
swabs de algoddo forneceram 1,3-3,8 pg/swabs (Garcia-Closas, 2001),
enxaguatorios bucais 25,9-57,3ug/10-ml de enxaguatério (Garcia-Closas, 2001). A
maioria dos estudos que evolvem a coleta de células bucais e subsequiente extracao
de DNA usa escovas citoldgicas e enxaguatérios bucais como método de coleta
(Saftlas, 2004).

A coleta com escovas citolégicas consiste em atritar a escova ha mucosa oral
por um periodo de tempo, onde a mucosa jugal (Figura 2) é a regiao de eleicdo em
muitos estudos (Saftlas, 2004). Saftlas et al. propds, como um método alternativo, a
coleta de células bucais na regido de fundo de sulco (regido localizada entre a linha
gengival superior e a mucosa do labio superior e a mucosa jugal), em funcédo da
maximizacdo da area de contato entre a escova citologica e a mucosa. Em um
estudo recente, Nedel et al. (2009) também demonstraram que o fundo de sulco é
uma boa fonte para a obtencédo de DNA.

Figura 1 — Demonstracéo da coleta de Figura 2 — Demonstracdo de coleta de
células bucais utilizando o método umido. células bucais com escova citolégica.

Os primeiros estudos envolvendo o método umido para a coleta de DNA, para
uso em reacdes de PCR, utilizaram solu¢fes salinas como enxaguatoérios bucais. As
amostras eram congeladas ou processadas imediatamente apOds a coleta. Outro
estudo avaliou a estabilidade das amostras coletadas com 0 mesmo enxaguatorio,
no entanto as armazenou por sete dias a temperatura ambiente, condicdo em que as
amostras ficam suscetiveis em coletas que envolvem o envio pelo correio. Este
estudo indicou que amostras armazenadas a 25°C e 37°C tendem a ter grandes
quantidades de DNA de alto peso molecular em comparacdo com amostras que sao
armazenadas a temperaturas mais baixas (-20°C e 4°C), sugerindo a presenca de
DNA de origem bacteriana (Garcia-Closas, 2001).

Em outro estudo foi proposto o uso de exaguatorios que continham alcool, o
gual seria mais apropriado para a auto-coleta e envio por correio em casos de
estudos epidemiolégicos. Foi demonstrado que a amostra coletada com exaguatorio
contendo alcool e mantido a temperatura ambiente ou a 37°C por sete dias ndo
afetou o rendimento de DNA ou a habilidade de amplifica-lo com PCR, quando
comparado com amostras mantidas a -20°C (Garcia-Closas, 2001). Assim, a
utilizacdo de exaguatérios contendo alcool tem sido aplicado com sucesso para a
coleta de células bucais com o0 método umido.



4. CONCLUSOES

A partir da presente revisao é possivel concluir gue ambos os métodos (Umido
e seco) sao efetivos para obter DNA de boa qualidade e quantidade. Contudo,
ambos possuem vantagens e desvantagens, o método Umido possui um rendimento
meédio de DNA superior, fragmentos maiores de DNA e uma maior porcentagem de
DNA humano, contudo requer mais passos para a extracdo, € mais trabalhoso e
com um maior custo. Em contrapartida, 0 método seco é simples, com melhor custo-
beneficio, e é considerado menos sensivel aos longos periodos de armazenamento
a temperatura ambiente, o que pode ser crucial em estudos multicéntricos. Assim, a
escolha por um método ou outro deve estar baseada nos objetivos que se deseja
alcancar, por exemplo, tamanho do primer que se deseja utilizar, ou ainda a
populacdo que vai ser estudada, uma vez que, por exemplo, as criangas ndo podem
utilizar o método umido em que sejam empregados exaguatdrios contendo alcool.
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