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Resumo:

O acido desoxirribunocleico (DNA) esta presente no nucleo de todas
as células do organismo, com excecdo das hemacias. Trata-se de uma
molécula na qual estdo contidas informa¢fes Unicas dos individuos. Por
isso, a utilizacgdo do DNA € importantissima nos estudos de genética
molecular em humanos. No entanto, a escolha do método adequado para
extracdo do DNA é dificil uma vez que inumeros fatores estdo envolvidos
como custo-eficacia, tempo, biodisponibilidade de reagentes e
equipamentos, pureza e concentracdo de DNA desejado. Por essa razao,
esta pesquisa teve como objetivo determinar a metodologia adequada de
extracdo de DNA (Técnica de salting-out x Biopur®) para cada polimorfismo
de genes de resposta imune estudado no laboratério. Os resultados
mostraram que as concentracdes obtidas pela técnica de salting-out foram
superiores quando comparados a técnica de Biopur®, embora o produto da
digestéo visualizado em gel foi equivalente ao comparar as duas técnicas.

Introducao
Muitos testes genéticos envolvidos em estudos de doencas humanas

necessitam da utilizacdo do DNA gendmico extraido de amostras de sangue.
Essa extracdo do &cido nucleico € tida como um passo fundamental em
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procedimentos laboratoriais requeridos para realizar mais e novas pesquisas
moleculares (1). De fato, a extracdo a partir de amostras biologicas é o
primeiro passo para realizar diversas técnicas moleculares tais como a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), deteccdo de mutacbes e
genotipagens (2). A escolha do método ideal de extracdo do DNA deveria
englobar os seguintes critérios: ser sensivel, consistente, rapido e facil de
usar, apresentar minimos riscos ao pesquisador e ao sujeito da pesquisa,
ser um método com zero ou minimo risco de contaminacdo cruzada das
amostras e, 0 mais importante, que no final, possa obter amostras puras de
DNA (3). Infelizmente, ndo ha um método de extracdo que atenda todas a
essas exigéncias em um mesmo protocolo. Por isso, é essencial escolher o
método mais adequado de acordo com cada estudo (4).

Materiais e Métodos

Nessa pesquisa foram usadas amostras de buffy-coat, as quais foram
extraidas pelo kit de coluna Biopur® e pelo método modificado de Salting-
out. A pureza e concentracdo de DNA foram verificadas pelo aparelho
Nanodrop®. As amostras foram testadas pela técnica de PCR-RFLP e PCR-
SSP para cada polimorfismo de genes de citocinas (IL8, IL17 e TNF) e HLA-
B*27, respectivamente.

Resultados e Discussao

As amostras extraidas por salting-out e pela técnica de Biopur®
foram, primeiramente, avaliadas com relacdo a concentracdo de DNA obtida
(Tabela 1). As concentracdes de DNA obtidas foram superiores em todas as
amostras extraidas (N=35) pela técnica de salting-out quando comparadas
com as extraidas pela técnica de Biopur®.

Tabela 1. Comparacdo das concentracbes de DNA e relagcdo 260/280
obtidas na dosagem pelo Nanodrop entre as amostras extraidas pela
Técnica de Salting-out x Biopur®.

Salting-out Biopur®
Concentragao  260/280 Concentragao  260/280
(ng/pl) (ng/pl)

1 355,2 1,87 15,3 2,08

2 595,5 1,88 9,3 1,87
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3 1139,5 1,91 28,5 2,00
4 1271,8 1,89 8,6 2,06
5 819,0 1,90 9,6 2,06
6 1018,8 1,91 8,6 2,00
7 1675,2 1,88 27,7 1,65
8 721,3 2,03 20,2 2,35
9 901,4 1,94 12,6 1,89
10 1080,4 1,91 13,4 1,96
11 1164,3 1,91 31,2 1,73
12 1144,0 1,91 46,4 1,59
13 956,5 1,93 11,2 1,93
14 1069,3 1,93 7,8 2,14
15 1161,3 1,91 13,6 1,98
16 811,1 1,95 25,7 1,74
17 486,3 1,91 15,1 2,11
18 178,6 1,84 26,3 1,83
19 846,1 1,90 32,8 2,09
20 106,5 1,86 12,8 1,96
21 318,7 1,80 10,9 2,28
22 231,3 1,84 41,7 1,89
23 1176,8 1,86 59,9 1,90
24 151,1 1,81 17,3 2,06
25 452.6 1,86 42,8 1,50
26 417 1,89 17,8 1,67
27 94,9 1,77 16,5 2,00
28 82,4 1,89 8,4 1,78
29 161,5 1,90 10,7 1,83
30 38,0 1,81 13,5 2,55
31 92,0 1,79 19,5 1,76
32 149,6 1,92 21,3 1,77
33 128,4 1,89 14,2 1,93
34 187,1 1,81 25,3 2,52
35 160,8 1,85 22,4 1,69
Conclusdes

A técnica de Salting-out forneceu concentracdes de DNA muito
superiores as obtidas pela técnica de Biopur, conforme visualizado na
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Tabela 1. Entretanto, para a extracdo do DNA pela Técnica de Salting-out
foram necessarios 200uL de cada amostra, ja pela Técnica de Biopur®
foram necessarios 100 pL de cada amostra. Porém, com a concentracdo de
DNA obtida pelo Salting-out é possivel dilui-lo e assim o volume final para a
realizacdo de testes e se necessario, repeticdes é superior ao volume final
obtido pelo Biopur®. Ao analisarmos o tempo desprendido para a realizacao
da extracdo do DNA, nota-se que a técnica de Biopur® é muito mais rapida
guando comparada ao Salting-out. Sob o aspecto financeiro, deve-se levar
em conta que a técnica de Biopur é mais cara que o método de Salting-out.

Embora as concentracfes obtidas pela técnica de Biopur® foram
inferiores as concentracdes padronizadas necesséarias para genotipagem
das citocinas, isso nao interferiu na visualizacdo das bandas no gel de
digestéo das citocinas IL8, IL17, TNF e HLA-B*27. Portanto, em se tratando
de economia de tempo, a técnica de Biopur® mostrou-se vantajosa.
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