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DNA e aperfeicoamento das técnicas de extraciao

DNA and improvement of extraction techniques

Valquiria Bueno

As técnicas de otimizagao da extragdo de DNA para
a utiliza¢@o na reacdo da polimerizagdo em cadeia (PCR)
tém permitido a investigacdo de diferentes amostras bio-
logicas mesmo quando o DNA esta presente em peque-
nas quantidades. Varios campos da ciéncia sdo beneficia-
dos com esse aperfeigoamento, como a medicina forense,
as investigagdes criminais, exclusdo de paternidade, a
busca de marcadores tumorais ou agentes infecciosos, ¢
o transplante de medula identificando a pega do enxerto.
Pontas de cigarro, saliva, esfregago bucal, soro, bulbos
capilares, entre outros, podem fornecer informagdes im-
portantes desde que analisados de forma adequada.

Neste volume, Barea e colaboradores, do Laborato-
rio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu —
Unesp, apresentam técnicas para a extragdo do DNA a
partir de amostras biologicas variadas incluindo material
de arquivo como tecido incluido em parafina, lamina de
hemograma e mielograma, gotas de sangue em Guthrie
card; ¢ fontes escassas, como esfregaco bucal, urina e
bulbos capilares. O grupo teve por objetivo caracterizar o
melhor método de extracdo, purificacdo ¢ amplificagdo de
DNA para cada amostra ¢ padronizacdo dos procedimen-
tos técnicos a serem incluidos e apresentados no manual
de Procedimentos Operacionais Padrdo do Laboratdrio de
Biologia Molecular do Hemocentro — HC-Unesp —
Botucatu.

Outros grupos, como Heywood e colaboradores,’
tém desenvolvido protocolos semelhantes mostrando ser
possivel a extracdo de DNA a partir de cabelo humano
com a técnica de PCR para a amplificagdo do locus HLA-

DQA." Os achados do grupo relatam que os maiores ni-
veis de DNA foram encontrados na raiz capilar e que o uso
de surfactantes para lavagem ou tinturas pode levar a di-
minui¢do desses valores.

A obten¢ao do DNA gendmico pelos métodos con-
vencionais inclui lise celular e procedimentos que tornam o
DNA disponivel para a extragdo. Para isso, varios sao os
passos laboratoriais necessarios tornando o procedimento
longo e fazendo com que o rendimento e a pureza do mate-
rial nem sempre sejam adequados e que as concentragdes
inicialmente estimadas necessitem de reajustes para a se-
qiiéncia do protocolo. Além disso, a excessiva manipula-
¢do da amostra pode degradar o DNA em varios niveis.

Hosono e colaboradores? relatam a importancia da
obtengdo de DNA por métodos ndo invasivos, mesmo
que em pequenas quantidades, principalmente em recém-
nascidos. O grupo utilizou um protocolo especifico para a
obtencdo de DNA diretamente da amostra bioldgica sem a
necessidade de manipulacdo amplificando o genoma glo-
bal (WGA) e gerando uma grande quantidade de DNA a
partir de poucas células em comparagdo ao método con-
vencional de extrag@o e purificagdo. A técnica permitiu a
amplificagdo direta a partir de amostras bioldgicas, como
esfregaco bucal, sangue total, gota de sangue, avental de
trabalho, e Guthrie cards.

A utilizacdo das células obtidas através de esfrega-
¢o bucal para a obtengdo de DNA tem sido criticada por
alguns autores pela variagdo no rendimento e qualidade
do DNA.? Para que a técnica possa ser aplicada com con-
fiabilidade, o grupo ressalta que ela deve amplificar acura-
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damente o genoma sem a geragdo de bias no segmento
onde os diferentes genes estdo representados.

Os grupos citados utilizaram tecnologia avangada
(equipamentos ¢ reagentes) para a extragdo de DNA, o
que pode significar alto custo e necessidade de pessoal
especializado para trabalhar com a aparelhagem. A impor-
tancia do trabalho proposto pelo grupo de Botucatu resi-
de no fato de terem sido utilizadas as técnicas rotineiras
de extragdo de DNA com modificagdes apenas em peque-
nos detalhes de acordo com a amostra biologica. As alter-
nativas e resultados apresentados pelo grupo podem ser
utilizados por outros centros para a obtengdo de DNA a
partir de amostras escassas ou material de arquivo.
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