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Extracao de DNA de materiais de arquivo e fontes escassas para utilizacao
em reacio de polimerizacido em cadeia (PCR)
Methods of DNA extraction from archived materials and rare sources for utilization in

polymer chain reaction
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Este trabalho visou a comparagdo de cinco métodos diferentes de extracdao de DNA
de materiais de arquivo (tecidos incluidos em parafina, esfregacos de sangue peri-
férico— corados e ndo corados com Leishman, laminas com mielogramas, gotas de
sangue em Guthrie Card) e de fontes escassas (células bucais, um e trés bulbos
capilares e 2 mL de urina), para que fossem avaliadas a facilidade de aplicagdo e
a facilidade de amplificacdo deste DNA pela técnica da reagdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR). Os métodos incluiram digestdo por proteinase K, seguida ou ndo
por purificagdo com fenol/cloroformio; Chelex 100® (BioRad); Insta Gene®
(BioRad) e fervura em dgua estéril. O DNA obtido foi testado para amplificagdo de
trés fragmentos génicos: Brain-derived neutrophic factor (764 pb), Factor V Leiden
(220 pb) e Abelson (106 pb). De acordo com o comprimento do fragmento génico
estudado, da fonte potencial de DNA e do método de extracdo utilizado, os resulta-
dos caracterizaram o melhor caminho para padronizagdo de procedimentos técni-
cos a serem incluidos no manual de Procedimentos Operacionais Padrdo do Labo-
ratorio de Biologia Molecular do Hemocentro - HC - Unesp - Botucatu. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2004;26(4):274-281.
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Introducéo que degradado.! Em vista disso, torna-se uma metodologia

de escolha para a utiliza¢do em tecido fixado em formalina

A reagdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) ¢ uma e incluido em blocos de parafina,” além de outros materiais
técnica rapida que permite a amplificacdo de regides do de arquivo ¢ de fontes escassas de DNA.

genoma, a partir de minimas quantidades de DNA, mesmo Os materiais de arquivo constituem-se basicamente
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de tecidos congelados ou fixados ¢ incluidos em parafina;
laminas de mielograma, de esfregago de sangue periférico,
de analises citogenéticas, de exames ginecologicos pre-
ventivos; gotas de sangue em papel de filtro, etc. Tais
materiais encontram-se arquivados nos diferentes servi-
¢os de um hospital, por meses, até anos, permitindo estu-
dos retrospectivos® e constituindo uma vasta fonte de
tecidos humanos bem caracterizados.*

As fontes escassas de DNA podem ser fios de cabe-
lo, gotas de esperma, resquicios de saliva, restos celula-
res em dentes arrancados ou sob unhas, sangue, 0ssos ¢
tecidos de cadaveres decompostos; escarro, suco pan-
creatico, bile ¢ outros fluidos corpéreos que possam ser
congelados e guardados, ou encontrados em diferentes
situagoes.

Pesquisar métodos alternativos de extragdo de DNA
que possam ser rapidos, praticos, baratos, livres de con-
taminacao e de toxicidade e eficazes no que tange a quan-
tidade, qualidade e possibilidade de amplificacdo por PCR,
do DNA extraido, pode possibilitar a aplicagdo da pesqui-
sa em outros estudos, como diagnosticos retrospectivos,
identificagdo de individuos, estudos populacionais, envi-
os de amostras a distancia ¢ aplicagdes na Medicina Fo-
rense.

Neste artigo, apresenta-se um estudo desenvolvido
no Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de
Botucatu, onde cinco métodos de extragdo de DNA foram
escolhidos, adaptados e aplicados em alguns materiais de
arquivo e fontes escassas, de forma a serem eleitos os
mais adequados para cada tipo de fonte potencial de DNA.

Casuistica e Métodos

Todos os passos deste estudo passaram por apreci-
acdo e tiveram aprovagdo do Comité de Etica do Hospital
das Clinicas de Botucatu — Unesp

Obtencao das amostras

Os doadores voluntarios de materiais frescos rece-
beram as informag¢des necessarias sobre a natureza da
pesquisa e assinaram termo de consentimento esclareci-
do enquanto os materiais de arquivo utilizados foram ob-
tidos junto aos servigos existentes no HC-Unesp —
Botucatu, mediante autorizacdo do Conselho de Etica e
dos responsaveis pelos servigos. Deu-se preferéncia para
materiais excedentes do arquivo, que possuissem réplicas
em melhor estado.

Pré-tratamentos para a Extracdo de DNA
Materiais de Arquivo

a) tecidos incluidos em parafina:
O pré-tratamento baseou-se na desparafinizagao pré-
via a extragdo de DNA e reidratacdo com duas lavagens
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subseqiientes com 0,5 mL de alcool etilico absoluto
cada. 367

b) esfregacos de sangue periférico corados ¢ ndo
corados com Leishman:

O pré-tratamento consistiu na raspagem do esfrega-
¢o, com lamina de bisturi, para dentro de tubos tipo
Eppendorf, onde se procedia a extragdo de DNA.*° Obser-
va-se que, no caso das laminas coradas, havia 6leo mine-
ral sobre elas, o que tornou necessaria uma pré-lavagem
em xilol histologico para sua eliminagao.

¢) gotas de sangue em Guthrie Card:

Seguindo as orientagdes de autores,'!' 1/4 de cada
gota de sangue colhida no Guthrie Card foi recortada com
uma tesoura desinfetada e colocado dentro do tubo tipo
Eppendorfde 1,5 mL para os testes de extragao e amplifi-
cagdo.

Fontes Escassas de DNA

a) bulbos capilares:

Provenientes de um e trés fios de cabelos, que foram
retirados com pinga e depois cortados a 1 cm a partir do
bulbo e colocados dentro de tubos tipo Eppendorf, de 1,5
mL.

Como foi observado que grande quantidade de sebo
envolvia os bulbos capilares, foi padronizado lava-los com
500 p L-1 mL de solugdo TKM-1 (10 mM Tris-HCI pH 7,6;
10 mM KCI; 10 mM MgCl,; 2 mM EDTA), na qual foram
deixados por dez minutos, a temperatura ambiente e, apds
centrifugagdo a 10.000 rpm, por cinco minutos, a solugdo
foi retirada com pipeta ¢ descartada.

b) células bucais colhidas com swab:

Apds a coleta das células bucais pelo pesquisador
ou pelo doador,'>"* a haste do swab foi descartada e a
parte coletora foi acondicionada em tubos tipo Eppendorf
de 1,5 mL, onde se sucederam os testes de extracdo de
DNA.

¢) sedimentos obtidos a partir de urina:

A urina era coletada em tubos Falcon, de 50 mL ¢ os
testes de extragdo de DNA foram realizados a partir de
aliquotas de 35 mL, 2 mL e 1 mL de urina, e foi determinado
que as aliquotas de 2 mL eram ideais para este estudo.

Apds inversoes repetidas do tubo Falcon, aliquotas
de 2 mL foram retiradas com pipeta automatica ou de vidro
e colocadas em tubos tipo Eppendorf de 2,0 mL. Apds
cinco minutos de centrifugacdo a 14.000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o botdo de células lavado
com 0,5 a 1 mL de solugdo TKM-1.

A urina utilizada, ao ser estocada na geladeira, apre-
sentava consisténcia alterada ¢ formacdo de uma série
de precipitados, que foram dissolvidos em banho-maria
a37°C.

Outros autores apresentam diferentes métodos de
extracdo de DNA de urina, diferentes dos aqui descri-
tos. 14,15
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Meétodos de Extragcdo de DNA

Meétodo 1 - digestdo por proteinase K seguida por
fenol e cloroformio

Foram acrescidos 98 pL de tampao de digestao (10
mM Tris-HCla 0,1 M; 10 mM de EDTAa0,2M)e?2 puLde
proteinase K a 20 mg/mL; seguiu-se incubag@o em banho-
maria a 56°C, por trés horas. Apos, inativagao da proteinase
K por fervura em banho-maria, a 100°C por oito minutos .

A precipitagdo do DNA foi feitacom 1 V de fenole 1 V
de alcool isoamilico: cloroformio (1:24), seguida por cen-
trifugac@o, por cinco minutos, a 10.000 rpm, em micro-
centrifuga; a fase aquosa era transferida para novos tu-
bos, onde eram adicionados 1/10 V de acetato de sddio a
3 M e mais 2V de etanol 100%. Para precipitagdo do DNA,
as amostras eram deixadas de duas a quinze horas, a tem-
peratura de -20°C. Nova centrifugacéo, a 14.000 rpm, por
dez minutos, descarte do sobrenadante, e secagem do DNA
a temperatura ambiente, ou com a utilizagdo de um
Speedvac.

O DNA era, entdo, diluido em 50 UL de agua estéril,
estando pronto para passar pelos testes de espectro-
fotometria ¢ PCR.

Como ¢ um método muito utilizado, apresenta mui-
tas variaveis.'®!” No caso deste estudo, o método de ex-
tracdo de DNA por digestdo com proteinase K, seguida
por fenol/cloroférmio, foi alterado com relagéo ao tampao
de digestdo (10 mM Tris-HCL, pH 7,5,a 1 M; 10 mM de
EDTA,pH8, a0,5M,NaCla5Me SDS a0,5%); ao tempo
de incubagdo para digestdo — que passou a ser de, no
minimo, 12 horas e, no caso de tecidos parafinizados e
bulbos capilares, chegou a 48 horas); e quanto a utiliza-
¢do de fenol e cloroformio para extragdo subseqiiente.

Aliquotas de 20 pL ou concentragdes de 1 pg de
DNA por 100 pL de tampao de reagdo foram utilizadas
como template para PCR.

Testes-piloto foram realizados, utilizando-se direta-
mente o extrato apos a digestdo pela enzima, sem que hou-
vesse purificagdo com os solventes organicos,>> mas 0s
resultados nao foram conclusivos a ponto de se conside-
rar um método de escolha para este estudo.

Meétodo 2 — digestdo por proteinase K, sem fenol e
cloroformio

O protocolo foi extraido do Paternity Testing
Procedures for Use With the Life Tissues, elaborado pelo
FBI e consta de:

Foram acrescentados as amostras pré-tratadas
790 pL detampao de digestdo (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, a
1 M; 10 mM de EDTA,pH 8, a0,5M,NaCla5MeSDS a
0,5%), mais 10 pL de proteinase K a 20 mg/mL. Incubagio
em banho-maria a 55°C, por 12 horas. Os debris foram
decantados apds centrifugagdo a 12.000 rpm, por dez mi-
nutos.
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Os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos tipo Eppendorf de 2,0 mL, e 400 pL de cloreto de
litio a 7,5 M foram acrescentados. A mistura foi colocada
em congelador, por trinta minutos, para garantir a precipi-
tagdo da proteinase K. Nova centrifugagdo a 14.000 rpm,
por 15 minutos, e os sobrenadantes foram colocados em
tubos de hemolise estéreis, identificados. Nesses tubos,
foram colocados 2 mL de alcool etilico absoluto, € deixa-
dos a -20°C de duas a 24 horas. A centrifugagdo subse-
qiiente foia2.000 rpm, por 15 minutos, e os sobrenadantes
desprezados, deixando-se aproximadamente, 200 UL no
tubo para ressuspensdo do DNA e sua transferéncia para
tubo tipo Eppendorfde 1,5 mL.

Um mL de alcool etilico a 70% foi acrescentado, nova
centrifugac@o a 10.000 rpm, por cinco minutos, secagem a
temperatura ambiente, seguida de diluigdo em 50-100 pL
de agua estéril.

No caso de amplificacdo positiva, foi testado se
apos purificagcdo com InstaGene Matrix® mudaria os re-
sultados.

Meétodo 3 — fervura em resina quelante Chelex 100®
(BioRad):

A resina Chelex 100® como método de extragdo de
DNA?Z>" quela ions que sdo catalisadores na quebra do
DNA, ¢ ¢ possivel que se ligue a outras substancias —
como produtos derivados do sangue — que inibam a PCR."

Nesse trabalho, a extracdo foi feita incubando em
banho-maria, a 56°C, amostras de tecido (ap6s despa-
rafinizagdo) e de laminas de hemograma ndo coradas, com
100 pL dessaresina, a 5%, por trinta minutos, em seguida,
fervura em banho-maria, por oito minutos (inativagio) e
centrifugacgdo a 14.000 rpm, por cinco minutos. Aliquotas
de 20 pL foram utilizadas para amplificagéo.*

Chelex 100® (Bio Rad) ¢ uma resina que vem em po,
necessitando ser diluida antes do uso. Além disso, a dilui-
¢do tem que ser feita com, no maximo, uma semana de
antecedéncia; apos esse prazo, sua atividade ¢ prejudica-
da e a confiabilidade nos resultados, diminuida (observa-
do em testes-piloto).

Outras resinas quelantes estdo disponiveis no mer-
cado. Uma delas, a InstaGene Matrix®, da BioRad.

Meétodo 4 — fervura em resina quelante InstaGene
Matrix (BioRad)

A resina InstaGene Matrix® (Bio Rad) ja vem dilu-
ida, pronta para uso e estava sendo testada no Laborato-
rio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu,
para a extragdo de DNA de tecidos tumorais. A extensdo
de seu uso para materiais de arquivo ¢ fontes escassas de
DNA foi considerada o quarto método nesta pesquisa,
mesmo nao sendo descrita tal utilidade em sua bula.

Nas amostras pré-tratadas dentro de tubos tipo
Eppendorfde 1,5 mL, eram colocados 20 pL de agua esté-
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ril, e apos, 200 YL de InstaGene Matrix® , ndo deixando de
agitar o frasco da resina, durante a pipetagem. Os demais
passos seguiram as recomendacdes dos fabricantes e
40 pL do sobrenadante foram utilizados como template
para as PCRs (quantidade estipulada através de testes-
piloto).

Método 5 — fervura em dgua estéril’

As amostras pré-tratadas foram fervidas em banho-
maria em 100 YL de dgua estéril, por dez minutos. A amos-
tra fervida era adicionada diretamente ao tampao de PCR,
sendo usados 50 pL como femplate.

Os testes dos métodos de extragdo de DNA partiram
dos métodos mais simples, rapidos e de menor custo, para
os mais complexos, assim eliminando testes desnecessa-
rios, caso bons resultados ja fossem obtidos.

Avaliagdo dos métodos de extragdo

Além das analises quantitativas, feitas por espec-
trofotometria, a qualidade do DNA obtido foi avaliada uti-
lizando-o como template em reagdes de PCR para trés frag-
mentos génicos de tamanhos diferentes: preferencialmen-
te, iniciava-se pela tentativa de amplifica¢@o para Brain-
derived neutrophic factor (BDNF) de 764 pb; ndo amplifi-
cando, passavam-se para testes com Factor V Leiden (FV)
de 220 pb e, em caso de ndo amplificagdo, para Abelson
(ABL), protooncogene localizado no cromossomo 9, de
106 pb.

A mistura de reag@o para amplificagdo de BDNF con-
sistiu em: 100 mM de primers BDNF-1 (5'AUG GAGAUC
CCUGGATCCATGACCATCCTTTTCCTT 3')e BDNF-
2 (ACG CGU ACU AGU GGATCC CCT TTT AAT 3';
200 uM de desoxinucleotideos; 2,5 U de Taqg DNA polime-
rase (Pharmacia®); 20 mM Tris-HCl e 1,5 mM MgCL,.

Apds a preparagdo da reagdo, a amplificagdo em
termociclador (Perkin-Elmer®) para o segmento BDNF sera
em quarenta ciclos, com temperatura de desnaturagdo de
94°C por 45 segundos, anclamento a 55°C por trinta se-
gundos e extensdo a 72°C por noventa segundos. Exten-
sao final a 72°C por dez minutos.

Para amplificagdo de FV, a mistura de reacéo foi 400
ngde primers FV1 (5' CTTAAGGAAATGCCCCATTA3") e
FV2 (5'CCATGC TTAACAAGACCA); 0,2 pM de deso-
xinucleotideos; 2,5 U de Taq DNA polimerase (Phar-
macia®); tampao Tris-HCI (pH7,5) a 10 mM, KCla 50 mM
eMgCl al,5mM.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em 35 ciclos,
com desnatura¢@o a 94°C, por 40 segundos, anelamento a
57°C, por quarenta segundos e extensdo a 72°C, por dois
minutos. Os cilos foram precedidos por desnaturagdo
inicial a 94°C, por sete minutos e sucedidos por exten-
sdo final a 72°C, por sete minutos.

Caso fosse necessaria, a amplificagdo para o gene
ABL, a mistura para sua reagdo era: 150 nM de primers abl?
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(5'ATCTCCACT GGC CACAA3') ec-abl, (S'AGT GAA
GCCGCT CGT T 3"); 400 pM de desoxinucleotideos; 1 U
de Taqg DNA polimerase (Pharmacia® ); 20 mM Tris-HCl
(pH 8,4); 50 mM de KCl e 1,5mM MgClL..

A PCR para esse segmento era em 35 ciclos, com
temperatura de desnatura¢ao de 94°C por 25 segundos,
anelamento a 49°C por 30 segundos ¢ extensdo a 72°C por
um minuto. Extensao final a 72°C por dez minutos.

Eletroforese e visualizagdo

Para amplicons dos fragmentos dos genes BDNF ¢
FV, foram utilizados géis de agarose em concentracdes de
3,0% e 1,5%, com diluigdo feita em tampao TEB 0,5 X, por
aquecimento em forno microondas. As corridas eletro-
foréticas foram feitas a 80-120 V por 30-50 minutos em
tampao TEB 0,5 X.

Quando os resultados foram inconclusivos, ou ha-
via necessidade de amplificagdo com gene ABL, a
eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida 4-6%.

Aps a eletroforese, o gel era corado com brometo
de etidio e visualizado em luz U.V.

Resultados

Resultados de Espectrofotometria

Quanto as quantidades de DNA obtidas com cada
método de extragdo, determinou-se que os resultados
espectrofotométricos ndo sdo parametros confiaveis para
direcionar os procedimentos técnicos de extragdo, pois,
mesmo quando as medidas espectrofotométricas ndo re-
velavam a presenga de DNA, havia, no entanto, amplifica-
¢do bem sucedida do fragmento esperado.

Resultado de Amplificacdo por PCR

Para cada uma das fontes de DNA propostas, den-
tro de cada um dos diferentes métodos de extrag@o, foram
feitos dez testes de extragdo. Os resultados obtidos com
as amplificagdes do DNA extraido de materiais de arquivo
¢ de fontes escassas estdo reunidos na tabela 1.

Os resultados com 0 DNA extraido de materiais de
arquivo apontam para as seguintes aplicabilidades:

1 —Tecido incluido em parafina: métodos 1,2,4 ¢ 5,
quando o fragmento génico tem cerca de 220 pb, como o
fragmento FV.

2 —Hemograma ndo corado: métodos 3,4 ¢ 5, para
fragmentos em torno de 764 pb, como o fragmento BDNF
(e, conseqiientemente, menores); método 2, seguido por
purificagdo com InstaGene® , para 220 pb .

No caso dessas amostras, o0 DNA extraido pelo mé-
todo 2 ndo obteve sucesso em nenhuma amplificagao tes-
tada, mas, apds purificagdo com InstaGene Matrix®
(BioRad), observou-se que o DNA passava a amplificar
para o segmento génico de FV, mas continuava ndo ampli-
ficando para BDNF.
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Tabela 1
Resumo dos resultados obtidos nos testes de amplificagdo para cada um dos segmentos génicos utilizados (BDNF, FV e ABL),
tendo em vista 0 método de extracdo empregado e a fonte potencial de DNA

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4 Método 5 |
BNDF FV ABL BNDF FV ABL BNDF FV ABL BNDF FV ABL BNDF FV ABL Amostras
Material de Arquivo:
0/10* 10/10 - 0/10 10/10 - 010 610 0/4 0/10 910 11 0/10  10/10 - Tecido parafinizado
- - - 010 0/10 0/10 910 11 - 8/10 112 - 9/10 1/2 - Lamina ndo corada
0/10  0/10 - 810 22 - - - - 2/10  5/8 0/3 0/10 710 3/3 Lamina corada
0/10 0/10 0/10 0110 2/10 0/10 - - - 5/10 5/5 - 0/10 1010 - Sangue em Card
- - - - - - - - - 213 7 - - - - Mielograma
Fontes escassas:
10/10 - - 210  8/10 - - - - 0/10 1010 - - - - 1 bulbo
9/10 11 - 810 212 - - - - 4/10 6/6 - - - - 3 bulbos
0/10 - - 10/10 - - - - - 5110 5/5 - 110 - - Swab bucal
5/5 5/5 - 110 09 - - - - 8/10 22 - - - - Urina

* Nas fragoes, o numerador representa o numero de amplificagdes por PCR positivas, enquanto o numerador, o numero de testes

feitos

3 — Hemograma corado com Leishman: método 2,
para 764 pb; métodos 4 e 5, para 220 pb. O DNA extraido
dessas fontes através do método 1 ¢ a fervura em agua
estéril ndo foi bem sucedido em nenhuma amplificagdo.
Em eletroforese em gel de agarose 2% de sete amostras de
DNA extraidas de laminas de hemograma coradas com
Leishman, por fervura em agua estéril, observou-se que
ndo havia presenca de DNA, apenas pontos luminosos
onde o corante se depositara.

4 — Gotas de sangue em Guthrie card: para 764 pb,
apenas o método 4 (50% de sucesso na amplificagdo);
métodos4 e 5 para 220 pb, assim como métodos 1 e 2, com
purificagdo posterior pelo método 4. As gotas de sangue
em Guthrie Card também apresentaram resultados de am-
plificagdo para o segmento de 764 pb, todos negativos,
quando a extragdo deu-se por digestdo com proteinase K,
seguida de fenol e cloroférmio (método 1); apos tratamen-
to com InstaGene Matrix®, as amostras amplificaram ape-
nas para 220 pb.

Ainda nos testes com esse tipo de fonte de DNA,
tem-se que a extragdo através do método 2 também nao foi
bem sucedida com relag@o as amplificagdes por PCR; en-
tretanto, quando esses extratos foram pés-purificados com
InstaGene Matrix®, oito amostras de dez testes tiveram
sucesso na amplificagdo para o segmento de 220 pb, mas
o resultados permaneceram negativos para 764 pb.

No caso de gotas de sangue em Guthrie Card e das
de laminas de hemograma néo coradas, foi testado se he-
molise prévia influiria nos resultados de amplificagao, prin-
cipalmente quando os métodos de extragao de DNA em-
pregados eram 1 e 2. Em ambos os casos, esse pré-trata-
mento nao teve influéncia.
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De acordo com os resultados, foi possivel determi-
nar quais os métodos mais indicados para a extragdo de
DNA das trés fontes escassas utilizadas neste estudo:

5—Um bulbo capilar: para 764 pb, o método 1; para
220 pb, métodos 4 e 2.

6 — Trés bulbos capilares: para 764 pb, os métodos 1
e 2; para 220 pb, os métodos 1,2 e 4.

Os testes demonstraram que, quando ¢ utilizado
apenas um bulbo capilar como fonte de DNA, para frag-
mentos génicos de 764 pb, o método 1 de extragdo ¢ o
melhor de todos os testados neste trabalho, mas, para trés
bulbos capilares, além do método 1, 0 método 2 também é
viavel para este fragmento.

Para os fragmentos génicos de 220 pb, ndo impor-
tando o numero de bulbos disponiveis, o método 4 ¢ bem
sucedido na obtengdo de DNA amplificavel por PCR.

7 — Swab bucal: para 764 pb, o método 2, método 4
(50% de sucesso na amplificagdo) e método 1 com purifi-
cacdo por InstaGene Matrix®. Todos métodos aqui cita-
dos também sao uteis para 220 pb.

Nessas fontes escassas de DNA observaram-se re-
sultados negativos na amplificagdo do DNA extraido pelo
método 1 para fragmento de 764 pb e, apds tratamento
com InstaGene Matrix®, nove dessas mesmas amostras
tiveram amplifica¢des positivas para o mesmo fragmento
e para o fragmento de 220 pb. Isso ja ndo foi necessario
para o DNA extraido pelo método 2, onde todos amplifica-
ram para 764 pb.

Quanto a fervura em agua estéril de células bucais
para extra¢do de DNA, apenas 1 amplificou para BDNF, e
para FV s6 foi observada amplificagdo apos passar as
amostras por purificagao com InstaGene Matrix®.
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A utilizag@o de swabs para coleta de células bucais,
mostrou ser um método pratico, pouco invasivo e util para
coleta de DNA amplificavel por PCR.

Quando a extracdo de DNA foi feita apenas com
InstaGene Matrix®, obteve-se 50% de sucesso na amplifi-
cacdo de 764 pb, tornando-se, entdo, um método de extra-
¢do de DNA mais adequado para fragmentos tdo peque-
nos quanto o do gene para 220 pb.

Dos testes realizados com amostras fervidas em agua
estéril, obteve-se apenas um resultado de amplificagdo
positiva para 764 pb. As amostras apenas se¢ tornaram
positivas para 220 pb, apds passarem por purificacdo com
InstaGene Matrix®.

8 — Urina: para 764 pb, método 4; para 220 pb, méto-
dos 1,4 ¢ 2 com purificagdo com InstaGene Matrix® .

As cinco amostras de amplificagdo negativa do DNA
extraido através do método 1, assim continuaram, mesmo
apos purificagdo com InstaGene Matrix®. No caso das
amostras negativas do método 2, ap6s o mesmo tratamen-
to, mais duas amplificaram para fragmento de 764 pb (3/10)
¢ 7/10 amplificaram para fragmento de 220 pb.

Discussao

Neste trabalho, observou-se que, para tecidos inclui-
dos em parafina, o método de extragdo de DNA escolhido
tem influéncia menor do que o tamanho do fragmento génico
a ser amplificado através da técnica de PCR, pois todos os
métodos de extragao testados aqui foram eficientes na am-
plificagdo de fragmento de 220 pb, mas nenhum obteve su-
cesso na amplificagdo de fragmento de 764 pb.

Assim como em Kullmann et al*' e Liu e seus colabo-
radores,” o fator influente no sucesso na amplificagdo do
DNA obtido de tecido incluido em parafina ¢ o grau de
fragmentagdo do DNA presente nessas amostras. Falhas
encontradas podem também ndo ser apenas devido a au-
séncia das seqiliéncias-alvo pesquisadas, mas, sim, um
efeito direto do fixador, tempo ¢/ou temperatura de fixagdo
utilizados no processamento dessas amostras nos servi-
cos de Patologia.

Como sugerido por Shibata et al,'® os ciclos de am-
plificagdo foram aumentados em cinco ciclos, de forma a
garantir a amplificagdo de DNA, caso este estivesse pre-
sente ¢ com qualidade para ser amplificado.

Além disso, varios outros passos podem ser modifi-
cados para obtencao de amplifica¢des positivas, a come-
car pela forma de obtengdo dos cortes;® a desparafinizacao
que, além de poder ser opcional,” pode ser realizada atra-
vés de calor ou lavagens com solventes como xilol' e o
tempo de digestdo em proteinase K (que pode variar de
uma hora a cinco dias) e a concentragao desta no tampao
de digestao.”

De Lamberie? e Sepp? e seus respectivos colabo-
radores determinaram que o melhor método de extrago de
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DNA de tecidos incluidos em parafina ¢ aquele equivalen-
te a0 método 1 deste trabalho, com purificagdo posterior
por resinas quelantes.

Comparando os resultados da fervura em agua esté-
ril para extragdo de DNA de gotas de sangue em Guthrie
Card com aqueles de laminas de hemograma ndo coradas,
nota-se que os insucessos na amplificacdo do DNA, quan-
do este foi extraido pelos métodos 1 e 2, ndo podem ser
explicados pela fragmentagdo do DNA, ja que nenhuma
amplificagdo para 220 pb foi observada e houve amplifica-
¢des positivas para 764 pb quando outros métodos de
extragdo de DNA foram utilizados.

Por se tratarem de amostras com sangue periférico,
cuidados foram tomados com relagdo aos inibidores de
PCR, pois, segundo Gribben e colaboradores,'” a hemo-
globina pode inibir a reagdo, ja que os ions Fe ++ sdo
competidores dos ions Mg++, necessarios a agdo da DNA
polymerase. Tais inibidores parecem ser resistentes a
fervura, ndo destruidos por proteinases, nao soluveis em
solventes organicos e possuirem um peso molecular me-
nor que 10 quilodaltons (kD).

A presenca de inibidores de PCR nas amostras com
sangue seria uma justificativa perfeitamente plausivel, ndo
fossem os resultados positivos nas amplificacdes de amos-
tras, cujas extragdes de DNA deram-se por fervura em agua
estéril, que apenas ndo foi Gtil em ldminas de hemograma
coradas com Leishman, ai sim, devido provavelmente a
presenga de inibidores.

Buscando uma resposta para os resultados negati-
vos na amplificagdo de DNA extraido dessas amostras
através dos métodos 1 e 2, suas amostras foram pos-trata-
das com InstaGene Matrix®, de forma a buscar eliminar a
possivel presenga de inibidores, e os resultados de ampli-
ficag@o passaram a ser positivos para 220 pb, mas ndo de
764 pb ou qualquer um dos dois, nas amostras do método 1.

No primeiro caso, fica sugerido que InstaGene
Matrix® purificou as amostras, o que no aconteceu quan-
do o método de extra¢do de DNA incluiu fenol e clorofor-
mio. Novos estudos envolvendo inibidores de PCR de-
vem ser realizados para esclarecer os fatos observados,
inclusive o da obtengdo de amplificagdo positiva de 764
pb em DNA extraido pelo método 2 de lamina de hemo-
grama corada com Leishman.

Quando os testes foram realizados com laminas de
hemogramas nao coradas, observaram-se que os resulta-
dos na amplificagdo de DNA extraido com Chelex 100®,
ndo foram muito diferentes daqueles com InstaGene® —
resultado também observado no caso de tecido incluido
em parafina — e foi optado por cessarem os testes com a
primeira resina, pois a segunda era mais pratica por se
apresentar diluida.

De acordo com testes-piloto realizados em 1996, no
Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de
Botucatu, laminas de mielograma também caracterizaram
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boa fonte de DNA para amplificagdo por PCR, mesmo que
tenham sido usados os métodos 3, 4 ou 5 de extracdo,
havendo maior destaque ao método 4.

Com relagdo aos bulbos capilares, foi decidido por
testes com apenas um e com trés bulbos, para verificar
qual seria a possivel influéncia da quantidade de material
na amplificagdo por PCR. Anteriormente aos testes finais,
foram realizados testes-piloto com extragao de DNA pelo
método 4 e, nestes, ficou sugerido que o numero de bul-
bos ndo influenciaria negativamente na amplificacdo para
220 pb, mas sim para 764 pb, quando esse método de ex-
tracdo fosse utilizado. Além disso, como template para a
PCR, poderiam ser utilizados tanto os 40 pL padronizados,
como 1pg de DNA/100 pL de reag@o.

Outros testes mostraram que a lavagem prévia com
solugdo TKM-1 pareceu influenciar positivamente na ob-
tengdo de DNA amplificavel por PCR.

Observando-se os bons resultados na amplificagdo
do fragmento de 764 pb no DNA extraido de células bu-
cais através do método 2, tem-se que a técnica oferece
DNA em quantidade suficiente e de alto peso molecular. O
método 1, opondo-se ao método 2, ndo ofereceu DNA
amplificavel para tal fragmento, o que ocasionou a neces-
sidade de outra purifica¢do dos extratos, desta vez com a
resina InstaGene Matrix®, para que as amplifica¢des de
764 pb se tornassem positivas, demonstrando que a utili-
zagdo de solventes organicos, pode proporcionar o
surgimento de substancias inibidoras de PCR, assim como
o ocorrido com as amostras de sangue periférico em lami-
na de hemograma e em Guthrie Card.

Embora alguns autores descrevam o acréscimo dire-
to da saliva na PCR,* sugere-se aqui que seja adotado o
uso de, pelo menos, uma resina quelante, para que seja
potencializada a possibilidade de obtengao de resultados
mais seguros de amplificagdo. A utilizacdo de digestdo por
proteinase K, sua inativag¢ao a 100 °C, seguida por purifi-
cagdo com resinas quelantes, ndo deve ser descartada
como método de extracdo passivel de novos testes.

Aliquotas de 2 mL de urina total foram as tltimas
fontes escassas de DNA consideradas neste estudo. Os
resultados dos testes de amplificagdo demonstraram que
o método de escolha para extragdo de DNA de tais amos-
tras ¢ o de n® 4, sendo que o método 1 ¢ valido na obten-
¢do de amplificagdo de fragmentos génicos menores.

Morre e colaboradores® ainda assinalaram que, se a
urina for deixada a temperatura ambiente por cinco a sete
dias, seu DNA sofreria degradacdo e que o mesmo ndo
ocorre, caso cla seja estocada a 4 °C, como foi feito neste
estudo.

Conclusao

Alguns dos métodos testados e padronizados atra-
vés deste trabalho, ja foram utilizadas em outros do mes-
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mo laboratorio. Barrach et al?” utilizaram extracao de DNA
de gotas de sangue colhidas em Guthrie Card através do
método 4 para pesquisa sobre identificagdo de predispo-
sicdo genética para trombose venosa, na qual o DNA am-
plificado por PCR ainda passava por digestao pela enzima
de restrigdo Mnll, antes da determinagdo dos padrdes
eletroforéticos esperados. Toralles-Pereira*® utilizou
células bucais colhidas com swab como fonte de DNA,
que foi obtido também através do método 4, para desen-
volver estudo sobre polimorfismo de antigenos plaque-
tarios.

Os resultados desta pesquisa contribuem com a
melhoria da qualidade e confiabilidade da técnica de PCR
quando as amostras citadas forem utilizadas, permitindo
maior seguranga e aproveitamento das amostras, bem como
economia de tempo e gastos.

Abstract

The present work aimed at comparing five different methods of
DNA extraction of samples from archived materials (paraffin-

embedded tissues, peripheral blood smears - stained or not with

Leishman, aspired bone marrow smears and Guthrie card
bloodspots) and from rare sources (oral cells, one and three
capillary bulbs, 2 mL of urine), to evaluate the ease of application

and the possibility of amplification of this DNA by the
polymerization chain reaction (PCR) technique. The methods
included proteinase K digestion - followed or not by phenol/
chloroform purification, Chelex 100® (BioRad), InstaGene®
(BioRad) and boiling in the sterile water. The DNA obtained was

tested for amplification of three genic fragments. the brain-derived
neutrophic factor gene (764 bp), the Factor V Leiden gene (220
bp) and the Abelson gene (106 bp). According to the gene fragment
length studied, the DNA potential source and the extraction method
used, the results characterized the best way to standardize

technical procedures to be included in the Standard Operational
Procedure Manual of the Molecular Biology Laboratory of the

Blood Center in the Medicine School of Unesp, Botucatu, Brazil.

Rev. bras. hematol. hemoter. 2004,26(4):274-281.

Key words: Archived material samples; rare sources; DNA
extraction; PCR.
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