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APRESENTAÇÃO

	 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

	 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

	 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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RESUMO: No campo das análises genéticas 
e moleculares é de fundamental importância 
o uso de materiais biológicos eficazes no que 
tange a qualidade dos resultados. No caso do 
DNA, dentre os materiais biológicos nos quais 
é possível isolá-lo para estudos, o sangue é, 
até então, o mais utilizado, porém sua coleta é 

invasiva e necessita de pessoal especializado 
para o procedimento. Nesse contexto, a 
saliva vem ganhando reconhecimento como 
uma fonte alternativa para o isolamento de 
DNA, pois além do método de coleta não ser 
invasivo, sendo tolerado pela maioria dos 
indivíduos, apresenta também menor o risco de 
contaminação. As amostras de saliva, diferente 
do sangue, podem ser congeladas por longos 
períodos, possibilitando a implementação de 
biorrepositório com a finalidade de pesquisa 
na área de genética. Portanto, o intuito deste 
estudo foi analisar a qualidade e quantidade de 
DNA extraído a partir de amostras de saliva total 
armazenada por congelamento pelo período 
de 2 e 6 anos, utilizando dois protocolos de 
extração. Após a extração, o DNA genômico 
foi submetido à análise espectrofotométrica 
e genotipagem do polimorfismo rs12532, do 
gene MSX1, a fim de, verificar a influência 
do congelamento das amostras de saliva a 
-20°C e do protocolo de extração utilizado nos 
experimentos de genotipagem por PCR Real 
Time.
Os resultados encontrados possibilitam inferir 
que a concentração e qualidade do DNA 
analisado foram viáveis para estudos de 
genotipagem.
PALAVRAS-CHAVE: Biorrepositório, Saliva, 
DNA e PCR.
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ABSTRACT: In the field of genetic and molecular analyzes it is of fundamental 
importance the use of biological materials effective in what concerns the quality of the 
results. In the case of DNA, among the biological materials in which it is possible to 
isolate it for studies, blood is the most used up until now, but its collection is invasive 
and requires specialized personnel for the procedure. In this context, saliva has been 
gaining recognition as an alternative source for DNA isolation, since besides the 
non-invasive collection method, being tolerated by the majority of individuals, it also 
presents a lower risk of contamination. Samples of saliva, other than blood, can be 
frozen for long periods, allowing the implementation of a biorepository for the purpose 
of genetic research. Therefore, the purpose of this study was to analyze the quality and 
quantity of DNA extracted from samples of total saliva stored by freezing for the period 
of 2 and 6 years using two extraction protocols. After extraction, the genomic DNA was 
subjected to spectrophotometric analysis and genotyping of the rs12532 polymorphism 
of the MSX1 gene in order to verify the influence of the freezing of the saliva samples 
at -20 ° C and the extraction protocol used in the genotyping experiments by Real Time 
PCR. The results obtained allow us to infer that the concentration and quality of the 
analyzed DNA were feasible for genotyping studies.
KEYWORDS: Biorepository, Saliva, DNA and PCR.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os princípios básicos da biologia celular e molecular tiveram início em 1665, com a 
construção do primeiro microscópio óptico por Robert Hooke permitindo a visualização 
de pequenas delimitações que ele nomeou de célula, e descobriu ser um constituinte 
fundamental dos organismos, responsáveis por exercer funções características como 
o crescimento e por transmitir informações vitais para a sobrevivência de todas as 
espécies na reprodução (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012; FARAH, 2007). 

O material responsável por comandar as funções celulares foi devidamente 
elucidado em 1953, por James Watson e Francis Crick que divulgaram suas pesquisas 
sobre a descoberta da estrutura molecular do DNA. A partir de então, foi possível 
explanar sobre o fundamento da hereditariedade e definir o responsável pela informação 
gênica que carregamos (SNUSTAD; SIMMONS, 2010; MICKOS et al., 2005). 

O desenvolvimento de metodologias para análises moleculares têm sido de grande 
importância para a genética humana e médica. Essas técnicas visam buscar desde 
métodos acessíveis para coleta e armazenamento de materiais biológicos que forneçam 
bons resultados, até métodos de identificação e mapeamento de genes envolvidos com 
inúmeras patologias, auxiliando no prognóstico e futuros aconselhamentos genéticos 
(ZAMBUZZI, et al., 2012; KUCHLER, et al., 2001; ABRÃO, et al., 2005; YI; HUANG; 
WU, 2013; PRAMANIK, et al., 2012; PANDESHWAR, et al., 2013). Essas técnicas 
desenvolvidas são também utilizadas em análises forenses, na qual técnicas testadas 
foram capazes de identificar indivíduos por meio de pequenas amostras biológicas 
de DNA coletadas em locais de delitos, por isso a relevância de se testar várias 
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metodologias e padronizar esses meios para estudos genéticos (CARVALHO, et al., 
2009; KHARE, et al., 2014; PANDESHWAR, et al., 2013; PANDESHWAR, et al., 2013).

Um DNA com bom rendimento é essencial para que os resultados dos 
experimentos moleculares sejam satisfatórios. O sangue periférico é o material 
biológico mais utilizado nas pesquisas envolvendo análises moleculares investigando a 
etiologia de patologias, porém para obtenção desse material de partida são necessários 
profissionais capacitados para as coleta, além de ser um método invasivo, com difícil 
acesso ao público, como bebês, crianças e idosos (CARVALHO, et al. 2009; KHARE, 
et al., 2014; NUNES, et al.,2012;YI, HUANG, WU, 2013). Outro ponto a ser destacado, 
é que o sangue necessariamente deve ser processado para extração do DNA em até 
uma semana após a coleta. (QUINQUE et al., 2006). 

Assim, devido a essas dificuldades, aventou-se a utilização de saliva como fonte 
alternativa para obtenção de DNA genômico, por meio das células do epitélio bucal, e 
observou-se ser um material de fácil obtenção, manejo e armazenamento, além de não 
necessitar de pessoas especializadas para proceder à coleta, não sendo um método 
invasivo, o que minimiza também o risco de contaminação. Em vários estudos,o DNA 
obtido de saliva apresentou pureza e rendimento semelhante aos obtidos a partir de 
sangue, confirmando a eficiência desse material como fonte de DNA genômico (EHLI 
et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; WALTRICK - ZAMBUZZI et al., 2012; KHARE, et 
al., 2014; YI, HUANG, WU, 2013; PANDESHWAR, et al., 2013). Além disso, a saliva 
contém um grande número de células descamadas do epitélio bucal o que garante 
a concentração de DNA necessária para as análises moleculares (POLGÁROVÁ; 
BEHULIAK, CELEC, 2010; QUINQUE, et al., 2006).

As células do epitélio bucal podem ser coletadas de diversas formas, além da 
saliva total, há coletas por meio de swabbing, cotton swabs, foam swabs, flocked swabs, 
cytobrushes, cotton spit wads, entre outros meios. Estudos realizados observaram que 
o meio de coleta pode interferir na quantidade e qualidade do DNA obtido, no entanto, 
os valores de concentração considerados adequados podem variar dependendo do 
tipo de técnica de extração que será realizada, portanto, é necessário padronizar essas 
técnicas de acordo com as análises a serem realizadas posteriormente. (VERDON, et 
al., 2014; WALTRICK-ZAMBUZZI, et al., 2012; EHLI, et al., 2008).

A técnica de extração de DNA consiste em várias etapas laboratoriais que buscam 
o isolamento e a purificação do DNA genômico a ser estudado. Os protocolos de 
extração variam de acordo com o tipo de material biológico de partida utilizado (células 
animais e vegetais, vírus e bactérias); no entanto, existem etapas básicas e comuns a 
todos. Inicialmente é necessário que ocorra a ruptura das membranas celulares, sendo 
que essa lise deve ser realizada de maneira eficiente e de modo que não danifique 
a estrutura do DNA, a ruptura pode ser realizada utilizando enzimas em combinação 
com soluções detergentes que solubilizam as membranas e uma substância inibidora 
de DNAse, que evita a degradação do DNA. A próxima etapa é a purificação dos ácidos 
nucleicos da mistura onde se encontram dispersos moléculas que não serão utilizadas 



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  2 Capítulo 25 291

para análises como o RNA, proteínas, lipídeos, polissacarídeos e que também podem 
interferir nas fases seguintes (FARAH, 2007; PANDESHWAR, et al., 2013).

A concentração e a pureza do DNA extraído são geralmente determinadas pela 
espectrofotometria com leitura da absorbância em razão de A260/A280nm, levando-
se em conta a proporção de pureza entre 1,6 a 2,0 para um DNA considerado de 
qualidade. 

Várias pesquisas realizadas com DNA genômico a partir de amostras de células 
bucais presente na saliva, obtiveram resultados satisfatórios com bom rendimento e 
integridade do DNA (NEVES, L.T., 2009; CARVALHO, S.P.M., et al.,2009; KHARE, et 
al., 2014) sendo que nesses trabalhos as amostras apresentaram DNA com alto grau de 
pureza, apontando que o nível de degradação foi baixo, possibilitando a amplificação 
com as técnicas de PCR e até mesmo o sequenciamento direto de pelo método de 
Sanger. Nas reações de amplificações também foram observadas sucessos com 100% 
de precisão na determinação de genótipos com a PCR em tempo real (ZAMBUZZI, et 
al.,2012; NEMODA, et al., 2011; NUNES, et al., 2012; YI, HUANG, WU, 2013). Em muitos 
estudos em que a saliva foi utilizada como material biológico de partida para a extração 
de DNA genômico os autores obtiveram resultados compatíveis quando comparados ao 
sangue (CARVALHO, S.P.M., et al.,2009 ;NEVES, L.T.,2009; ZAMBUZZI, et al.,2012; 
KHARE, et al., 2014) Períodos distintos de congelamento também foram avaliados e 
tiveram poucos efeitos sobre a qualidade do DNA, desde que o material em questão 
não sofresse repetidos ciclos de congelamento e descongelamento para não alterar a 
estrutura do DNA (AIDAR; LINE, 2007; KUCHLER et al., 2011; NEMODA et al., 2011; 
KHARE, et al., 2014; PRAMANIK, et al., 2012; PANDESHWAR, et al., 2013).

Contudo ainda em relação ao DNA extraído vale ressaltar que este pode 
apresentar maior ou menor grau de rendimento e pureza de acordo com o protocolo 
de extração utilizado. Desta forma, os protocolos de extração que vem sendo 
disponibilizados no mercado devem ser testados e selecionados levando-se em conta 
a qualidade e quantidade de DNA genômico final obtido, para análises moleculares 
mais específicas, de modo que, esse DNA obtido da saliva possibilite obter resultados 
precisos, independente do tipo de análise molecular que será utilizada nos estudos 
genéticos (YI, HUANG, WU, 2013; EHLI, et al., 2008; CARVALHO, et al., 2009; 
ZAMBUZZI, et al., 2012; AIDAR, et al., 2007).

Pesquisas realizadas anteriormente no laboratório de Genética e Farmacologia da 
FOB-USP apresentaram resultados satisfatórios com amostras de saliva em diferentes 
períodos de congelamento para análises moleculares utilizando metodologias como a 
PCR e o sequenciamento direto (Garbieri et al.,  2017). Os dois protocolos de extração 
utilizados nesse estudo de Garbieri e colaboradores (2017) que apresentaram os 
melhores resultados foram: o kit Oragene™, onde a partir de saliva fresca observou-se 
70% de integridade na eletroforese em gel de agarose, após PCR convencional, e com 
saliva congelada por 6 e 12 meses observou-se 100% de integridade. O outro protocolo 
de extração utilizado que apresentou resultados satisfatórios foi o kit QIAamp® Mini 
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and Blood Mini Handbook da Qiagen®, no qual observou-se 100% de integridade com 
saliva fresca e congelada por 12 meses e 80% para as amostras de saliva congelada 
por 6 meses.

Diante do exposto, é possível inferir que DNA de boa qualidade é de fundamental 
importância para que nas análises moleculares seja possível identificar variantes 
genéticas. Os estudos genético-moleculares epidemiológicos em larga escala 
requerem delineamento e implementação de biorrepositórios. Para isto é necessário 
que as amostras biológicas possam ser conservadas por um período relativamente 
longo de armazenamento entre o procedimento de coleta e processamento para 
obtenção do DNA genômico para as análises propostas.  Nesse quesito relativo ao 
armazenamento, deve-se atentar aos períodos de congelamento que as amostras serão 
submetidas, temperaturas ideais de armazenamento e se haverá interferência caso 
haja descongelamentos, dados importantes para a implantação de um biorrepositório. 
Além disso, não basta ter armazenado o material de partida adequadamente, mas 
também é fundamental elencar quais protocolos de extração DNA a partir de saliva 
apresentam os melhores resultados após longos períodos de armazenamento por 
congelamento desse material de partida (PRAMANIK, et al., 2012; PANDESHWAR, 
et al., 2013).

2 | 	OBJETIVOS

2.1	Objetivos Gerais

Avaliar a concentração, pureza e integridade do DNA genômico extraído a partir 
de células do epitélio bucal presentes na saliva total fresca e congelada por período de 
dois e seis anos, utilizando 2 protocolos de extração de DNA distintos.

2.2	Objetivos Específicos

Analisar a viabilidade de utilização dessas amostras de DNA extraídas a partir 
de saliva após longos períodos de congelamento em análises moleculares para 
identificação de polimorfismos genéticos (rs12532) no gene MSX1 por meio de PCR 
em tempo real. 

3 | 	CASUÍSTICA E MÉTODOS

3.1	Casuística

Foi realizada tentativa de contato com 30 indivíduos que apresentavam saliva 
congelada em biorrepositório referentes a outros estudos em fase de finalização no 
Laboratório de Farmacologia e Genética da FOB- USP, sob orientação da Prof.ª Dra. 
Lucimara Teixeira das Neves. Devido à dificuldade de contato, conseguimos ao final 
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que 17 voluntários participassem do estudo, portanto foram selecionados o máximo 
de voluntários que apresentavam saliva congelada nos períodos propostos ( 2 e/ou 6 
anos). 

Eles foram orientados acerca da presente pesquisa, convidados a participar e 
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. De todos os voluntários foi 
coletada também saliva fresca que foi utilizada como parâmetro comparativo. Assim, 
de cada voluntário de pesquisa foi extraído DNA de saliva fresca e congelada a -20ºC 
por 2 anos (tempo  intermediário de armazenamento) ou 6 anos (longo período de 
armazenamento), ou ambos. 

3.2	Métodos

3.2.1	 Extração do DNA

Para a coleta da saliva fresca, os voluntários receberam um tubo falcon estéril 
onde foram expectorados 5mL de saliva total não estimulada.

Para a realização das extrações de DNA, foram utilizados dois protocolos (1 
e  2), respectivamente de Solução de Acetato e protocolo de Colunas (Kit comercial 
DNA Purification from Blood or Body Fluids, QIAamp®, Qiagen®). As salivas foram 
aliquotadas com os devidos volumes necessários para cada um dos protocolos e 
devidamente identificados. Após as extrações todas as amostras foram submetidas às 
leituras em espectrofotômetro (NanoDrop™ 1000, Thermo Scientfic). 

Segue a descrição completa dos procedimentos de extração de acordo com cada 
um dos protocolos utilizados: 

Protocolo 1 - Protocolo utilizando a Solução de Acetato de Amônio, baseado no 
trabalho de Aidar e Line (2007) e descrito abaixo:

Para esse protocolo foi aliquotado 500 μL de saliva descongelada em gelo picado 
e homogeneizada ressaltando que para esse protocolo 1 são necessários 2 dias, pois 
a extração é realizada em duas etapas, com intervalo overnight. 

A saliva total foi centrifugada em um tubo de 1,5mL a 10.000g (ou rcf) por 5 
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi re-suspenso em 1 mL de 
tampão de extração [10mM Tris – Hcl; pH7, 8; 5mM EDTA; 0,55% SDS]. Foi adicionado 
5μL de proteinase K (20 mg/mL) para a degradação das proteínas. Os tubos foram 
agitados em vórtex e incubados em banho- maria a 56ºC overnight. Em seguida, foram 
centrifugados rapidamente (para baixar o líquido da borda). Foi adicionado aos tubos, 
500μL de solução de acetato de amônio a 10M os quais foram agitados manualmente 
por 3 a 5 minutos e centrifugados a 15.000 rpm por 15 minutos em temperatura 
ambiente. Foram transferidos 500μL do sobrenadante para um novo tubo, e 540μL de 
álcool isopropílico gelado foi adicionado em cada tubo que foi agitado em vortex por 
15 segundos. As amostras foram mantidas em geladeira por 2 horas e em seguida 
foram centrifugados a 10.000g (ou rcf) por 20 minutos em temperatura ambiente. O 
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sobrenadante foi descartado com cuidado para não ressuspender o pellet de DNA, 1 
mL de álcool 70% gelado foi adicionado aos tubos que foram centrifugados a 10.000g 
(ou rcf) por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente, e os tubos 
ficaram abertos por 3 a 4 horas para evaporar o excesso de álcool. Após 3 ou 4 horas 
o DNA foi hidratado em 50μL de água deionizada autoclavada.

Protocolo 2 - DNA Purification from Blood or Body Fluids (Kit comercial - QIAamp® 
Mini and Blood Mini Handbook da Qiagen®). 

Para esse protocolo que faz uso de colunas, foi aliquotada 200 μl de saliva 
descongelada em gelo picado e homogeneizada, e foi realizada a extração de DNA de 
acordo com as instruções do fabricante.

3.2.2	 Quantificação das Amostras

Após as extrações foi realizada a leitura da qualidade e concentração do DNA, 
em espectrofotômetro (NanoDrop™ 1000, Thermo Scientfic). Este equipamento 
fornece duas medidas importantes que são: qualidade medida em (A260/280nm) e 
a quantidade em ng/μl. (EHLI et al., 2008; KUCHLER et al., 2011). Foi utilizada a 
quantidade de 2μl de DNA de cada amostra para essa leitura em espectrofotômetro. Os 
resultados gerados por este aparelho apresentam um padrão de índices de absorção 
com a razão A260/280, no qual um DNA considerado de boa qualidade deve estar 
compreendido entre os valores de 1,6 a 2,0 (RAJ et al., 2014; NEMODA et al., 2011).

3.2.3	 Análise Molecular

3.2.3.1Genotipagem por meio de PCR em tempo real (rs 12532 no gene MSX1)

Em seguida, o DNA extraído das amostras (frescas e armazenadas por 2 e 6 
anos) foi submetido à discriminação alélica da variante polimórfica (rs 12532) no gene 
MSX1, realizada por PCR Real Time (Equipamento Via 7 pertencente ao laboratório 
de Farmacologia e Genética do Departamento de Ciências Biológicas da FOB-USP).

Para a discriminação genotípica do polimorfismo rs12532, no gene MSX1 
foram utilizados reagentes para um produto final de PCR de 3μL utilizando o sistema 
Taqman® e o mix Genotyping Master Mix (Life Technologies®) o qual contém todos os 
reagentes necessários para a reação (Applied Biosystems, Warrington, UK) seguindo 
as recomendações e instruções do fabricante (Applied Biosystems). Os experimentos 
foram realizados em aparelho de PCR em tempo real Via 7 (Life Technologies®,Estados 
Unidos), utilizando ensaios pré-fabricados e padronizados, produzidos e validados 
pela empresa Life Technologies®.

Foram utilizadas as seguintes condições de ciclagem para a realização da PCR 
no equipamento: temperatura inicial de 95°C por 10 minutos para a avaliação da taq 
polimerase seguida de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Foram 
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utilizados controles negativos constituídos para todos os reagentes descritos, contudo 
sem a presença do DNA.

4 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na tabela 1 abaixo, estão apresentados todos os resultados dos dois protocolos, 
para todas as amostras e todos os períodos analisados (6 anos, 2 anos e fresca) 
referentes à: leitura do espectrofotômetro, e da genotipagem (rs12532 do gene MSX1). 

Amostras Parâmetros
Protocolo 

1
(6 Anos)

Protocolo 
1

(2 Anos)

Protocolo 
1

Fresca

Protocolo 
2

(6 Anos)

Protocolo 
2

(2 Anos)

Protocolo 
2

Fresca

I-1
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,90
1,22

+

1,50
1,69

+

7,90
1,51

+

105,50
1,87

+

18,70
1,97

+

8,40
1,88

+

I-2
ng/µL

A260/280
Genotipagem

0,70
2,11

+

       1,60
1,71

+

9,40
1,80

+
2,00
1,30

+

9,00
1,72

+
31,00
1,96

+

I-3
ng/µL

A260/280
Genotipagem

32,30
0,90

-

2,10
1,52

+

2,90
1,85

+
       1,70

1,63
+

4,80
1,57

+
53,10
1,85

+

I-5
ng/µL

A260/280
Genotipagem

0,90
-5,31

+
2,60
2,13

+

174,80
1,80

         -

       1,70
1,64

+

5,30
1,99

+
2,30
1,88

+

I-6
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,10
-1,81

+
0,90
1,14

+

1,30
1,17

+
2,80
1,51

+

3,10
1,91

+
11,80
1,74

+

I-7
ng/µL

A260/280
Genotipagem

2,90
1,76

+
1,10
1,96

+

41,80
1,93

+
1,80
1,47

+

3,70
1,65

+
39,90
1,90

+

I-8

ng/µL
A260/280

Genotipagem

4,40
1,78

-

2,00
1,15

+

77,50
1,88

+

2,50
2,07

+

6,30
1,78

+

22,80
1,86

+

I-9
ng/µL

A260/280
Genotipagem

3,70
1,74

+
7,20
1,84

+

15,70
1,90

-

1,50
2,32

+

16,80
1,95

+

59,20
1,95

+

I-10
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,10
0,60

+
2,20
1,66

+

2,00
1,81

+
2,30
1,93

+

2,80
1,59

+
32,40
1,88

+

I-11
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,00
0,72

-

7,90
1,70

+

211,70
1,85

-

1,00
3,89

+

2,00
1,78

+
223,50

1,88
+

I-12
ng/µL

A260/280
Genotipagem

2,40
1,87

+

1,80
2,17

+

247,80
1,80

+

2,30
1,30

-

5,30
1,94

+

61,30
1,95

+
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I-14
ng/µL

A260/280
Genotipagem 

1,60
1,79

+

0,70
1,41

-

177,50
1,85

+

2,20
1,49

+

0,50
1,34

+

96,90
1,91

+

I-21
ng/µL

A260/280
Genotipagem

2,50
1,37

+

3,30
2,00

+

41,30
1,80

+

0,30
0,66

+

5,40
2,12

+

33,10
1,87

+

I-22
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,00
1,86

+

2,40
1,19

-

35,70
1,20

+

1,30
1,33

+

5,80
1,57

+

21,20
1,93

+

I-23
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,10
1,03

+

1,40
1,48

+

22,10
2,00

+

2,60
1,51

-

7,20
1,78

+

34,40
1,88

+

I-25
ng/µL

A260/280
Genotipagem

10,28
1,30

+

55,10
0,98

-

9,50
1,95

+

2,20
1,70

+

1,88
1,91

+

28,30
1,90

+

I-30
ng/µL

A260/280
Genotipagem

1,60
1,51

-

2,60
1,66

+

141,70
2,00

+

2,70
1,64

+

3,60
1,46

+

55,10
1,99

+

Tabela 1- Análises de qualidade (A260/280) e quantidade (ng/µL) geradas pela 
espectrofotometria (ng/µL A260/280), e da genotipagem, positivo para as amostras que 

apresentaram êxito e negativo para aquelas em que não foi possível estabelecer o genótipo.

Referente à concentração de DNA, a partir dos resultados representados na 
tabela 1 acima, podemos observar valores de concentração de DNA baixas várias 
amostras abaixo de 10ng/µL de DNA, em contrapartida a baixa concentração, muitas 
amostras apresentaram razão A260\280 dentro dos padrões ótimos aceitos e utilizados 
em vários outros estudos que está entre 1,6 e 2,0. Quinque e colaboradores (2006) 
verificaram que há uma grande proporção de DNA de microrganismos no DNA extraído 
de amostras de saliva, portanto, é possível que esse fator juntamente com a baixa 
concentração de DNA humano obtido possa ter influenciado nos resultados da PCR, 
fazendo desse método quantitativo direto não específico para DNA humano (QUINQUE 
et al, 2006; RAJ et al, 2014 ).Em muitos casos observa-se baixa concentração de DNA, 
verificada pela medida do espectrofotômetro. Mas em grande parte das amostras, 
foi possível por meio da reação de PCR em tempo real, descriminar o genótipo do 
polimorfismo em questão. Analisando esses resultados, é possível perceber que as 
baixas concentrações não determinam a inexistência de DNA ou inviabilidade de 
utilização na tentativa de genotipagem, independente da concentração.

	  As figuras de 1 a 3 (abaixo) ilustram resultados individuais obtidos na 
genotipagem, nas quais, as curvas em verdes são referentes à coloração (VIC) 
para o alelo ancestral, ou seja, sem a variação (A) e a curva representada pelo 
azul com coloração (FAM) evidencia o genótipo polimórfico (G). Assim, o gráficos 
que apresentavam ambas as curvas são referentes a indivíduos heterozigotos (AG) 
para essa variante (Fig 2). Caso o sujeito apresentasse uma cor somente, coloração 
verde refere-se ao genótipo homozigoto ancestral (AA) e somente coloração azul é 
homozigoto polimórfico (GG) (Fig. 1 e 3) (RAFIGHDOOST, H., et al, 2013). 
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Figura 1 – Gráfico que caracteriza o genótipo ancestral AA (curva corada com VIC - verde).

Figura 2 – Gráfico com caracterização alélica de um indivíduo heterozigoto para a variação 
(AG).

Figura 3 – Gráfico com caracterização de genótipo polimórfico (GG) representado pela curva 
em azul corado (FAM).



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  2 Capítulo 25 298

Figura 4. Gráfico de aproveitamento da genotipagem.

A figura 4 apresenta os resultados referentes ao aproveitamento nesse 
experimento de genotipagem (rs 12532 no gene MSX1) por PCR em tempo real para 
todas as amostras e todos os períodos. Na primeira reação para genotipagem, das 
102 amostras testadas, 20 delas não funcionaram. Esta análise foi então realizada 
novamente com estas 20 amostras e no final somente 6 das 20 não apresentaram 
bons resultados. O insucesso de algumas amostras ocorreu com a ausência de 
caracterização de alelos na duplicata realizada no experimento de genotipagem nas 
duas tentativas realizadas. Apesar do insucesso de algumas amostras de determinados 
períodos como demonstra a figura 4, foi possível caracterizar os alelos de todos 
os participantes, pois para cada sujeito foi realizado experimento de genotipagem 
6 vezes (para cada um dos dois protocolos e para cada um dos três períodos de 
armazenamento). Assim, em algumas dessas 6 genotipagens foi possível caracterizar 
os alelos do voluntário. De acordo com o figura 2, é possível observar que o protocolo 
2 utilizado para extração apresentou índice de 100% de aproveitamento em amostras 
frescas e armazenadas pelo período de 2 anos, o protocolo 1 foi o que apresentou os 
piores resultados em relação ao aproveitamento, sendo o pior, com saliva armazenada 
por 6 anos, com 16% de amostras apresentando insucesso.

 Provavelmente as altas taxas percentuais de sucesso nas genotipagens 
possam também ser atribuídas ao sistema Taqman, ensaio muito conhecido e com 
alto grau de eficiência, que apresenta grande especificidade, o que possibilita que as 
sondas utilizadas se liguem aos alvos, independente da amostra apresentar alguns 
contaminantes, como DNA microbiano. Por isso a PCR em tempo real apresenta 
grandes vantagens e altos percentuais de aproveitamento, próximos de 100%, além 
de ser um método automático e rápido, ele dispensa a análise de eletroforese em 
gel de agarose (FARAH,2017). Portanto, mesmo a genotipagem sendo uma análise 
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molecular mais simples e direta, foi possível verificar que até mesmo um DNA nas 
condições supracitadas apresentou bons resultados. Ainda assim, especialmente para 
algumas amostras congeladas por período de 6 anos e utilizando o protocolo 1, não 
houve sucesso na genotipagem, o que dificilmente ocorre neste tipo de experimento. 
Diante desse resultado, é possível inferir que provavelmente grande parte do DNA 
dessas amostras específicas estava realmente muito degradado.

Foi constatados que subsequentes congelamentos e descongelamentos podem 
degradar o DNA, uma provável possibilidade, pois as amostras se encontram em 
congeladores e estes possuem materiais de inúmeros outros projetos, fazendo com 
que as diferenças de temperatura aconteçam com grande frequência na abertura e 
fechamento desses refrigeradores. Foi analisado em outras pesquisas que a saliva 
pode ser armazenada por longos períodos de tempo sem ter influência no rendimento 
do DNA e nem na qualidade da genotipagem, mas para isso deve-se atentar a estes 
critérios de manipulação e armazenamento, e esse é mais um motivo para que no 
planejamento de um projeto que requeira biorrepositório, seja previsto que os materiais 
biológicos devam ficar isolados e somente retirados para uso (AIDAR; LINE, 2007; 
CARVALHO et al, 2009;QUINQUE et al, 2006).

Uma sugestão de logística ideal para pesquisas futuras na área de Genética 
envolvendo Biologia Molecular seria realizar a extração de DNA a partir de saliva 
fresca, como material biológico de partida para experimentação. Nessa linha poderia 
ser estabelecido um biorrepositório de macromoléculas (DNA) e outro concomitante 
com a saliva total para armazenamento. Desta forma, poderiam ser evitadas possíveis 
interferências de proteínas e enzimas presentes na saliva que poderiam agir no material 
durante o processo e tempo de armazenamento e os desequilíbrios decorrentes de 
ciclos de congelamento e descongelamento para uso do material, levando assim a 
resultados variados de integridade do DNA (NEMODA et al, 2011). 

5 | 	CONCLUSÃO

O uso da saliva armazenada por períodos de 2 e 6 anos, como material biológico 
para análises moleculares, mostrou-se viável para experimentos de discriminação 
alélica de polimorfismos genéticos, sendo uma alternativa de fácil obtenção. O protocolo 
de extração de DNA utilizando colunas mostrou-se superior quando analisados o 
contexto geral dos dois tempos de armazenamento investigados, quando comparados 
à saliva fresca. A forma de armazenamento da saliva é uma questão fundamental, 
visto que o tempo de armazenamento não interfere diretamente na qualidade do DNA 
desde que não ocorram ciclos de congelamento e descongelamento, possivelmente 
o principal motivo dos resultados relatados neste estudo. A partir dessa premissa, 
sugere-se que a saliva seja processada ainda fresca e seja armazenado apenas o 
DNA genômico extraído. Os experimentos realizados mostraram que as amostras 
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armazenadas pelo período de 6 anos ainda podem ser viáveis para a realização da 
PCR em tempo real com a finalidade de caracterização genotípica de polimorfismos, 
fundamental para avanços na área da genética oral. Contudo, esse tipo de material 
armazenado e congelado por períodos mais longos provavelmente não apresente os 
mesmos resultados para técnicas mais sensíveis, como é o caso do sequenciamento, 
que exige DNA de excelente qualidade para sucesso na obtenção de sequências para 
as análises. 
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