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RESUMO 

Umas das técnicas mais utilizadas para a análise de doenças genéticas é a extração de 

DNA para fins diagnósticos e de pesquisas. E a coleta das células da mucosa bucal por 

meio de swab se mostra um método ideal, pois possui uma abordagem segura, indolor, 

e eficiente para obtenção de DNA. Assim, o objetivo deste trabalho foi adaptar um 

método de extração de DNA a partir de células da mucosa bucal baseado em parâmetros 

de qualidade. Para isso, foi realizada a coleta da mucosa bucal de dez voluntários com 

swab para extração de DNA por meio do protocolo adaptado. Os parâmetros avaliados 

foram à quantidade, integridade e pureza do DNA obtido. Ainda para avaliar a 

aplicabilidade da técnica na amplificação de genes foi realizada a reação em cadeida da 
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polimerase - PCR do gene da β-globina. O método de extração de DNA de células de 

mucosa bucal adaptado apresentou DNA em quantidade suficiente, integridade e pureza 

necessária para amplificação em PCR. Os resultados dão um parecer favorável ao uso 

da técnica em vários aspectos.  

 

Palavras-chave: Coleta de amostra, Reação em Cadeia da Polimerase, Swab Bucal.   

 

ABSTRACT 

One of the most used techniques to analyze genetic diseases is the extraction of DNA to 

diagnosis and researches. And the collect of the buccal mucosa cells  by swab shows itself 

an ideal method, due to its safe, painless and efficient approach to obtain DNA. This way, 

this work’s goal is to adapt a DNA extraction method by buccal mucosa cells based on 

quality parameters. For that, it was made a collect of buccal mucosa of ten volunteers 

with swab for DNA extraction by the adapted protocol. The parameters evaluated were 

about quantity, integrity and purity of the DNA obtained. Still to evaluate the applicability 

of the technique in genes amplification was made a chain reaction of polymerase – PCR 

of the gene from β-globine. The adapted DNA extraction method of buccal mucosa cells 

showed DNA in enough quantities, integrity and purity required to amplify in PCR. The 

results give a positive feedback of the use of this technique in many aspects. 

 

Keywords: Sample collection, Chain Reaction of  Polymerase, Swab buccal. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

Diferentes amostras podem ser utilizadas para a obtenção de DNA, sendo as mais 

comuns o cabelo, unhas, esperma, ossos, sangue, tecidos, saliva, cultura celular, urina e 

culturas de microrganismos (Correa et al., 2020). Entretanto, para o diagnóstico de 

doenças genéticas e parasitárias a partir da análise do DNA, é necessária a coleta de 

amostra proveniente do paciente, dentre as quais as comumente utilizadas são o sangue 

periférico, material de biópsia e células da mucosa bucal.  

Certos métodos de coleta são invasivos e apresenta variada dificuldade para 

pacientes como crianças, idosos, obesos, diabéticos e indivíduos sindrômicos. Ao lidar 

com esses pacientes, é imprescindível a utilização de um método de coleta de amostra 

que permita uma extração de DNA de rápida execução e de grande precisão, mas que, ao 

mesmo tempo, evite expor o paciente a riscos e desconfortos desnecessários.  

Geralmente, os pacientes sindrômicos e crianças possuem dificuldade em se 

manter imóveis para a realização de procedimentos invasivos, além disso, pacientes 

idosos e obesos possuem difícil acesso venoso pela variação anatômica e nestes casos a 

coleta pode causar dor, ansiedade e estresse limitando a realização do procedimento de 

maneira adequada (Negri et al., 2012). 
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Como alternativa aos métodos invasivos de coleta de amostra tem se a coleta de 

células da mucosa bucal, geralmente obtida por raspagem das células epiteliais dessa 

região utilizando o swab bucal. Esse tipo de coleta diminui os perigos operacionais 

presentes em um procedimento invasivo, tanto para o paciente como para o profissional 

da saúde, além de dispensar procedimentos para a coleta, acondicionamento e transporte 

da amostra que são exigidos em, por exemplo, amostras de sangue. 

Segundo as recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica e 

Medicina Laboratorial-SBPC/ML (2010) para a coleta de sangue se faz necessária à 

presença de um ambiente físico organizado de forma apropriada, com equipamentos e 

acessórios que garantem a segurança e conforto do paciente. A SBPC/ML (2018) também 

reforça a importância da utilização de materiais e condições de transporte adequadas de 

forma que a amostra não sofra variação de temperatura e no tempo até processamento. 

Assim, a coleta de amostra de células da mucosa por meio de uso de swab bucal 

torna-se um método ideal para estes casos, se tratando de uma abordagem mais segura, 

indolor, simples e eficiente, visto que tem se mostrado um método excelente para 

obtenção de DNA de elevado peso molecular (Lima & Medeiros, 2015). Em 

contrapartida, um grande número de protocolos de extração de DNA é voltado para a 

aplicação em sangue, sendo necessária a adaptação para execução em células da mucosa 

bucal.  

A adaptação de um método a extração de DNA geralmente envolve uma série de 

passos e reagentes utilizados que devem ser cuidadosamente escolhidos e suas 

concentrações precisamente determinadas a fim de simplificar o procedimento, com 

ganho de tempo e ao mesmo tempo garantir uma amostra de DNA em quantidade 

suficiente com pureza e integridade para análises posteriores (Barea et al., 2004). 

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi adaptar um método de extração de 

DNA a partir de células da mucosa bucal baseado em parâmetros de qualidade.  

  

2 MATERIAL E MÉTODOS 

Foram convidados 10 voluntários que concordaram na doação das amostras de 

células da mucosa bucal e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido – TCLE 

(Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade 

Cesumar – Unicesumar, Maringá – PR pelo registro 3.076.481 em 12 de dezembro de 

2018). 
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Os procedimentos foram realizados no laboratório de Biologia Molecular da 

Universidade Cesumar – Unicesumar, Maringá-PR.  

Os voluntários foram orientados a realizar enxágue bucal com 10mL de água 

destilada (Abrão et al., 2005). Em seguida foi feita a coleta de células epiteliais da mucosa 

bucal com auxílio de dois swabs (duplicata) friccionando delicadamente a parte interna 

da bochecha com 10 movimentos verticais repetitivos na parede anterior direita e 

esquerda a fim de evitar qualquer reação vagal do paciente. Em seguida, a ponta dos 

swabs foi cortada dentro de microtubos de 1,5mL contendo 500µL de tampão TE (0,1M 

Tris-HCl; 0,04M EDTA). As amostras foram acondicionadas em temperatura ambiente e 

encaminhadas para o laboratório onde os microtubos foram agitados vigorosamente em 

vórtex por um minuto.  

Para a adaptação do método de extração de DNA foi utilizada a metodologia 

proposta por Abrão et al. (2005) com modificações. Com o auxílio de pinça esterilizada 

a ponta do swab foi removida e descartada, as células foram centrifugadas por 1 minuto 

a 10.000 RPM e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 20µL de proteinase K (20 

mg/mL), 250µL de água ultrapura e 50µL de SDS a 10%, e realizado homogeneização 

manualmente por inversão seguida de incubação à 56°C por 15 minutos havendo pausas 

para homogeneização rápida a cada 5 minutos. Em seguida houve resfriamento por 5 

minutos em banho gelo e adicionados 120µL de NaCl (5M), realizada homogeneização e 

centrifugação por 10 minutos a 13.600 RPM. O sobrenadante foi transferido para novos 

microtubos e o DNA precipitado com 1mL de etanol absoluto gelado. Esses microtubos 

foram centrifugados a 13.600 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram 

adicionados 500µL de etanol 70% também gelado e o pellet dissolvido por agitação 

manual. O material foi centrifugado por 5 minutos a 13.600 RPM. Esta etapa foi repetida 

e, após descarte do sobrenadante, os resíduos do álcool foram evaporados por exposição 

do microtubo ao ambiente. Ao final foram adicionados 50µL de tampão TE e o DNA 

congelado para análises posteriores. 

Para comparar o método de extração de DNA obtido, as amostras também 

passaram pelo método de extração de DNA, mas utilizando o kit comercial para extração 

em coluna de sílica (MEBEP Bioscience).  

Para avaliar a qualidade do método de extração de DNA foram utilizados os 

parâmetros de quantidade de DNA, pureza e integridade por método indireto de 

visualização em gel de agarose e amplificação pelo método de Reação em Cadeia da 

Polimerase - PCR.  
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As amostras de DNA foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

coradas com brometo de etídeo (0,83µg/mL) e comparadas a um Ladder de 1kb 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). A eletroforese foi realizada durante 50 minutos a 

100V para uma boa distribuição do Ladder e melhor visualização das amostras. Os 

resultados foram visualizados em Transiluminador Ultravioleta e a imagem obtida 

registrada em foto.  

Na reação de PCR foi amplificdo o gene da β-globina (Bell et al., 1993). Foi 

preparado um Mastermix de 50 µL com Green GoTaq Flexi Buffer 1X, 200uM de mix 

de dNTPs, 0,5 µM  de cada primer GH20 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’) e 

PC04 (5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), 1,25 U de Taq-polimerase (GoTaq, 

PROMEGA), 5 µL de DNA na diluição de 1:50 em água. A amplificação ocorreu em 

Termociclador (Nova Instruments) com o programa de ciclagem de desnaturação inicial 

à 95°C por 2 minutos, mais 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 

72°C por 1 minuto, e extensão final à 72°C por 5 minutos. O amplicon esperado (262-

268pb) foi visualizado em eletroforese em gel de agarose a 3% utilizando um Ladder de 

100pb (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Os resultados visualizados em 

Transiluminador Ultravioleta e a imagem obtida registrada em foto.  

  

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A extração de DNA é o primeiro passo na análise molecular e permite que 

laboratórios executem com eficiência os procedimentos de rotina como PCR e 

sequenciamento. Neste estudo, o método de extração de DNA adaptado, aliado ao uso de 

células epiteliais da mucosa bucal como amostra, obteve DNA genômico de qualidade de 

acordo com os parâmetros analisados, como demonstra a eletroforese apresentada na 

Figura 1. 
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Figura 1: Eletroforese de DNA genômico de células epiteliais da mucosa bucal. 

 
L: Ladder de 1Kb. 1 a 10: Amostras de DNA extraídas com o método utilizado. 11 e 12: Amostras de DNA 

extraídas por kit comercial. Fonte: autores. 

 

A pureza do DNA resultante da extração é um pré-requisito para qualquer análise 

molecular (MARTINS; BARBOSA, 2020) e os resultados do deste estudo permite 

verificar que não existe presença de RNA ao final da corrida ou possíveis contaminações 

com proteínas intracelulares. A pureza do DNA obtido nesta extração foi alcançada pelo 

uso da proteinase K (Santos et al., 2018) e precipitação com NaCl (Abdel-Latif & Osman, 

2017). A pureza do DNA é um parâmetro fundamental a ser considerado durante o 

processo de extração de DNA, pois pode influenciar diretamente em análises posteriores 

atuando como interferentes de reação (Liao & Liu, 2018). Estes contaminantes que 

reduzem a pureza do DNA tem origem na contaminação cruzada ou por problemas no 

protocolo de extração que permitem que proteínas, RNA e outros compostos permaneçam 

da reação (Liao et al., 2017; Yang et al., 2018).  

A contaminação cruzada pode ser evitada com cuidados no uso de reagentes livres 

de DNA e RNA, manuseio adequado de materiais e equipamentos, além do controle de 

qualidade relacionado ao local de coleta e manuseio do coletor (Pinto et al., 2016). Já a 

contaminação com proteínas é evitada pelo uso de reagentes de precipitação como o 

cloreto de sódio, modulação da temperatura da reação ou aplicação de enzimas 

degradadoras (Pereira et al., 2019). Nesse estudo, o uso da proteinase K, embora eleve o 

custo do método, é considerado um reagente eficaz por promover desproteinização de 

maneira eficaz e uma alternativa segura comparada ao uso de reagentes de elevada 

toxicidade como tiocianato de guanidina, fenol e clorofórmio (Nascimento et al., 2017; 

Qamar et al., 2017; Rodriguez et al., 2017).  

A observação da ausência de fragmentos de DNA também mostra que o DNA 

extraído pelo método adaptado não apresenta degradação, ou seja, foi assegurada a 
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integridade. O parâmetro integridade está relacionado à ausência de degradação no DNA 

extraído. Na presença de degradação existem riscos relacionados à ausência de 

amplificação durante a PCR resultando em falsos negativos (Santos et al., 2018). A 

integridade neste estudo foi controlada também pelo uso da proteinase K e cloreto de 

sódio como recursos que evitam a ação de nucleases que podem clivar o DNA levando a 

sua degradação e consequentemente interferências nas análises posteriores (Silva et al., 

2013). 

Em relação à quantidade de DNA, o método utilizado obteve quantidade de DNA 

genômico satisfatória para sua visualização na eletroforese. Embora quando comparada 

ao kit seja inferior, é suficiente para realização das técnicas de rotina em biologia 

molecular. Pelo método indireto de comparação visual com o Ladder em eletroforese em 

gel de agarose foi observado que as amostras de DNA extraídas possuem cerca de 80 a 

140ng/µL, enquanto as amostras extraídas pelo kit de purificação de DNA possuem cerca 

de 140ng/µL. Este resultado está dentro do limiar desejado, pois o DNA resultante da 

extração é utilizado em baixa concentração para evitar, por exemplo, que atue como 

inibidor da enzima Taq-polimerase (Freitas-Lidani et al., 2019). Nesse sentido, as 

amostras de DNA são comumente diluídas como apontado por Lucas et al.(2018) que 

observaram bons resultados de amplificação em reação de PCR com amostras de DNA 

em concentração entre 50 a 190ng, sendo os melhores resultados obtidos a partir de cerca 

de 90ng. 

É importante ressaltar que pela análise da eletroforese de extração de DNA é 

possível verificar uma variação na quantidade de DNA por indivíduo. Neste caso, a 

variação pode estar relacionada à quantidade de células coletadas durante a coleta com 

swab. Bäumer et al. (2018) observaram que a quantidade de células presentes em uma 

amostra é um fator de interferência na obtenção de DNA. E, de acordo com Piovesan et 

al. (2019) a quantidade de DNA genômico presente em uma célula humana é de cerca de 

3,16 pg, sendo necessário para a execução de uma reação de PCR apenas 2-4ng 

dependendo da dificuldade de execução do protocolo. Diante dos parâmetros analisados, 

o método de extração de DNA adaptado se mostra interessante para uso posterior em 

análises moleculares. Assim, para avaliar a aplicabilidade do DNA extraído quanto à 

realização da PCR este parâmetro foi avaliado.  

A PCR para o gene da β-globina mostrou eficiência de amplificação, utilizando-

se apenas 2,5µL de amostra de DNA diluída na proporção 1:50, apresentando uma banda 
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de 260 pares de base, condizente com o esperado com os primers utilizados na reação 

(Figura 2).  

 

Figura 2: Eletroforese da PCR de gene da β-globina. 

 
L: Ladder de 100pb. 1 a 10: Amostras de DNA extraídas com o método adaptado após amplificação. 

Fonte: autores.  

 

Ressalta-se que uma reação de PCR não depende necessariamente de grandes 

quantidades de DNA genômico, visto que estudos forenses conseguem bons resultados 

com baixa concentração inicial, como Resende et al. (2016), que aplicaram o 

procedimento em amostras de até 4,24 ng/µL de DNA que resultaram em ótima 

amplificação. Além disso, os parâmetros de pureza e integridade da amostra de DNA 

devem ser levados em consideração também na amplificação (Obradovic et al., 2013). 

A relevância na adaptação desta técnica está relacionada à facilidade de coleta, 

mas também ao transporte destas amostras. A coleta de células da mucosa por meio de 

swab é rápida, fácil e indolor (Cavallari et al., 2017). Além disso, é uma coleta que possui 

menos exigências em relação à estrutura do local da coleta, podendo ser realizada em 

locais com menor acesso a condições laboratoriais como o domicílio, e em seguida 

transportadas para o local onde será realizada a extração sem comprometer a qualidade 

da amostra. Isso é uma vantagem em comparação à coleta de sangue venoso ou arterial, 

que possui restrições a fim de evitar os riscos inerentes a esse tipo de coleta e requisitos 

mais específicos e controlados para a conservação e transporte da amostra (SBPC/ML, 

2010; 2018). 

O processo de obtenção de DNA envolve procedimentos complexos, que podem 

combinar diferentes metodologias, propriedades e origens. Para a biologia molecular, este 

processo é de extrema importância, uma vez que a aplicabilidade do DNA extraído e 

purificado é variada, podendo ser utilizado para a ciência forense, para a medicina 
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diagnóstica, estudos sobre doenças e processos metabólicos (Al Balawi et al., 2019; 

Martinez et al., 2018).  

As pesquisas e inovações tecnológicas em biologia molecular possibilitaram 

inúmeras técnicas e métodos para a realização da extração do DNA para fins de pesquisa 

e, mais recentemente, aplicação no diagnóstico de doenças (Nedel et al., 2009). As etapas 

de extração e purificação do material genético são o ponto de partida para a aplicação 

dessas técnicas, tendo em vista que métodos insuficientes de obtenção de DNA podem 

ser responsáveis por comprometer o desempenho de algumas dessas tecnologias (Bouso 

& Planet, 2019). 

Os resultados do método adapatado dão um parecer favorável ao seu uso para 

diversos fins diagnósticos e de investigação genética, uma vez que permitem uma 

extração de DNA rápida e eficiente e têm como produto um material que pode ser 

aplicado à PCR. 

  

4 CONCLUSÃO 

O presente estudo realizou a adaptação de um método de extração de DNA a partir 

de células da mucosa bucal. 

A metodologia adaptada permitiu uma extração satisfatória, de concentração 

compatível àquela extraída com kit comercial. Esse procedimento pode auxiliar na 

escolha de métodos de extração de DNA pré-ensaios de PCR para fins de pesquisa e 

diagnóstico.  

O DNA obtido por este método pode ser aplicado em reação de PCR, o que 

significa que pode ser utilizado por laboratórios de biologia molecular na obtenção de 

diagnósticos genéticos por PCR, além de diversas outras aplicações. 
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