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RESUMO

Os avancos cientificos voltados ao diagnostico clinico € o surgimento da técnica de Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR), fizeram com que amostras biologicas fixadas em formalina e
preservadas em parafina, as chamadas FFPE (do inglés formalin-fixed paraffin-embedded) se
tornassem fontes valiosissimas de material genético para analises moleculares na
complementacdo de diagndsticos clinicos. O grande desafio a partir de entdo, se da frente a
utilizacdo de protocolos que sejam eficazes diante da recuperagdo e amplificagdo do DNA. O
objetivo do estudo foi padronizar o uso de material (FFPE) proveniente de processos
patologicos diversos, representativos das doengas humanas, para uso na investigacao
molecular. Trata-se de um estudo transversal retrospectivo, no qual foram incluidas amostras
com tempo de preservacdo em parafina distintos, provenientes do Laboratério de Patologia do
Hospital Sao Vicente de Paulo, Passo Fundo, RS e do Laboratorio de Patologia da UNESP —
Botucatu, SP. As amostras de diferentes tecidos (tumoral ¢ ndo tumoral), distribuidas em dois
grupos conforme fixador, Grupo 1 (G1 - formalina nao tamponada, n=90) e Grupo 2 (G2 -
formalina tamponada, n=68) foram seccionadas em microtomo (3 e 6 cortes de 10
micrometros (um) — G1 e 6 cortes de 10 micrometros (um) — G2), e o periodo de preservagao
das amostras foi de 2, 5 e 10 anos. Posteriormente, as amostras seccionadas foram submetidas
a desparafinizagdo e extracdo de DNA total e analisadas por espectrofotometria para
verificagdo da qualidade e quantidade do DNA recuperados de cada tecido. A eficiéncia da
recuperagao de DNA foi confirmada pela amplificacdo do gene enddgeno beta globina por
PCR, utilizando-se primers especificos. Os dados foram analisados seguindo os pressupostos
estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5%. Observou-se que a concentragdao de
DNA Total isolada de amostras de periodos de 2, 5 ou 10 anos nao foi diferente. A
Concentragao de DNA total foi inferior nas amostras de biopsias (G1 e G2) comparadas as
pecas cirurgicas (Gl e G2) (p<0,0001), no entanto esse resultado foi inverso quando
considerado a concentracdo de DNA/area do fragmento (G1, p=0,003 ¢ G2, p=0,0005). Em
relacdo a qualidade do DNA observou-se melhor resultado nas amostras de bidspias (G1 e
G2) em relagdo as pegas. Considerando a relagdo >1,8, o nimero de Biopsias e Pecas do G2
foram superiores em relacdo ao Gl. Quanto a positividade da PCR, a taxa de sucesso da
amplificacdo do gene endogeno beta globina foi de cerca de 70% no G1 e 100% no G2. Para
as amostras de Biopsias (G1) 6 cortes, observou-se maior positividade comparadas as de 3
cortes (p=0,04). Conclui-se que o tempo de armazenamento de amostras FFPE ndo interfere
na quantidade de DNA recuperada. O uso de formalina tamponada ¢ preferivel frente para a
fixacdo dos tecidos. As bidpsias FFPE para obtengao de DNA apresentam maior quantidade
de DNA/area e melhor qualidade de DNA, sendo seu uso preferivel em relagdo as pegas, no
entanto um numero maior de cortes (material) se apresentou mais eficaz frente a recuperagao
e positividade diante as Bidpsias conservadas em formalina comum. O protocolo de extracdo
de DNA de facil execucao e econdmico ¢ factivel para as analises moleculares de um grande
nimero de amostras FFPE, mas faz-se necessario conhecer todas as variaveis que podem
interferir na recuperagao do material genético.

Palavras-chave: Processamento, Diagnostico, Biologia Molecular



ABSTRACT

Scientific advances aimed at clinical diagnosis and the emergence of the Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique have made biological samples fixed in formalin and preserved in
paraffin, the so-called FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded), become valuable resources
of genetic material for molecular analysis to complement clinical diagnoses. The great
challenge from then on is faced with the use of protocols that are effective in the recovery and
amplification of DNA. The aim of the study was to standardize the use of material (FFPE)
from different pathological processes, representative of human diseases, for use in molecular
investigation. This is a retrospective cross-sectional study, in which samples with different
preservation times in paraffin were included, from the Pathology Laboratory of Hospital Sao
Vicente de Paulo, Passo Fundo, RS and the Pathology Laboratory of UNESP — Botucatu, SP.
Samples from different tissues (tumor and non-tumor), divided into two groups according to
the fixative, Group 1 (G1 - unbuffered formalin, n=90) and Group 2 (G2 - buffered formalin,
n=68). Were submitted to mcrotome sections (3 and 6 sections of 10 micrometers (um) — G1
and 6 sections of 10 micrometers (um) — G2), and the preservation period of the samples was
2, 5 and 10 years. Subsequently, the sectioned samples were submitted to deparaffinization
and total DNA extraction and analyzed by spectrophotometry to verify the quality and
quantity of DNA recovered from each tissue. The DNA recovery efficiency was confirmed by
endogenous beta globin gene PCR amplification , using specific primers. Data were analyzed
following statistical assumptions and the significance level adopted was 5%. It was observed
that the concentration of Total DNA isolated from samples of periods of 2, 5 or 10 years was
not different. Total DNA concentration was lower in biopsy samples (G1 and G2) compared
to surgical specimens (Gl and G2) (p<0.0001), however this result was inverse when
considering the concentration of DNA/ fragment area (G1, p=0.003 and G2, p=0.0005).
Regarding the DNA quality, a better result was observed in the biopsy samples (G1 and G2)
in relation to the surgical specimens. Considering the ratio >1.8, the number of Biopsies and
surgical specimens in G2 were higher than in G1. As for PCR positivity, the success rate of
endogenous beta globin gene amplification was about 70% in G1 and 100% in G2. For
Biopsy samples (G1) 6 cuts, greater positivity was observed compared to 3 cuts (p=0.04). It is
concluded that the storage time of FFPE samples does not interfere with the amount of DNA
recovered. The use of buffered formalin is preferable in front of tissue fixation. FFPE biopsies
for obtaining DNA have a greater amount of DNA/area and better DNA quality, its use being
preferable in relation to the pieces, however a greater number of cuts (material) was more
effective in the face of recovery and positivity in the face of biopsies preserved in common
formalin. The easy and economical DNA extraction protocol is feasible for molecular analysis
of a large number of FFPE samples, but it is necessary to know all the variables that can
interfere in the recovery of genetic material.

Keywords: Processing, Diagnosis, Molecular Biology.
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1 INTRODUCAO

Anadlises moleculares post-mortem vém se tornando cada vez mais comuns em
investigacoes retrospectivas de tecido humano com finalidade de identificagdo de alteracdes
genéticas e patogenos em geral. Estas investigagdes sdo possiveis através da utilizacdo de
amostras fixadas em parafina, as chamadas FFPE (do inglés formalin-fixed paraffin-
embedded). No entanto, a formalina utilizada para fixa¢ao destas amostras pode gerar certa
degradacdao do DNA tecidual o que ird proporcionar rendimentos varidveis nas analises
moleculares (REID et al., 2017).

O campo da ciéncia sobre pesquisas desenvolvidas para a recuperagdo e amplificagdo
de acidos nucléicos de amostras FFPE ja ¢ considerado o mais desenvolvido para estudos
genéticos retrospectivos. A maioria das amostras arquivadas sdo fixadas em formalina e
embebidas em parafina, o que proporciona uma melhora diante das propriedades de manuseio
destes tecidos, e, em longo prazo, mantém-se o armazenamento de amostras com Otima
qualidade histologica, quantidades substanciais € com um custo minimo. Nas tltimas décadas,
a fisiopatologia das doengas tem sendo melhor compreendida devido a aplicacdo de técnicas
moleculares, pois as alteracdes celulares a nivel molecular precedem as alteragdes clinicas
causadas pelas alteracdes patologicas (KHAN et al., 2022).

Este tipo de amostras provenientes de bidpsias, procedimentos cirurgicos,
transplantes e autopsia sao vistas como grandes fontes de recursos frente a identificacao de
alvos potenciais que auxiliardo diretamente em decisdes clinicas, no que tange a diagnosticos
e tratamento de doengas. Nas ultimas décadas, o uso de bioespécimes aumentou
consideravelmente na area biomédica com a finalidade de se avaliar novas terapias e novas
hipoteses considerando as bases moleculares e genéticas das alteragdes patoldgicas existentes
nos tecidos (ESTEVA-SOCIALIS et al., 2019).

A maioria das amostras clinicas provenientes das alteragdes patologicas ¢
armazenada como tecido fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE). No entanto,
durante o processamento pode ocorrer fragmentacao tecidual. Por outro lado, dados recentes
ressaltam que a qualidade dos resultados derivados de andlises genéticas pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) das amostras FFPE se relacionam diretamente ao modo como as
amostras foram coletadas e preparadas desde a coleta até¢ a forma de fixagdo (NAGAHASHI
et al., 2018).

A PCR possui alta especificidade na busca de alteragdes genéticas e agentes

infecciosos gerais, uma vez que, para realizar a identificagdo das amostras bioldgicas, utiliza-
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se uma sequéncia de material genético (DNA ou RNA) especifico e correspondente a regido
génica que se deseja estudar (TSAKOGIANNIS et al., 2017).

Diante do exposto, espera-se definir uma padronizacdo metodoldgica para
recuperagao de material genético de diferentes tecidos em um Servigo especifico (local), visto
que o grande desafio frente a estes tipos de amostra é a utilizagdo de um protocolo que
apresente eficiéncia na amplificacdo do DNA, utilizando-se reagentes e métodos de baixo
custo a fim de viabilizar futuros estudos de investigacdo de possiveis alteragcdes com fim de
diagnostico (como diagndstico retrospectivo) e descobertas de mecanismos bioldgicos de
doengas e de estratégias de atuacdo terapéutica, incluindo identificacdo de individuos, estudos

populacionais e envios de amostras a distancia.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Padronizar o processamento de amostras fixadas em formalina e armazenadas em
parafina (FFPE), e montar um protocolo de processamento para uso deste material em

técnicas de biologia molecular com intuito diagnéstico e de caracterizagdo de doengas.

1.1.2  Objetivos Especificos

a) Correlacionar o periodo / tempo de fixagdo e armazenamento da amostra FFPE
com a qualidade (degradagdo) e o quantitativo de DNA através da extracdo de DNA e PCR

convencional de genes endogenos de cada tecido analisado;

b) Comparar os parametros de concentragdo ¢ qualidade de DNA entre amostras

fixadas em formalina ndo tamponada e formalina tamponada;

c) Determinar a concentragdo de DNA recuperado das amostras estudadas,

considerando, nimero de cortes, qualidade e positividade da PCR.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Avancos cientificos voltados ao diagnostico clinico, acompanhado da descoberta do
DNA, possibilitaram a compreensao dos mecanismos que norteiam os dispositivos
fundamentais da vida dos organismos. Uma importante consequéncia foi a revolugdo no
dominio da biologia e nos conhecimentos de métodos para andlises do genoma, as quais
permitem estudos, discussdo e compreensao dos fendmenos da hereditariedade, da
variabilidade inter e intra-especifica, identificacao de patdgenos, erradicagdao e/ou controle de
doengas (SCORSATO, 2010).

A ascensdo do diagnoéstico envolvendo tecnologias em sequenciamento, detecgdo
genOmica e ensaios de expressao génica, se apresenta atualmente indispensavel para os
centros clinicos de diagnostico e investigacdo de processos patologicos a nivel molecular, a
fim de contribuir para uma melhor abordagem quanto ao tratamento a ser adotado
(SARNECKA et al, 2019).

Dessa forma, as amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina sdo
consideradas uma rica fonte de material genético para a utilizacao de estudos retrospectivos
na area da pesquisa clinica, uma vez que elas podem permanecer armazenadas por anos € ja
constituem uma rica fonte de materiais arquivados em centros de patologias. Adicionalmente,
a area de pesquisa de analises genéticas vem em constante desenvolvimento com surgimento
de novas tecnologias e equipamentos, € emerge a possibilidade de realizacao de analises que
antes ndo eram possiveis, e amplia descobertas e entendimentos frente as caracterizacdes

genéticas de diversas doengas na area de pesquisa.

2.1 AMOSTRAS PARAFINIZADAS

Amostras biologicas fixadas em formalina e preservadas em parafina FFPE
provenientes de bidpsias, procedimentos cirirgicos, transplantes e autopsia sdo vistas como
grandes fontes de recursos para identificagdo de alvos potenciais que auxiliardo diretamente
em decisdes clinicas, no que tange a diagnésticos e tratamento de doengas. Nas ultimas
décadas, o uso de bioespécimes aumentou consideravelmente na area biomédica com a
finalidade de se avaliar novas terapias e novas hipoteses considerando as bases moleculares e

genéticas das alteracdes patoldgicas existentes nos tecidos. (ESTEVA-SOCIALIS et al., 2019).
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A maioria das amostras clinicas provenientes das alteragdes patologicas ¢
armazenada como FFPE, o que representa importante fonte de estudo para entendimento da
fisiopatologia das doengas. No entanto, durante o processamento pode ocorrer fragmentagao
tecidual. Por outro lado, dados recentes ressaltam que a qualidade dos resultados derivados de
analises genéticas pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) das amostras FFPE se
relacionam diretamente ao modo como as amostras foram coletadas e preparadas desde a

coleta até a forma de fixacdo (NAGAHASHI et al., 2018).

Laboratorios clinicos e departamentos de patologia de hospitais contam com imensos
arquivos de amostras FFPE, pois as mesmas podem ser armazenadas por periodos
prolongados, se tornando hoje uma fonte inestiméavel de material para analises biomédicas. A
qualidade das proteinas e acido nucléicos destas amostras ¢ primordial para resultados
relevantes de analise molecular, assim como os métodos empregados a sua preparagdo,
fixagdo e conservacgdo irdo refletir diretamente em um resultado de diagnostico molecular.
Dessa forma, fica evidente a importdncia de uma preparacdo eficaz destas amostras,
principalmente apos esta crescente no desenvolvimento tecnologico envolvendo a medicina

clinica e de diagnostico (KRESSE et al, 2018).

O congelamento de amostras com a utilizagao de nitrogénio liquido sem duvidas € o
método mais indicado para a realizacao de futuras andlises moleculares, porém seu alto custo
leva os laboratorios clinicos a adotarem o método de fixacdo em formalina e inclusdo em
parafina, proporcionando assim que haja um arquivamento a longo prazo. Além disso, para as
analises morfologicas, essa ¢ a forma de escolha por preservar a arquitetura histoldgica
tecidual. Nesse contexto, os principais pontos positivos relacionam o uso de amostras FFPE
em estudos retrospectivos, as sec¢des destes tecidos permitem uma andlise de alteragdo
estrutural gerada pelo processo patologico, pode-se realizar Micro dissec¢des por Captura a
Laser (LCM) para a identificacdo e captura de células alvo e por fim, a realizacdo de
Imonoistoquimica (IHC) e imunofluorescéncia para a andlise de alteragdes genéticas e

protéicas nas células (EINAGA et al, 2017).

No entanto, a formalina durante sua acdo gera modificagdes quimicas das bases do
DNA, como a depurinacao e desaminagdo de citosinas, além de modificagdes quimicas
celulares, as quais também podem ser relativas e se apresentarem em graus variaveis
(ATANESYAN et al, 2017), e isso pode interferir no uso das amostras FFPE em técnicas
moleculares. Atualmente nao existe um protocolo padrao frente a fixagdo e preparagdao da

amostra, e discute-se que quanto maior o tempo de acondicionamento maior sera a
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degradagdo do DNA. Outro fator importante principalmente voltado a quantificacdo e
qualidade do DNA vai depender do método de extragdo de acido nucléico escolhido

(ATANESYAN et al, 2017).

O fator mais critico da realiza¢do da pesquisa molecular se relaciona a preparagao da
amostra, pois atualmente ndo existe um padrdo-ouro de padronizacdo de preparagdo e
conservagao destes tecidos apds sua coleta. O método frequentemente mais utilizado para a
preservacao destas amostras se baseia em fixacdo em formalina e posterior inclusdo em
parafina. Isto gera um imenso desafio aos laboratérios de diagndstico, pois a heterogeneidade
das amostras pode resultar diferengas considerdveis na quantidade e qualidade de DNA

(SARNECKA et al, 2019).

Entretanto estudos recentes vém demonstrando que mesmo as amostras estando
armazenadas j& h4 varios anos, e mesmo havendo a fragmentacdo do acido nucléico, que
tende a piorar em tecidos mais velhos, resultados de extracdo e analises de degradacao do
DNA ainda se apresentaram em niveis aceitaveis mesmo apds mais de 10 anos das amostras

estarem arquivadas (ONDRACEK et al., 2022).

2.2 FORMOL x FOLMOL TAMPONADO (Pré-processamento — fixacao e cortes)

A Formalina ¢ o fixador mais utilizado em estudos de praticas histopatologicas,
devido ao facil manuseio, toxicidade baixa, custo baixo, fornece uma boa qualidade de
morfologia tecidual, além de permitir a aplicagio de anticorpos para andlises de

imunohistoquimica (ZSIKLA, 2004).

Rotineiramente, espécimes de tecido sdo fixados com a utilizagdo da formalina, que
paralisa o metabolismo celular e conserva a estrutura tecidual e celular, permitindo uma
analise histopatologica de qualidade, porém quanto a recuperagao de DNA (qualidade e
quantidade) apresenta certos desafios. Formalina sem tamponamento gera oxidacdo e
degradacdo de 4cidos nucleicos. Mesmo comum custo maior, a utilizacdo de formol
tamponado (constituido por dilui¢do entre formol comercial, d4gua destilada, fosfato de sodio
monobasico e fosfato de sédio dibasico) para a fixagdo das amostras vem sendo mais

indicada, pois gera menos degradacdo de DNA do tecido e consequentemente fornece
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melhores resultados em andlises futuras como as realizadas em PCR (MARASCHIN et al,

2017).

Segundo Zsikla (2004) diversos fatores irdo influenciar a degradacdo do DNA,
corroborando com outros autores a questdo de quanto tempo o tecido permanece na formalina
para a fixacdo, além de fatores como o pH, sal, concentracdo e temperaturas, mas reforca a
importancia destes materiais de arquivo para a realizagdo de andlises moleculares. Esses
autores demonstraram em estudo que a extracdo de DNA em amostras fixadas em formalina
tamponada apresentaram cerca de 50 vezes mais moléculas de DNA em comparagdo a fixadas
em formol ndo tamponado. No entanto, seu custo em relagdo ao formol comum se apresenta
elevado, evidenciando a grande diferenca em relacdo ao tipo de formol utilizado pelos

laboratorios para a fixacao de tecidos.

O tempo de fixagdo do tecido em formalina ou formalina tamponada antes de sua
inclusdo em parafina se demonstra fundamental para minimizar a degradacdo e perda de
alelos da cadeia genética do tecido. Estudos mostram que a fixacao utilizando formalina ndo
tamponada ¢ maior de que em tecidos fixados em formol tamponado, o que muitas vezes
torna o uso do primeiro preferivel, em adicdo ao menor custo. Um agravante de importancia
relacionado a degradagdo ¢ o tempo que o tecido permanece em contato com a solucao de
formol, sendo que periodos inferiores a 3 dias apresentam menos degradacdo. No entanto,
mesmo com o possivel comprometimento genético do tecido, o DNA danificado por
formalina apresenta resultados satisfatorios na amplificagdo de pequenos fragmentos
especificos de genes de interesse, devido a especificidade de técnicas como a PCR (LIU et al,

2018).

Pode-se concluir frente a esta questdo conforme demonstrado em estudos, que o mais
recomendado ¢ a fixa¢do do tecido ¢ com a utilizagdo de formol 10% tamponado, pois
amostras FFPE conservadas nestes moldes apresentam resultados satisfatorios de extracdo de
DNA e para procedimentos de sequenciamento. Observa-se que a maior parte dos centros de
patologia ndo utiliza a formalina tamponada, sendo de primordial importancia a adogdo de
protocolos de fixagao tecidual com a utilizacao de formol tamponado, pois a fase pré-analitica

¢ primordial para a manutencdo do DNA da amostra (AMEMIYA et al, 2019)..

Ressalta-se, ainda, que as amostras coletadas principalmente em bidpsias, possuem
um tamanho minimo, e que certamente o processo de fixagdo adequada dos tecidos ¢

fundamental para obten¢do de resultados satisfatorios em analises moleculares. Nesse sentido,
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constata-se que espécimes derivados de procedimentos cirurgicos ou bidpsias fixadas em
Formalina Tamponada Neutra (NBF) apresentam resultados mais efetivos em relacdo a
qualidade de DNA em comparagdo a tecidos fixados em formalina ndo tamponada, a qual

apresenta maior degradacao da cadeia de DNA (NAGAHASHI et al., 2018).

Nesse contexto, ¢ importante considerar que existem diferencas em relagdo ao
processamento das amostras nos Laboratorios de Patologia. Por exemplo, o uso de formalina
tamponada que favorece a preservacao do DNA/RNA, no entanto, nem todos os Servigos
adotam esse fixador como protocolo. Adicionalmente, o tempo de preservagdo pode
influenciar na recuperacdo do material genético de FFPEs. Sendo assim, ¢ de suma
importancia a defini¢do e padroniza¢ao de um método para a coleta do tecido em parafina em
Servigos de Patologia especificos, a fim de fornecer amostras satisfatdrias para analises

moleculares (ENGEL; MOORE, 2011).

Pode-se destacar ainda que a digestdo de proteinas realizada com a utilizacdo de
enzima proteinase K (no processo de extracao fenol-cloroformio) € considerada extremamente
crucial no isolamento do DNA, pois esta digestdo da superficie celular levard a ruptura da
membrana celular, causando a liberagdo do conteudo citoplasmatico juntamente com a quebra
do nucleo contendo alvo de DNA gendmico. E, se tratando de amostras fixadas com
formalina, a digestdo com a utilizagdo de proteases também ¢ considerada muito importante,
pois ajudara na quebra de ligagdes cruzadas originadas pela formalina e removera residuos de

sais de formalina que levam a degradacdo do DNA (KHAN et al., 2022).

O processamento destas amostras parafinizadas, mesmo apresentando reducdo da
qualidade de recuperacdo de DNA conforme o tempo de armazenamento, ainda sdo bem
proveitosas e apresentam resultados satisfatorios. Estudos demonstram que uma seccdo
padrao de Spum apresentam sucesso em resultados de analise de recuperacdo de DNA. Frente a
utilizacao de secc¢des para outros fins como analise proteica e realizacdo de imunocoloragao,
espessuras mais finas de 2um a 4pum foram mais eficientes. Nesta mesma logica, para analises
morfoldgicas espessuras de corte em 4um se apresentaram mais eficientes frente a cortes mais
espessos, pois em maiores espessuras pode ocorrer desparafinizacao incompleta (BAAS et al,
2014). J& para estudos moleculares, como o de Van der Linden e colaboradores, que
realizaram sequenciamento genomico em tecidos tumorais de linfonodo, colon, apéndice,
ureter, amigdala, pele, estomago, pulmao e tecido cerebral, cortes de 10um foi eficiente para

realizacdo de extracdo de DNA utilizando-se kit comerciais (VAN DER LINDEN et al, 2019).
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Dessa forma, observa-se que os protocolos escolhidos dependem da técnica a ser utilizada e

material a ser analisado.

2.3 ANALISES MOLECULARES

Com os avangos tecnoldgicos voltados a area molecular, a PCR possui alta
especificidade na busca de alteragdes genéticas e agentes infecciosos gerais, uma vez que,
para realizar a identificagdo das amostras bioldgicas, utiliza-se uma sequéncia de material
genético (DNA ou RNA) especifico e correspondente a regido génica que se deseja estudar
(TSAKOGIANNIS et al, 2017). Considerando a complexidade que envolve a molécula de
DNA, seu estudo se tornou na area da medicina um fator determinante frente a questdes
clinicas e a meios diagndsticos eficientes e consideravelmente rapidos (CAMARGO; SILVA,

2011).

A quantidade de qualidade de DNA extraido ¢ fundamental para uma obtengao
satisfatoria de resultados das analises a serem realizadas. Para tal, utiliza-se a absorbancia
feita em espectrofotdometro, onde ocorre a absorbancia de todas as moléculas na amostra que
absorvem no comprimento de onda de interesse (nucleotideos, RNAs e DNAs absorvem em
260nm). Sua analise se da através da intensidade de luz ultravioleta que passa através da
amostra comparando-a com a intensidade antes da passagem da luz através da mesma. A
razdo de absorbancia de 260nm / 280nm ¢ utilizada na avaliacdo da pureza do DNA e RNA, e
a razdo 260nm / 230nm ¢ uma medida secunddaria e apresentam resultados superiores a razao
260/280, com isso ¢ possivel avaliar o grau de contaminagdo e pureza das amostras, onde
resultados com valores iguais ou superiores a 1,8 ¢ geralmente aceito para o DNA puro e livre

de contaminantes (DINIZ et al., 2011).

A técnica de PCR consiste no processo de duplicagao do DNA, cuja sequéncia-alvo ¢
demarcada através de oligonucleotideos, que se ligam por hibridizagdo as sequéncias
complementares, possibilitando suas andlises de acordo com o interesse do pesquisador.
Recentemente, melhorias dessa técnica permitem a visualizagdo da amplificagdo em tempo
real, através da inclusao de fluoroforos a reagdo, sendo a técnica denominada de PCR em
tempo real (QPCR), a qual apresenta maior sensibilidade e especificidade se comparada a PCR

convencional. Ademais, técnicas de sequenciamento génico também permitem melhor
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caracterizacdo de alteracdes do gene e presenca de patdgenos nas diferentes doencas

(BAREA, 2001).

Frente a esta nova perspectiva de andlise genética baseada na extracdo do DNA,
vem-se possibilitando a utilizacdo de diversos tipos de amostras teciduais na area de patologia
para fins de diagnéstico. Diariamente, amostras de tecidos sdo coletadas de pacientes, sendo
fixados em formol, processadas e incluidas em parafina (FFPE), sendo este procedimento de
importancia primaria para definicdo diagnostica, como graduagao de tumores, através da

analise histopatologica (SIMONATO et al., 2007).

A utilizagdo da biblioteca de DNA e RNA (principalmente RNA) para o
sequenciamento ja apresentam um desafio maior que se ligam diretamente ao principal fator
de dificuldade frente as amostras FFPE que ¢ em relacdo a degradacdo dos acidos nucléicos
causados pela a¢ao da formalina no periodo de fixacdo das amostras. Recentes tecnologias de
sequenciamento enfatizam um vasto potencial frente as amostras FFPE na caracterizagao de
vias moleculares, e a aplicacdo de protocolos de desmodificagdo para suavizar os danos de
RNA com a utilizagdo de incubacdo overnight aquecida com um organocatalisador
apresentaram melhores rendimentos, mas, evidenciam a necessidade de maiores estudos

frente a determinagdo de perfis de RNA-seq (WEHMAS et al, 2018).

Mesmo com os danos no DNA causados pela fixacdo da formalina, pesquisas
envolvendo a utilizacgdo do MLPA (Amplificagdo Multiplex de Sondas Dependentes de
Ligacao) apresentam resultados confiantes, pois ela hibridiza um trecho relativamente curto
(< 100 pares de bases) de DNA de amostras de fita simples mostrando que estas amostras nao

representam um grande problema para a utilizacdo desta técnica ATANESYAN et al, 2017).

2.4 EXTRACAO DNA x RNA x PROTEINAS x SEQUENCIAMENTO

Os recentes aprimoramentos dos kits para extragdo de DNA estdo permitindo uma
maior eficiéncia frente a preparacao e aquisi¢ao de bibliotecas de sequenciamento derivado de
amostras FFPE, levando a possibilidade de realizagdo de sequenciamento completo, de

capturas, de RNA e sequenciamento de todo o exoma (OHMOMO et al, 2021).

O sequenciamento ja se apresenta fortemente estabelecido na clinica, principalmente

nas investigacdes das areas oncoldgicas, evidenciando a importancia de se obter a atingir
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técnicas que sejam cada vez mais eficazes frente a extracdo de DNA e RNA derivadas de
amostras FFPE perante sua qualidade, o que serd determinante para posterior sequenciamento

genomico (MCDONOUGH et al, 2019).

Os procedimentos de extracdo de DNA e RNA de amostras FFPE ja apresentam mais
estabelecidos e com estudos utilizando diversos kits de extragdo e a posterior andlise de PCR
em tempo real, onde ¢ possivel a aquisicdo de resultados satisfatorios frente a recuperagao e
aquisicdo de quantidade e qualidade de DNA / RNA. Estudos vém demonstrando resultados
extremamente positivos na extragdo simultanea de DNA e RNA utilizando o kit truEXTRAC,
que se demonstraram superiores as analises individuais, e elencam um ponto bastante
pertinente frente a escolha do método de extracdo, onde se observa que para DNA ja se
possuiu procedimentos mais concretos, demonstrando que a escolha do método de extracao ¢

mais crucial frente as analises de RNA (KRESSE et al, 2018).

Diversos estudos realizam estudos comparativos com a utilizacao de tecido fresco e
amostras FFPE para a realizacdo de sequenciamento. Obviamente que as amostras frescas
sempre apresentam resultados melhores, porém com a melhoria da eficacia dos kits de
extragdo, os resultados frente as amostras FFPE vem apresentando evolucdes consideraveis, e
isso ¢ de grande valia, pois a aquisi¢dao e conservagao de tecido fresco € mais complexa e de
alto custo em relagdo aos tecidos fixados em formol e incluidos em parafina (OHMOMO et

al, 2021).

Importante salientar que a celularidade difere entre os tecidos, e, portanto, o
quantitativo de DNA recuperado ¢ diferente se os protocolos forem aplicados da mesma
maneira. Os tecidos animais sdo constituidos de parénquima (unidade funcional) e estroma,
que ¢ o espaco extracelular frequentemente preenchido por um complexo de componentes
fibrosos e raras células. O quantitativo desse material apresenta-se em proporc¢des variaveis
nos diferentes tecidos, o que confere a diversidade morfologica, funcional e patologica dos
mesmos. Dessa forma, tecidos como cartilagem e o0ssos sdo ricos em matriz extracelular,
enquanto esta ¢ mais escassa no tecido nervoso e epitelial (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2000).

Muitas pesquisas vém demonstrando que aprimoramento de técnicas principalmente
na preparagdo e fixacdo dos tecidos apds serem coletados vem se demonstrando essenciais, e
com base em resultados de diversos estudos observa-se que com os passar dos anos,

aprimoramento de técnicas, desenvolvimentos de novos kits de extracao, estdo possibilitando
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maior indice de desenvolvimento de estudos moleculares para o melhor entendimento das

patologias e seus processos celulares (OHMOMO et al, 2021).

Adequagoes e testes para melhor recuperagdo do DNA sdo essenciais para essas
pesquisas envolvendo amostras FFPE. Estudos demonstram que uma otimizagdo na etapa de
digestdo com proteinase K, onde se dobrou a quantidade de proteinase K, resultou em um
aumento médio no rendimento de 96% na recuperacio de DNA destas amostras, deixando
clara a importancia de adequacgdes e buscas por novos protocolos € adequagdes técnicas frente

ao que ja se conhece sobre os procedimentos praticos que envolvem a extragdo de DNA

(FRAZER et al., 2020).

3 METODOLOGIA

3.1 GRUPO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo transversal, realizado com dois grupos de amostras. Grupo 1,
proveniente de bidpsias e pecas cirurgicas (médias e grandes) que foram fixadas em formalina
ndo tamponada e preservadas em parafina para analise histopatologica, armazenadas no
Laboratorio de Patologia do Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP), Passo Fundo, RS. O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Pos-Graduagdao do HSVP e pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul —
UFFS, parecer: 5.154.540. Grupo 2, provenientes de bidpsias e pecas que foram fixadas em
formalina tamponada e preservadas em parafina, armazenadas no Laboratorio de Patologia da
UNESP — Botucatu. Os grupos de amostras foram selecionados de acordo com o periodo de
armazenamento: 2, 5 e 10 anos. Dentro do Grupo 1, foi separado um subgrupo amostral de 10
biopsias periodo de preservagao de 2 anos (DL — Desparafinizacao em Lamina) (Figural).

Para a obtencao dos dados e amostras que foram utilizados na pesquisa, foi realizada
uma busca no historico de bidpsias e pecas dos referidos Laboratérios. A selecdo das amostras
estudadas dependeu da disponibilidade quantitativa de tecido presente no bloco de parafina, a
fim de ndo se utilizar todo o material armazenado, ou seja, amostras com pouco tecido nao
foram submetidas ao corte no microtomo. Tal analise foi realizada visualmente pela equipe de
pesquisa. As amostras foram fornecidas a equipe de pesquisa sem qualquer identificagdo ou

informagao pessoal dos pacientes, constando apenas o tempo de armazenamento e nimero de
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registro do cassete com o tecido em parafina. Dados sociodemograficos e clinicos ndo foram

coletados, pois ndo interferem na obtencao dos objetivos propostos.

AMOSTRAS

GRUPO 1 FORMOL
NAO TAMPONADO
(n—90)

1

GRUPO 2 FORMOL.
TAMPONADO
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BIOPSIAS BIOPSIAS PECAS
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Figura 1. Grupos amostrais obtidos para a realizagdo de extragdo de DNA. Grupo de amostras
constituido por Biopsias (n=30) e Pecas Cirturgicas (n=60), as quais foram fixadas em formol
ndo tamponado (Grupo 1). Grupo de amostras constituido por Biopsias (n=27) e Pecas
Cirtrgicas (n=41), as quais foram fixadas em formol tamponado (Grupo 2). Biodpsias
submetidas ao processo de Desparafinizagdo em Lamina (DL).
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Foram estudadas amostras de diferentes tecidos nao tumoral (saudavel ou com
processo inflamatdrio) e tumoral, incluindo bidpsias e pecas cirurgicas (médias e grandes -
material suplementar — Quadro 1 e 2). Frente aos Grupos de estudo, seguindo informacao do
servico local, as amostras foram fixadas em solu¢do de formalina ndo tamponada (GI1) e
formalina tamponada (G2) com os seguintes tempos de fixa¢do: biopsias até 24h, pecas
cirargicas de 3 a mais de 5 dias.

Os grupos de amostras foram constituidos por 90 amostras fixadas em formalina nao
tamponada, 10 amostras (DL) e 68 amostras fixadas em formalina tamponada considerando o

tipo de tecido, tempo de armazenamento e quantidade de cortes estudados de cada amostra.

3.2 CORTES

Para o Grupo 1 foram realizados cortes de 10 pm de espessura, com 3 cortes ou 6
cortes isolados em microtubos separados, totalizando assim para o Grupo 1, 180 amostras a
serem analisadas. Para o Grupo 2 foram retiradas e separadas 6 cortes de 10um de cada
amostra, mantendo o quantitativo de 68 amostras a serem analisadas. Para o subgrupo das 10
biopsias (DL) foi coletado 3 e 6 fatias de 10um, totalizando mais 20 amostras a serem
analisadas.

Os blocos de parafina contendo segmentos de tecidos que foram selecionados
(bidpsias e pegas de resseccao cirurgica), ja passaram pelos processos de fixacao, desidratacao
e inclusdo em parafina que constituem todo o procedimento de preparo de amostras para sua
utilizagdo no diagnodstico histopatologico.

Em sequéncia a isto, as etapas realizadas no estudo foram de realizacao de cortes /
seccdo em microtomo semi-automatico (Lupetec — MRPSA2016 — n. série: 190045),
utilizando-se navalhas de baixo e alto perfil, as quais foram utilizadas uma vez/amostra.

Ap0s a realizagdo de cada corte, a navalha de corte foi removida, acondicionada em
Xilol para eliminar resquicios de parafina e apds, submersa em hipoclorito, seca com gaze
estéril (sempre tomando o devido cuidado para nao afetar o fio de corte da navalha), apos
podiam ser utilizadas novamente para outros cortes. Juntamente a isto, todos os componentes
do micrétomo que entraram em contato com a amostra (porta-blocos, suporte de navalha e
pedestal) foram higienizados da mesma maneira, sendo o excesso de parafina varrido com o

auxilio de um pincel para a bandeja de coleta de residuos, e posteriormente com o auxilio de
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uma gaze os resquicios de parafina foram retirados com xilol e sequencialmente o hipoclorito

a 1% foi utilizado para degradac@o de possivel contaminante de DNA da amostra anterior.

3.3 DESPARAFINIZACAO

Os fragmentos provindos dos cortes foram acondicionados em microtubos estéreis
para posterior desparafinizagdo em xilol (adigdo de 1ml de xilol, agitagdao por 30 minutos e 5
minutos de centrifugagdao a 13.000rpm — 3 repetigdes) e subsequente extracao de DNA total
pelo método CTAB/NaCl. Este protocolo baseado no uso de fenol/cloroférmio apresenta
baixo custo e tem demonstrado boa eficiéncia na recuperagdo de DNA de amostras
parafinizadas em relagdo a qualidade e quantidade do DNA obtido (NGUYEN et al, 2021)

Frente ao subgrupo de Bidpsias DL (20 amostras), foi aplicado um método de
desparafinizacgdo diferente da realizada com os Grupo 1 e Grupo 2. Foi realizado para estas 20
amostras uma desparafinizagdo em lamina (DL) histolégica, onde apds os cortes no
microtomo as fatias eram acondicionadas em banho-maria a 50°C contendo agua de osmose
reversa, assim que as fatias esticavam, eram “pescadas/coletadas” com a lamina,
posteriormente acondicionadas na estufa a 80°C por 20 minutos, em sequéncia foram
realizados os banhos em xilol, dlcool e 4gua seguindo a sequéncia de banho de Xilol I por 5
minutos, Xilol II por 5 minutos, banho etanol 100% por 1 minuto, banho etanol 70% por 1
minuto, banho etanol 50% por 1 minuto, banho dgua de osmose reversa por 1 minuto. Ao
final, com o auxilio de agulhas estéreis os tecidos das laminas eram coletados e
acondicionados em microtubos, posteriormente foi adicionado tampao TE, procedendo com
digestdo com Proteinase K e prosseguindo com o protocolo de CTAB/NaCl conforme

aplicado nos Grupos 1 ¢ 2.

3.4 DIGESTAO E EXTRACAO DO DNA

ApoOs a desparafinizagdo e acondicionamento dos fragmentos em tampao TET (Tris-
EDTA-Tween), foi adicionado 10puL de proteinase K em uma concentragdo final de 250
ug/ul. As amostras foram incubadas a 56°C por 12h para a digestdo do material e, apds esse
periodo, a proteinase K foi inativada por aquecimento a 96°C durante 7 minutos. Em seguida,
foram adicionados 100 pl de uma solucao de NaCl 5SM e 100ul da solu¢ao CTAB/NaCl pré-

aquecida a 65°C, com posterior incubagdo por 10 minutos a 65°C. Apds a incubagdo foi
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acrescentado 750ul de cloroformio — éalcool isoamilico 24:1 e centrifugagcdo por 5 minutos
13.000rpm a temperatura ambiente (TA).

O sobrenadante foi entdo transferido para novo tubo e adicionado 450ul de etanol
absoluto a -20°C com posterior incubagdo por 10 minutos a -20°C. Apds centrifugagao por 15
minutos, 13.000rpm a 4°C, posteriormente 450ul de etanol 70% foi adicionado ao pellet de
DNA. Apos centrifugagdo por 20 minutos, 13.000rpm a 4°C, o etanol 70% foram removidos,
e apoOs secagem do DNA extraido, este foi ressuspendido em 40ul de tampao TRIS/EDTA

(TE) estéril para posterior utilizagdo na deteccdo do DNA através da técnica de PCR.

3.5 QUANTIDADE, QUALIDADE DE DNA E PCR

Para avaliar a quantidade e a qualidade do DNA extraido, a absorbancia em leitura a
260nm de todas as amostras foi realizada em duplicata em espectrofotometro Multiskan Go
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A razao de absorbancia 260/280 para DNA
puro livre de proteina ¢ estimada em ~ 1,8-2,1 (GLASEL, 1995).

As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 20pL, composto por 10uL
de Go Taq Green Master Mix 2X (c6d. M 7122- Promega, Madison, Wisconsin, EUA); 0,6uL
de cada iniciador (primer) na concentragdo de 10uM; 4,8 pL de agua estéril e 3uL de cada
amostra pesquisada. Os primers utilizados foram especificos para o gene constitutivo
endogeno dos tecidos beta globina (BAUER et al, 1991) a fim de verificar a presenca do
DNA. As incubagdes foram realizadas em termociclador com os parametros de 95°C durante
5 minutos e 95°C durante 45 segundos para desnaturagdo, temperatura e tempo especificos de
cada primer para seu anelamento e 72°C durante 1 minuto para polimerizagdo, seguido de
mais 40 ciclos idénticos ao descrito. Finalizando, a temperatura de extensao final foi de 72°C
por 7 minutos e resfriamento a 4°C. Em todas as reagdes realizadas foi utilizado um controle
negativo, através da substitui¢do do acido nucléico por dgua estéril, e um controle positivo
contendo DNA comercial Humangenomic DNA (Promega).

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reagao em gel de
agarose 1,5%, preparado em tampdo 1X TBE (Tris/Acido Borico/EDTA) e corada com
Brometo de Etidio. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrdo de

100pb e posteriormente fotografados sob transiluminagao ultra-violeta.
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3.6 ANALISE DOS DADOS

Os dados referentes aos tipos de amostras, tempo de armazenamento e resultados da
analise de DNA foram duplamente digitados em planilha Excel. A comparacdo da
concentracdo de DNA em relag¢do ao tipo de amostra, tempo de armazenamento e quantidade
de cortes foi verificada pelo teste t ou de Mann-Whitney considerando os grupos de estudo:
biopsias e pecas cirargicas (médias e grandes) e a forma de fixacao (formalina tamponada e
ndo tamponada). Para avaliacdo da relacdo de concentracdo de DNA e positividade de
amplificagdo pela PCR foi utilizado o teste de Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher. O
programa utilizado para a realizagdo das andlises e comparacdes estatisticas foi o GraphPad

PRISM 6, adotando-se o nivel de significincia de 5%.

4 RESULTADOS

Foram analisadas 180 amostras (Grupo 1 — formalina ndo tamponada) distribuidas
entre Bidpsias (n=60) e Pecas Anatomicas (n=120). Dentre as bidpsias estudadas a mediana
de tamanho da area do fragmento foi de 13,5mm? (2,0-306,0mm?), e das pegas anatomicas foi
de 196,00mm? (30,0-550,0mm?).

Além do Grupo 1, foram analisadas 68 amostras (Grupo 2 — formalina tamponada),
distribuidas entre Bidpsias (n=27) e Pegas Anatomicas (n=41). Dentre as biopsias estudadas a
mediana de tamanho da area do fragmento foi de 42,0mm? (2,0-336,0mm?), e das pecas

anatomicas foi de 552,0mm? (48,0-693,0mm?) (Tabela 1).

Tabela 1. Representagio dos grupos de amostras (Area do fragmento; DNA Total; DNA/Area;
Qualidade; Positividade).

Area do fragmento DNA Total DNA/Area Qualidade Positivo PCR
(mm?) (ug/M1) (ug/Ml) (1,8-2,1) n (%)
* * * n (%)
Biopsias 13,5 (2,0-306,0) 14,52 (1,63-408.,4) 0,99 (0,18-4,41) 5(16,67%)  31(51,67%)
GRUPO Bigpsias (DL) 20,0 (4,0-110,0) 6,39 (0,0-214,0) 0,38 (0,0-1,94) 5(25,0%) 14 (70,0%)
1
Pecas 196,00 (30,0-550,0) 103,8 (1,64-2929,0) 0,58 (0,006-12,28) 37 (61,67%) 93 (77,5%)
GRUPO Biépsias 42,0 (2,0-336,0) 46,92 (1,87-925,92) 1,16 (0,02-12,27) 22 (81,48%) 27 (100,0%)
2
Pecas 552,0 (48,0-693,0) 101,6 (6,05-1694,0) 0,18 (0,01-2,82) 30 (73,17%) 41 (100,0%)

* Mediana (min — max). DL — Desparafiniza¢do em Lamina.
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A concentragdo Total de DNA recuperada das amostras em relagdo ao tempo de
armazenamento (2, 5 e 10 anos) ndo foi estatisticamente diferente. Portanto as andlises

subsequentes apresentam dados dos trés periodos conjuntamente.

4.1 CONCENTRACAO DE DNA

A Concentragao de DNA (ug/ml) recuperada do Grupo 1 esta apresentada na Figura
2. Observa-se que a Concentragdo de DNA Total foi inferior nas amostras de bidpsias
(mediana 14,52; 1,63 — 408,4) comparadas as pecas anatomicas (mediana 103,8; 1,64 —
2929,0) (p<0,0001) (Figura 2A). No entanto ao ser considerada a area do fragmento
preservado, observa-se que a concentragdo de DNA Total / Area ¢ superior nas amostras de
biopsias (mediana 0,99; 0,18 — 4,41), em relacdo as pegas (mediana 0,58; 0,006 — 12,28)
(p=0,003) como esta representado na Figura 2B.

A Concentragao de DNA (ug/ml) recuperada do Grupo 2 esta apresentada na Figura
2C. Observa-se que a Concentracdo de DNA Total foi inferior nas amostras de bidpsias
(mediana 46,92; 1,87 — 925,92) comparadas as pecgas anatomicas (mediana 101,6; 6,05 —
1694,0) (p=0,026). No entanto ao ser considerada a area do fragmento preservado, observa-se
que a concentragdo de DNA Total / Area é superior nas amostras de bidpsias (mediana 1,16;
0,02 — 12,27), em relagao as pecas (mediana 0,18; 0,01 -2,82) (p=0,0005) como esta
representado na Figura 2D.

Ao comparar a Concentracdo de DNA Total das Bidpsias (6 cortes) do Grupo 1 com
as do Grupo 2 (6 cortes), observamos valores inferiores nas bidpsias do G1 (mediana 17,33;
3,5 —408,4) comparados as biopsias do G2 (mediana 46,92; 1,87 — 925,92) (p=0,008) (Figura
2E).

Ao comparar a Concentragdo de DNA Total das Pegas (6 cortes) do Grupo 1 com as
do Grupo 2, a diferenca ndo foi estatisticamente significante (G1: mediana 165,3; 4,27 —

2760,0 e G2: mediana 101,6; 6,05 — 1694,0) (p=0,80) (Figura 2F).
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Figura 2. Dotblot representativo das medianas (minimo-maximo) das concentracdes de DNA total
(ug/MI) ¢ DNA/Area recuperado de amostras provenientes de bidpsias e pegas cirtrgicas
fixadas em formalina tamponada e ndo tamponada e preservadas em parafina de diferentes
tecidos. A. Concentracdo total Grupo 1. B. Concentragdo por area do fragmento no bloco de
parafina Grupo 1. C. Concentragao total Grupo 2. D. Concentragdo por area do fragmento no
bloco de parafina Grupo 2. E. Concentragdo total Bidpsias G1 x Biopsias G2. F.
Concentragao total Pecas G1 x Pegas G2. Teste de Mann-Whitney.

A Concentragdo de DNA Total das Bidpsias (2 anos) que foram desparafinizadas em
lamina (DL) foi inferior (mediana 6,39; 0,0 — 214,0) comparado com as Biopsias (2 anos) do
Grupo 1 (mediana 14,09; 5,81 — 166,1) (p=0,04) (Figura 3A). Considerando a area do

fragmento preservado, observa-se que a concentragio de DNA Total / Area ¢ inferior nas
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amostras de Biopsias (DL) (mediana 0,38; 0,0 — 1,94) comparadas as bidpsias (G1) (mediana
0,88; 0,2 —4,35) (p=0,01) como esta representado na Figura 3B.

n=0 04
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Figura 3. Dotblot representativo das medianas (minimo-maximo) das concentragdes de DNA total
(ug/Ml) e DNA/Area recuperado de amostras provenientes de bidpsias / biopsias DL
(formalina comum — 2 amos). A. Concentragao total. B. Concentragdo por area do fragmento
no bloco de parafina. Teste de Mann-Whitney.

4.2 QUALIDADE DE DNA

Em uma analise subsequente foi verificado a relacdo de leitura de espectrofotometria
260/280nm, que deve ser considerada para verificagdo da qualidade e pureza do DNA, ¢ a
partir dos dados obtidos observou-se que 75% das amostras do Grupo 1 apresentou tal relagado
igual e maior que 1,4, desta forma este parametro foi utilizado para as analises das
concentragdes de DNA.

Neste contexto, considerando somente as amostras com relagao >1,4, verificou-se
que a Concentragcdo Total de DNA/area foi estatisticamente superior nas Bidpsias (mediana
1,08; 0,24 — 4,4) em comparacao as pegas cirurgicas (mediana 0,64; 0,006 — 9,2) (p=0,04)
(Figura 4A).

Para as amostras do Grupo 2 a relacdo de leitura de espectrofotometria 260/280nm
foi superior a 1,8 em 75% das amostras (mediana 1,89; 0,7 — 2,63). Da mesma forma, em
relacdo a concentracdo de DNA/area considerando este parametro, foi estatisticamente
superior no grupo das Bidpsias (mediana 1,97; 0,09 — 12,27) em comparacdo as Pecas
Cirurgicas (mediana 0,46; 0,01 — 2,82) (p=0,0024) (Figura 4B). Os valores da relagao 260/280
foram superiores no Grupo 2 (mediana 1,89; 0,7 — 2,63) comparados aos do Grupo 1

(mediana 1,7; 0,69 — 2,0) (p<0,0001) (Figura 4C).



¢ do DNA (ugimiLydrea (mm®) W

Concentracao DNA (ug/mL)

il
an o [#]
I A J

Ny
i

L=

p=0 0d
D

lhasd

ot wntrac o DMA (ugimL)/area (mim®)

p=0,44

Grupo 1

b
o

[+]

(5]

Comncenibragio DM (ugml)

|

Relagdo 260280 nm
[~

<

ik
Y
I

o
L

34

L]
M

—_
"

T
1
i
=
n -l—
Grubci Gruhe?
p= 0,92
! !
o g
o O
o .

Biopsias 2 anos G1 Biopsias 2 anos DL

Figura 4. Dotblot representativo das medianas (minimo-méaximo) da relagdo de leitura de
espectrofotometria 260/280nm recuperado de amostras provenientes de bidpsias e pegas
cirargicas fixadas em formalina tamponada e ndo tamponada e preservadas em parafina de
diferentes tecidos. A. Concentragio DNA total/Area — relagdo > 1,4 — G1. B. Concentragio
DNA total/Area — relagio > 1,8 — G2. C. Relagdo 260/280 — G1 x G2. D. Concentragio
DNA total/Area — relagio > 1,8 — Bidpsias G1 x Bidpsias G2. E. Concentragio DNA
total/Area — relagdo > 1,8 — Pegas G1 x Pecas G2. F. Relagdo 260/280 — Biopsias G1- 2 anos

x Biopsias DL. Teste de Mann-Whitney.

Considerando a relagdo ideal de 1,8, a concentragdo de DNA Total dos dois grupos de

estudo foi comparada nas amostras que apresentaram tal parametro. Dentre as Bidpsias o G1

(mediana 126,0; 15,3 — 408,4) nao houve diferenca estatisticamente significante (mediana

58.,3; 5,4 — 925,6) (p=0,92) (Figura 4D). No entanto ao verificarmos o niumero de amostras,
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das 30 Bidpsias (G1 — 6 cortes) apenas 5 (16,67%) apresentaram relagdo ideal maior ou igual
a 1,8, ja frente as Bidpsias (G2) de um total de 27 amostras, 22 (81,48%) apresentaram
relacdo ideal maior ou igual a 1,8 (Teste Exato de Fisher, p<0,0001).

Em relagdo as Pecas (G1 e G2) considerando a relagao ideal de 1,8, comparou-se a
concentracdo DNA Total. Dentre as Pecas do Grupo 1 (mediana 284,0; 4,4 — 2760) ndao houve
diferenga estatisticamente significante frente as Pegas G2 (mediana 234,9; 6,05 — 1694)
(p=0,44) (Figura 4E). Da mesma forma, nao houve diferenga em relagdo ao numero de
amostras em cada grupo considerando tal parametro, ou seja, das 60 Pegas (G1 — 6 cortes) 37
(61,67%) apresentaram relacdo ideal maior ou igual a 1,8, j4 em relacdo as Pegas (G2 — 6
cortes) de um total de 41 amostras, 30 (73,17%) apresentaram relacao ideal maior ou igual a
1,8 (Teste Exato de Fisher, p=0,28).

Considerando a relacao de leitura de espectrofotometria 260/280nm, comparou-se a
qualidade e pureza do DNA das Biopsias G1 (2 anos) (mediana 1,29; 0,85 — 1,93) com as
Bidpsias (DL) (mediana 1,31; 0,55 — 2,8) (p=0,92) (Figura 4F) observando-se assim que nao

houve diferente estatisticamente significativa.

4.3 AMPLIFICACAO DE GENE ENDOGENO POR PCR

As andlises moleculares de PCR nas amostras estudadas (G1) demonstraram que 124
amostras foram positivas (68,89%) sendo destas 31 Bidpsias (51,67%) e 93 Pecas Cirtrgicas
(77,5%). Frente ao Grupo 2, houve positividade em 100% das amostras (n=68), sendo 27
Biopsias e 41 Pegas Cirurgicas.

Considerando apenas as 20 Biopsias (2 anos — formol ndo tamponado) houve uma
positividade de 30% (n=6), e nas bidpsias (DL) houve uma recuperacdo de 70% (n=14) (Teste
Exato de Fisher p=0,025). A Figura 5 representa a eletroforese de parte das amostras
estudadas.

Na Tabela 2 podemos observar a relagao de positividade entre os grupos de amostras
analisadas G1, G2 e Bidpsias DL e as variagdes frente a quantidade de amostra coletada (3

cortes e 6 cortes).
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo e visualizagdo das
bandas representativas da amplificagdo do gene enddgeno da beta-globina, sob iluminagao
ultravioleta. As setas verdes indicam positividade para o gene avaliado, demonstrando
efetividade na recuperacdo de DNA total das amostras, considerando 3 ou 6 cortes de 10 pm.
A. Amostras 1-20, Biopsias Desparafinizadas em Lamina (DL); B. Amostras 1-20 (13 ¢ 14
ausentes no gel, ambas positivas) Biopsias Grupo 1; C. Amostras 141-160, Pecas Grupo 1; D.
Amostras 50-73, Bidpsias e Pecas Grupo 2. PM: peso molecular 100 pares de base (N);
tamanho esperado do produto amplificado = 268pb).

Dentre as Biopsias (G1) a positividade de DNA a partir de 6 cortes foi observada em
maior nimero (n=20 — 66,6%) de amostras quando comparada as de 3 cortes (n=11 — 36,6%)),
demonstrando significancia estatistica (p=0,04). Em relacdo as Pegas Cirargicas (G1) ndo
houve diferenca entre a positividade de DNA recuperado em cada amostra, considerando 3 ¢ 6

cortes (p=0,38).
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Tabela 2. Positividade de PCR para b-globina nas amostras de FFPE — G1, G2 e Biopsias DL.

PCR p" PCR pf PCR p! | S
+ + + G1 Biopsias
n. % n. % n. % 2 anos x
Biopsias DL
Bidpsias Bidpsias )
3 cortes (361;"’") - 3 cortes (80.0%) 0,0123
n=30) i (n=10) e
il 0,04* g s 0.6285
Biopsias ’ Biopsias . Biopsias
6 cortes 20 ) 6 cortes 27 .. 0,0009*% 6 cortes 6 : 0.4543
|:Il=3 O) (65:?3’0) En=27) (IDO:D:."’O) (11:10) (60:09’0) )
Grupo Grupo Bidpsias

1 . :
g =
o -
(60 (73.3%)

0.38

Pecas 6 2 Pegas
cortes 49 6 cortes 41 i
(n=60) (81.7%) m=41) (100,0%) 0,0026

o — Comparagdo entre 3 x 6 cortes (G1); p — Comparacao entre Grupos 1 e 2; y — Comparagdo entre
bidpsias desparafinizadas em laminas entre 3 e 6 cortes; £ - Comparagdo entre biopsias de 2 anos do
Grupo 1 e das amostras desparafinizadas em laminas. * Teste exato de Fisher, p<0,05.

Quando comparado as Biopsias (G1) com a Biopsias (G2), considerando as amostras
com 6 cortes, observamos superioridade para as amostras do Grupo 2, visto que houve 100%
de positividade para as mesmas, demonstrando significancia estatistica (p=0,0009), repetindo-
se o0 mesmo resultado quando comparado a positividade das Pegas do Grupo 1 com as Pegas
do Grupo 2 (100%) p=0,0026.

Ao comparar a positividade das Bidpsias desparafinizadas em lamina (DL — 3 cortes —
2 anos — n=10) com as Bidpsias (G1 — 3 cortes — 2 anos — n=10) a positividade de DNA nas
Biopsias DL se apresentou em maior nimero (n=8 — 80%) comparadas as Biopsias G1 (n=2 —
20%) demonstrando significancia estatistica (p=0,0123).

Ja em relagdo a positividade das Bidpsias (Gl — 6 cortes — 2anos — n=10) e as Bidpsias
(DL — 6 cortes — 2 anos — n=10) a positividade de DNA nas Biopsias DL se apresentou
semelhante (n=6 — 60%) comparadas as Biopsias G1 (n=4 — 40%) ndo havendo assim

diferenga estatisticamente significante (p=0,45).
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4.4 RELACAO POSITIVIDADE x CONCENTRACAO DE DNA

Para tal comparacdo consideramos como padrdo a concentracdo de DNA Total
>10,0ug/ml. Considerando o Grupo 1, observou-se relacdo entre a positividade da PCR e
Concentragdo de DNA Total >10,0ug/ml (OR 4,7 (2,2 — 9,9); p<0,0001) como demonstrado
na Tabela 3. J4 para o Grupo 2 todas as amostras foram positivas independente da

concentracao.

Tabela 3. Relagdo da concentragdo e positividade de DNA de amostras constituidos por Bidpsias e
Pegas Cirurgicas (G1), as quais foram fixadas em formalina ndo tamponada, processadas,
incluidas em parafina e estavam acondicionadas em arquivos, com periodos diferentes (2, 5 e
10 anos) de armazenamento.

PCR+ PCR-
Concentragao> 10ug/mL 108 (60%) 33 (18,33%)
Concentragao< 10ug/mL 16 (8,89%) 23 (12,78%)
Total 124 56

Teste exato de Fisher, p<0,0001.

5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou mais evidéncias de que tecidos fixados em formalina
e preservados em parafina, primariamente destinados a andlise histopatologica, sao
importantes fontes de material genético para estudos moleculares para entendimento da
fisiopatologia das doengas (AMEMIYA et al., 2019; NGUYEN et al., 2021). Considerando
diferentes fontes de tecidos dessa andlise, estudaram-se amostras de bidpsias e pecas
cirurgicas, as quais requerem diferentes protocolos de preservagao.

A principio hipotetizou-se que o tempo de armazenamento das amostras poderiam
influenciar a recuperagdo do material genético, no entanto, a concentragdo de DNA total
isolada de amostras de periodos de 2, 5 ou 10 anos nao foi diferente. Estudos recentes
demonstram que mesmo as amostras estando armazenadas ja ha varios anos, € mesmo
havendo certo grau de fragmentacao do acido nucléico, resultados frente a extragdo e analises

de degradacdo do DNA ainda se apresentaram em niveis aceitaveis apos mais de 10 anos das
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amostras estarem arquivados (ONDRACEK et al., 2022). Em particular, para as amostras do
G1 que foram analisadas no presente estudo, o uso de formalina ndo tamponada utilizada no
Servigo pode ter causado o mesmo grau de degradacao do material genético, independente do
tempo, uma vez que a degradacao parece ocorrer durante o periodo de fixagdo em formalina
(KHAN et al., 2022). Nesse contexto, estudo recente de Viljoen e colaboradores
demonstraram que em tecidos obtidos de autopsias, ndo houve correlagdo significativa (r =
0,2736, p = 0,2879) entre armazenamento tempo (dias) e concentragdo de DNA obtido,
embora os autores ndo tenham especificado o tipo de fixagdo utilizado (VILJOEN et al.,
2022). Sugere-se, portanto, que no grupo de amostras estudado o tempo de armazenamento
ndo influenciou a recuperagdo do DNA. Em concordancia, Vitosevic e colaboradores
obtiveram recuperacao de DNA e amplificacao de fragmento de 150bp em amostras FFPE de
coragao, figado e cérebro obtidos de autdpsia e arquivados por até 30 anos de armazenamento.
Esses autores ainda discutem que o tecido cerebral foi o que apresentou integridade do DNA
mais preservada (VITOSEVIC et al., 2021). No presente estudo, as analises nio consideraram
o tipo tecidual representado devido ao baixo n disponivel, mas sem duvida essa andlise
poderia fortalecer nossos resultados.

Nossos dados demonstraram que a concentracdo de DNA total (ng/ml) recuperada das
amostras analisadas em ambos os grupos foi superior nas pecas cirirgicas em relacdo as
bidpsias, o que pode ser esperado devido ao tamanho da sua amostra no bloco de parafina ser
maior do que das bidpsias. Em contrapartida, a concentragdo de DNA recuperada/area do
tecido apresentou resultado inverso, e uma possivel explicagdo pode ser o tempo de fixacao
deste tecido na formalina. Para as bidpsias, utiliza-se fixagdo por até 24h, e as pegas cirargicas
permanecem por um periodo que varia de 3 a mais de 5 dias, o que infere que as bidpsias
tendem a ter menor degradagao do DNA tecidual. Em concordancia, Khan e colaboradores
descreveram recentemente a comparacao entre a qualidade e quantidade de DNA obtidas de
amostras de carcinoma oral com fixagdo overnight foi superior as amostras de longa duragao
fixadas em formalina (KHAN et al, 2022).

Nesse mesmo sentido, discute-se que a qualidade de DNA, obtida pela relagao da
espectrofotometria de 260/280 entre 1,8 e 2,1 deve ser considerada para uma analise confiante
de pureza e qualidade do DNA produto provindo da extracdo das amostras (GLASEL, 1995).
Assim, observou-se melhor qualidade nas amostras de bidpsias em relagdo as pegas. Além
disso, tal relagdo foi superior no Grupo 2, ¢ o numero de amostras com relagao >1,8 foi
superior em comparagdo as amostras do Grupo 1, o que ressalta que o uso do formol

tamponado preserva melhor a qualidade do DNA (ZSIKLA, 2004).
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Importante relembrar que o objetivo maior da recuperagdo de DNA com boa qualidade
a partir de amostras FFPE ¢ seu potencial uso na andlise genética, e, portanto, a taxa de
sucesso da amplificacdo do gene endogeno beta globina foi de cerca de 70% no G1 e 100% no
G2, estatisticamente superior tanto nas biopsias quanto nas pegas desse grupo, destacando
novamente que a qualidade do DNA esta diretamente relacionada a possibilidade de seu uso
em técnicas de biologia molecular.

E relevante destacar que o presente estudo apresenta a limitagio de ter analisado
apenas a amplificagdo de um gene, cujo produto de PCR ¢ de 268bp, considerado um
fragmento pequeno, e, portanto, ndo ha evidéncias de que as amostras analisadas seriam
viaveis para amplificacdo de fragmentos maiores. No entanto, outros estudos demonstram que
fragmentos de até¢ 550pb podem ser amplificados a partir de amostras FFPE (OHMOMO et
al., 2021). Dessa forma, observa-se que o uso de tais amostras ¢ viavel desde que o fragmento
do gene pesquisado seja de menor tamanho, e a técnica molecular a ser utilizada deve ser
considerada, uma vez que para algumas, como andlise epigenética, alguns métodos de
isolamento de DNA nao sao adequados (OHMOMO et al., 2021).

No grupo das bidpsias, a concentragdo de DNA Total no G1 (6 cortes — formalina
comum) apresentou-se inferior em relacdo ao G2 (6 cortes — formalina tamponada), e,
portanto, nesses casos, o tipo de formalina parece influenciar positivamente nesta
preservagdo. Estudos demonstram que a fixa¢do do tecido com a utilizagdo de formol 10%
tamponado apresenta resultados satisfatérios quando comparadas a amostras fixadas em
formol ndo tamponado, o que permitem a extragdo de DNA para o desenvolvimento de
diversos estudos utilizando-se desta fonte de material (AMEMIYA et al, 2019). J4 em relacao
as pecas cirurgicas ndo houve diferenga frente a esta andlise, o que pode ser devido
novamente ao tempo de exposi¢ao a formalina, independente do seu tamponamento, uma vez
que nessas amostras o uso de formalina tamponada ndo apresentou influéncia positiva na
preservagio do DNA (KHAN et al, 2022). No entanto, mesmo com o possivel
comprometimento genético do tecido, o DNA danificado por formalina apresenta resultados
satisfatorios na amplificacdo de fragmentos pequenos especificos de genes de interesse,
devido a especificidade de técnicas como a PCR (LIU et al, 2018).

Considerando que as amostras de bidpsias inicialmente apresentaram menor
recuperacdo de DNA, prosseguiu-se a analise do potencial de diferencas nas técnicas de
desparafinizagdo, o que demonstrou que o protocolo realizado em lamina apresentou
resultados inferiores de concentracdio de DNA total e concentracdo/area as amostras

desparafinizadas diretamente nos microtubos com xilol, sugerindo que o método de xileno ¢
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mais adequado para um alto rendimento de DNA, e nenhuma significancia foi alcangada na
pureza do DNA entre os métodos, considerando a relacdo 260/280nm. Resultados
semelhantes foram observados em estudo prévio (KHAN et al, 2022). Por outro lado, a
possibilidade de haver remanescente de parafina nas amostras pode influenciar no uso do
DNA recuperado (FRAZER et al., 2020). Nesse sentido, o resultado das analises de PCR
foram superiores no grupo das amostras desparafinizadas em lamina, e tal resultado podem
estar relacionados a possivel presenga de contaminantes no primeiro método utilizado. Frazer
et al. destacam que alteragdes do protocolo de desparafinizacdo de tubos para laminas,
juntamente com um aumento de volume de proteinase K, gerou um aumento no rendimento
de DNA (p<0,001) quando a celularidade da amostra se apresentava >50.000 células,
deixando exposto assim, uma possivel reflexdo frente a aplicagdo de novos métodos de
desparafinizagdo e sua correlagdo com uma agao mais eficiente no processo de digestdo das
amostras. No entanto, o nimero de amostras em cada grupo estudado com essa aplicagao de
desparafiniza¢cdo em lamina foi pequeno, e uma analise mais detalhada se faz necessaria.

As recuperacdes de DNA provindas de amostras fixadas em formalina e
parafinizadas ainda apresentam grandes desafios, estes relacionados aos diferentes protocolos
existentes voltados a extracdo de DNA, baixo numero de trabalhos que apresentam
detalhadamente os protocolos utilizados, tecidos utilizados, numero de cortes utilizados, pois
a maior parte das bibliografias apresenta resultados de eficiéncia de comparacdo de métodos
de extracao (UWIRINGIYEYEZU et al., 2022; SARNECKA et al., 2019; RIBEIRO-SILVA
et al, 2008).

Outro grande desafio ¢ a ndo padronizacdo da fixacdo e processamento destas
amostras nos centros de servigos de patologias, a se considerar a confiabilidade de tempo de
fixacdo na formalina, se hé utilizacdo de formalina tamponada ou ndo tamponada. Em
protocolo recente proposto para esse fim, outras abordagens de maiores nimeros de cortes
com menores espessuras demonstraram maior quantidade e qualidade de DNA, porém com
integridade prejudicada (VILJOEN et al., 2022). No presente estudo, a recuperagdo de DNA
foi maior nas bidpsias com a utilizacao de 6 cortes, demonstrando que o fato dessas amostras
serem pequenas, uma maior quantia de material aparentemente foi essencial para a
recuperagdo e positividade. A Figura 6 sumariza os principais achados do presente estudo, e
sugere os critérios recomendados de acordo com o material disponivel para anélise em cada

Servigo.
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Enfatiza-se a importancia da realizacdo de mais estudos de protocolos de aplicagdo
para recuperacdo de DNA de amostras parafinizadas, principalmente com realizacdo de
estudos retrospectivos em Centros especificos, para padronizagdo mais direcionada as
variaveis de preservacao dos materiais. Mesmo ndo realizando a comparagdo com outros
métodos de extracdo, foi possivel demonstrar que o método de extracdo fenol/cloroférmio se
mostrou eficiente, apresenta baixo custo e acessibilidade frente sua aplicacao, indo em direcao
a pesquisas nas quais se demonstrou que a concentracdo de DNA Total recuperada neste

método foi superior comparando-se a kits comerciais de extracdo (NGUYEN et al., 2021).
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Figura 6. Principais achados do estudo e critérios recomendados de acordo com o material disponivel
para analise em cada servigo.
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6 CONCLUSAO

Considerando as amostras e protocolos estudados, conclui-se que o tempo de
armazenamento de amostras FFPE nao interfere na quantidade de DNA recuperada, no
entanto o uso de formalina tamponada ¢ preferivel e recomendado uma vez que gera melhor
qualidade e maiores quantidades de DNA. As bidpsias FFPE para obtencio de DNA
apresentam maior quantidade de DNA/area e melhor qualidade de DNA, sendo seu uso
preferivel as amostras provenientes de pecgas cirurgicas. Por outro lado, para Biodpsias
conservadas em formalina ndo tamponada, um maior numero de cortes (material) se
apresentou mais eficaz na recuperagdo e positividade. Além disso, o uso do protocolo de
extra¢ao de DNA foi satisfatério, de facil execugao e econdmico, facilitando assim as analises
moleculares de um grande niumero de amostras FFPE, mas que, ¢ necessario conhecer todas

as variaveis que podem interferir na recuperacao do material genético.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Quadro 1. Exposicdo do grupo amostral obtido para a realizacdo de extracdo de DNA. Grupo de
amostras constituidos por Bidpsias (n=30) e Pecas Cirurgicas (Pecas Médias e Grandes)
(n=60), as quais foram fixadas em formol ndo tamponado, processadas, incluidas em
parafina e estavam acondicionadas em arquivos,com periodos diferentes (2, 5 e 10 anos) de

armazenamento.
Periodo de Tipo da amostra / Tipo do tecido Numero e
armazenamento espessura de
cortes
Biopsia Peca Média Peca Grande
Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) 3 cortes de 10
*Mucosa Gastrica (n=5). |*Ves. Biliar (n=3). *Pulmdo (n=4). micra
*Ves.Biliar/Figado (n=1). |*Hilo Renal (n=1).
* Apéndice Cecal (n=1). 6 cortgs de 10
micra
2 anos Tumoral (n=5) Tumoral (n=5) Tumoral (n=5)
*Mucosa Colon (n=4). *Pele de Face (n=1). *Pulmdo (n=4). 3 cortes de 10
*Mucosa  Escamosa  de*Retalho de Pele (n=1).  |*Rim (n=1). micra
Glande (n=1). *Pele Pavilhdo Auricular
(n=1).
*Pele Brago (n=1). 6 COI‘tG.:S de 10
micra
*Pele Labio e Face (n=1).
Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) 3 cortes de 10
*Mucosa Gastrica (n=5). |*ApénceCécal (n=3). *Intestino Grosso (n=4). micra
*Vesicula Biliar (n=2). *Vesicula Seminal (n=1).
6 cortes de 10
5 anos micra
Tumoral (n=5) Tumoral (n=5) Tumoral (n=5) 3 cortes de 10
*Mucosa Célon (n=3). *Pele Nasolabial (n=1).  |¥Intestino Grosso (n=4). micra
*Mucosa Rinofaringd*Figado (n=1). *Prostata (n=1).
(n=1). *Pele de dorso (n=1). 6 cortes de 10
* L _ -
‘Mucosa Gastrica (n=1). |, Pele de Face (n=2). micra
Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) [Nao Tumoral (n=5) 3 cortes de 10
*Mucosa Gastrica (n=>5). [*Vesicula Biliar (n=35). *Ovario (n=1). micra
*Linfonodo (n=1).
10 anos *[ntestino grosso (n=2). 6 cortes de 10
*Margem Brénquica micra
(n=1).
Tumoral (n=5) Tumoral (n=5) Tumoral (n=5) 3 cortes de 10
*Mucosa de Colon (n=5). |*Pele de Face (n=4). *Intestino Grosso (n=4). micra
*Pele (n=1). *Pulmdo (n=1).
6 cortes de 10
micra
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Quadro 2. Exposi¢cdo do grupo amostral obtido para a realizagdo de extragdo de DNA. Grupo de
amostras constituidos por Biopsias (n=27) e Pec¢as Cirtrgicas (n=41), as quais foram
fixadas em formol tamponado, processadas, incluidas em parafina e estavam
acondicionadas em arquivos,com periodos diferentes (2, 5 e 10 anos) de armazenamento.

Periodo de Tipo da amostra / Tipo do tecido Nimero e
armazenamento espessura de
cortes
Biopsia Peca
Nao Tumoral (n=4) Nao Tumoral (n=5)
*Mucosa Gastrica (n=4). *Ves. Biliar (n=3). 6 corte§ de 10
* Apéndice (n=2). micra
2 anos Tumoral (n=5) Tumoral (n=9)
*Mucosa Colon (n=3). *Colon (n=2).
*Brénquio / Pulmado (n=2). *Rim (n=2).
*Pele (n=2). 6 cortes de 10
*Reto (n=1). micra
*Pulmdo (n=1).
*Glande (n=1).
Nao Tumoral (n=4) Nao Tumoral (n=6)
*Mucosa Gastrica (n=4). *ApénceCécal (n=3). 6 cortes de 10
*Vesicula Biliar (n=3). micra
S anos Tumoral (n=4) Tumoral (n=7)
*Mucosa Colon (n=2). *Reto (n=2).
*Reto (n=1). *fleo (n=1).
*Pele (n=1). *Colon (n=1). 6 corte§ de 10
*Esofago (n=1). fmicra
*Prostata (n=1).
*Gastrico (n=1).
Nao Tumoral (n=5) Nao Tumoral (n=6)
*Mucosa Gastrica (n=4). *Vesicula Biliar (n=6). 6 cortes de 10
*Apéndice (n=1). micra
Tumoral (n=5) Tumoral (n=8)
10 anos *Pulmdo (n=2). *Colon (n=35).
*Reto (n=1). *Pele (n=2) 6 COI“[G?S de 10
*Pele (n=1). *Reto (n=1). micra
*fleo (n=1).




