View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Cadernos Espinosanos (E-Journal)

ARTIGOS

Extracao de DNA para analise da amelogenina em
amostras fixadas em formalina, incluidas em parafina e
armazenadas por 1 e 5 anos no Departamento de Patologia
da Universidade Federal de Sao Paulo

Extraction of DNA for analysis of amelogenin in samples
fixed in formalin, embedded in paraffin stored for 1 and 5
years in the Department of Pathology - Federal University of
Sao Paulo

Funabashi, KS'; lwamura, ESM'

Funabashi, KS; lwamura, ESM. Extragdo de DNA para andlise da amelogenina em amostras fixadas em
formalina, incluidas em parafina e armazenadas por 1 e 5 anos no Departamento de Patologia da Universidade
Federal de Sao Paulo. Salde, Etica & Justica. 2013;18(Ed. Especial):39-44.

RESUMO: O uso da biologia molecular em amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina (FFPE) vem
crescendo, e a melhoria nos métodos de obtengdo do DNA para sua andlise € necessaria. O objetivo deste
estudo foi avaliar o DNA extraido de blocos de tecidos FFPE (figado, bago e cérebro ndo tumorais), obtidos
de necropsia, 8 a 24 horas post mortem, utilizando trés métodos de extragdo de DNA (kit comercial, fenol-
cloroférmio e Salting-Out). Foram realizadas as PCRs dos genes da pB-actina (136pb), amelogenina humana
(AMEL 212-218pb) e STRs (100-400pb) para avaliar a eficacia do método de extragdo de DNA e determinar
o sexo dos individuos. Foram utilizados 28 casos arquivados (1 e 5 anos) e 12 recentes, sendo analisadas 10
amostras de cada um dos tecidos. O kit comercial apresentou maior grau de pureza, resultados reprodutiveis
e consistentes na amplificagdo por PCR nos genes da B-actina e AMEL e na anadlise por STR. Este estudo
fornece uma compreensao dos desafios envolvendo amostras FFPE, e esclareceu novas estratégias para
analises moleculares neste tipo de material.
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INTRODUCAO

processo de fixacdo em formalina

Oe inclusdo em parafina (FFPE) é

considerado um método padrdo de

preservagcdo de amostras bioldgicas por longos

periodos. Este tipo de amostra é importante

para diagnosticos médicos, 'estudos genéticos

retrospectivos e epidemioldgicos?, uso em

investigacao forense ¢ e sdo uma excelente fonte

de DNA, "® embora sua recuperacgdo para analise
molecular ainda seja um desafio®.

O processamento de amostras parafinadas,
apesar de ser padronizado, pode variar de
acordo com cada rotina laboratorial’®. Extensas
ligagcdes cruzadas entre proteinas nos tecidos e
fragmentacdo do DNA podem ser encontradas e,
portanto, uma baixa qualidade de DNA pode ser
obtida'.

Existem diversos protocolos descritos
para a extracdo de DNA em diferentes amostras.
Entretanto, a extracdo de DNA em tecidos
parafinados requer protocolos especiais, pois
este tipo de material geralmente é escasso,
degradado, e pode conter substancias que inibem
os procedimentos moleculares'?. Desta maneira, é
importante compreender e analisar cada etapa do
procedimento de amostras parafinadas: desde a
fixacdo até a analise molecular.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o DNA ex-
traido de fragmentos nédo tumorais de figado, baco
e cérebro normais FFPE obtidos de necropsia de 8
a 24 horas post mortem, recentes, arquivados por 1
e 5 anos e em amostras congeladas, utilizando trés
métodos de extracao de DNA. Além disso, a ampli-
ficacdo do gene da B-actina (136pb) e da ameloge-
nina humana (212pb-218pb/106pb-112pb) foi reali-
zada com o propdsito de, respectivamente, avaliar a
eficacia do método de extracdo de DNA e determinar
0 sexo dos individuos neste tipo de amostra.

MATERIAIS E METODO

Amostras FFPE: recentes, armazenadas por 1 e
por 5 anos

Nosso estudo envolveu 12 casos de
necropsia recentes, dos quais foram coletadas
amostras normais de figado (n=10), baco (n=10)
e cérebro (n=10) em duplicata, sendo que uma
parte FFPE de acordo com a rotina de patologia e
o outro grupo foi congelado para ser utilizado como
controle. Além disso, utilizamos blocos de parafina
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contendo fragmentos normais de figado, bago e
cérebro (n=10 cada tecido) armazenados por 1
(13 casos) e 5 anos (15 casos), todos obtidos de
exames de necropsia, de 8 a 24 horas post mortem.

Extracao de DNA

Das amostras congeladas, foram utilizadas
aproximadamente 25mg; dos blocos de parafina,
foram utilizados 2 cortes de 10 ym com 1 cm?
de tecido. Para a remocdo da parafina, foram
realizadas 2 lavagens com xilol e etanol a 100%.
Métodos de extragdo: a) Fenol-cloroférmio
(25:24:1): foram adicionadas as amostras 500l
de tampao de digestdo (Tris-HCI 1mM pH 8.0;
EDTA 0.5mM e Tween 20, 0.5%) com 20mg/ml de
proteinase K. As amostras foram incubadas com o
tampé&o em overnight a 56° C. Em seguida, 500pl de
fenol-cloroférmio foram adicionados. As amostras
foram centrifugadas por 2 minutos a 16000xg
e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo de 1,5ml. O fenol-cloroférmio foi adicionado
novamente no volume de 500ul e os tubos foram
centrifugados a 16000xg por 4 minutos. O DNA foi
precipitado com 4pl de acetato de sodio a 3M pH4.8
e 1ml de etanol 100% por 2 horas e ressuspendido
em 80ul de solugdo TE (Tris-HCI 1mM e EDTA
0.5mM pH 8); b) Kit comercial (QlAamp Mini
kit®, Qiagen): a extragcdo de DNA foi realizada de
acordo com as instrugdes do fabricante; c) Salting-
Out. apbés o processo de digestdo (mencionado
anteriormente), foram adicionados 200pl de acetato
de amoénia 2M e incubados a -20°C por 5 minutos.
Apods a centrifugagcdo a 13000xg por 3 minutos, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
600ul de isopropanol foi adicionado e centrifugado
a 16000xg por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 200ul de etanol
70% e centrifugado a 16000xg por 1 minuto. O DNA
extraido foi conservado em 80ul de solugao TE.

Quantificacao e analise

O DNA foi quantificado no Nanodrop®
ND-1000 (Thermo Scientific®) e ajustado para
PCR convencional (10ng/ul para ser utilizado 2yl
de DNA em 25l de reacdo). A amplificacdo da
0-actina (136pb) e da amelogenina humana (212pb-
218pb) foi realizada no termociclador ABI 9700,
utilizando agua MilliQ como controle negativo e
K562 (Promega®, USA) como controle positivo.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 2% com Gel Red®, utilizando pGEM
(Promega®, USA) como padrao de peso molecular
através de luz UV pelo equipamento Kodak EDAS.
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As amostras de DNA extraidas pelo kit comercial
que foram amplificadas pelo gene da B-actina foram
submetidas a PCR dos kits AmpFISTR Identifiler®
e AmpFISTR MiniFiler™ (Applied Biosystems,
USA), e genotipadas para analise dos fragmentos
de X e Y, pelo gene da amelogenina, bem como
dos fragmentos STR, através do sequenciador
3130 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA).

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados da concentra-
cao de DNA em ng/ul/cm? (média + DP) das amos-

tras de baco, figado e cérebro (n=10 cada). A tabela
apresenta os resultados obtidos dos 3 métodos de
extracdo. O sucesso de amplificacdo através dos
2 tipos de primers estao expressados em porcen-
tagem. Uma alta quantidade de DNA foi obtida nas
amostras extraidas pelo método fenol, nos trés gru-
pos de amostras parafinadas (recentes e armazena-
das por 1 e 5 anos), quando comparado aos outros
2 métodos de extracdo. As amostras congeladas
foram amplificadas pelos 2 tipos de primers, como
controle. Houve uma alta taxa de amplificacao para
o gene da B-actina em amostras recentes parafina-
das, quando comparadas as amostras armazenadas
por 1 e 5 anos.

TABELA 1. DNA extraido de amostras de figado, bago e cérebro: (a) congeladas; (b) casos recentes FFPE; (c)
amostras FFPE armazenadas por 1 ano; e (d) FFPE armazenadas por 5 anos (n=10 cada). Concentracdo média de
DNA (ng/ul/cm?) e taxa de sucesso de amplificagdo (expresso em porcentagem) dos genes da B-actina e amelogenina.

Congeladas

Casos
FFPE recentes

1 ano 5 anos

5235+88,8
117,4 + 50,7
80,5+ 525

Fenol-cloroférmio
Kit comercial
Salting-Out

100%
100%
100%

Baco  B-actina (+) Fenol
B-actina (+) Kit

B-actina (+) Salting-Out
100%

100%
100%

Amelogenina (+) Fenol
Amelogenina (+) Kit
Amelogenina (+) Salting-Out

3239+1356
21,2+188
21,2+ 20,1

1009,5 + 526,6
149+83
105+6

312,5+141,7
344+19,7
192+241

100%
100%
100%

60%
50%
60%

50%
50%
100%

- 0% -
100% 0% -

1522,7 + 693,7
80,7+ 61,8
70,5+50,2

Fenol-cloroféormio
Kit comercial
Salting-Out

100%
100%
100%

Figado B-actina (+) Fenol
B-actina (+) Kit

B-actina (+) Salting-Out
100%

100%
100%

Amelogenina (+) Fenol
Amelogenina (+) Kit
Amelogenina (+) Salting-Out

3132+ 1524
275+158
11,771

10456 +572,4
14+10,2
162+118

274,4+ 1278
243+218
76+42

90%
100%
100%

70%
60%
70%

40%
60%
100%

- 0% -
100% 0% -

524,8 + 205,9
10,3+3,9
148,6 + 89,6

Fenol-cloroférmio
Kit comercial
Salting-Out

100%
100%
100%

Cérebro p-actina (+) Fenol
p-actina (+) Kit

B-actina (+) Salting-Out
100%

100%
100%

Amelogenina (+) Fenol
Amelogenina (+) Kit
Amelogenina (+) Salting-Out

182,6 + 125,7
11+7
63+31

3352+1154
72+43
65+44

157+ 69,3
145+83
79+63

70%
100%
100%

70%
20%
80%

50%
40%
100%

- 0% -
100% 0% -

As amostras extraidas pelo Salting-
Out apresentaram um menor grau de pureza,
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heterogeneidade e variacdo, quando comparado as
extracdes com fenol e kit. A extracéo pelo kit ren-deu

41



IV Congresso Brasileiro de
Geneéetica Forense

oOF & 10 de maio de 2013

Flermarial da Amdrica Latina « 550 Palilo « S « Brazil

um maior grau de pureza (leitura 260/280), embora, neidade entre as amostras parafinadas recentes e
no método pelo fenol, houve uma maior homoge- armazenadas por 1 e 5 anos (Graficos 1 a 3).
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GRAFICO 1. Grau de pureza (A260/A280) do DNA extraido de amostras de cérebro congeladas, parafinadas recentes
e ar mazenadas por 1 e 5 anos, utilizando 3 métodos de extracgao: kit comercial, fenol e Salting-out
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GRAFICO 2. Grau de pureza (A260/A280) do DNA extraido de amostras de figado congeladas, parafinadas recentes
e ar mazenadas por 1 e 5 anos, utilizando 3 métodos de extragao: kit comercial, fenol e Salting-out
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GRAFICO 3. Grau de pureza (A260/A280) do DNA extraido de amostras de bago congeladas, parafinadas recentes e
arma zenadas por 1 e 5 anos, utilizando 3 métodos de extragéo: kit comercial, fenol e Salting-out
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O gene da amelogenina foi amplificado em
todas as amostras através do STR. A regidao de
analise do gene da amelogenina tem o comprimento
de 106-112pb (menor que a regiao visualizada no
gel de agarose, de 212-218pb). Entretanto, apenas
em algumas amostras parafinadas, a analise dos
marcadores foi possivel, com picos maiores que
50 RFU, assim como em outros loci que possuiam
comprimento maior que 200pb (dados néao
mostrados).

DISCUSSAO

Os melhores resultados de amplificagéo do
gene da B-actina foram observados nas amostras
recentes, mostrando uma pequena variagao entre
os tecidos, especialmente nas amostras de cérebro
extraidas com fenol. Os periodos restantes, de
1 e 5 anos de armazenamento, mostraram um
decréscimo gradual na amplificagdo utilizando
o método de fenol, indicando que, embora este
método consiga extrair grandes quantidades de
DNA, algumas regides afetadas podem nao ser
amplificadas para uso em biologia molecular.

O método de extragdo Salting-Out mostrou
variacdes nos resultados de amplificacdo em
relacéo as extracbes com fenol e kit nas amostras
armazenadas por 1 e 5 anos. As amostras
armazenadas por 1 ano tiveram piores resultados.
Esse dado é contrario ao esperado, uma vez que
0 mais logico seria melhores resultados nessas
amostras em relacdo as de 5 anos. Por outro lado,
também observamos nos gréficos 1-3, niveis de
pureza encontrados nas amostras armazenadas
por 1 ano inferiores em relacdo as armazenadas
por 5 anos. Uma das explicagbes possiveis
podem ser variagbes na qualidade dos reagentes
utilizados no processamento das amostras. No
geral, os dados de 5 anos em relacdo aos casos
recentes mostraram-se consistentemente piores
na obtencdo de reacdes positivas de PCR. Nossas
amostras obtidas de necropsias ndo sao uniformes
em relagdo ao tempo de fixagdo e ao processo de
inclusdo em parafina, o que poderia explicar alguns
de nossos resultados. Em nosso estudo, também,
0 processo de inclusdo das amostras pode ter
afetado os resultados. O tempo de armazenamento
dos blocos pode influenciar na qualidade do DNA
extraido, porém a qualidade dos materiais utilizados
no processamento de fixacdo dos tecidos e dos
blocos de parafina pode interferir na qualidade do
DNA obtido.

Enquanto a extracdo com fenol apresentou
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melhores resultados quanto ao grau de pureza
(valores de 1.8 para as leituras de A260/A280)
e maior concentracdo de DNA, a extracdo com
kit comercial mostrou maiores intensidades de
banda no gel de agarose. Neste tipo de extragéao,
0 processo de purificacdo resulta em um melhor
material pds-PCR a ser analisado, por conta do
processo de filtragem presente no kit.

Diversos protocolos de extracdo tém sido
descritos para obtencdo de um DNA de melhor
qualidade em amostras arquivadas® ® 5. As
variacdes nos protocolos focam em diferentes
etapas do processamento das amostras, como a
desparafinizacao, tempo, digestdo com proteinase
K, extracdo de DNA e métodos de purificacao.

O processo de fixagao e inclusédo em parafina
parece “amarrar’ o DNA, inibindo as reag¢des de
PCR. De acordo com diversos autores, a etapa mais
critica para se obter um DNA integro é na fixagdo
em formalina'®'s. Entretanto, em nosso estudo e de
acordo com Gillio Tos et al 2007'!, o processo de
inclusdo em parafina mostrou uma importante agao
na obtencdo de um DNA amplificavel para andlise.

O kit de STR Identifiler® é rotineiramente
utilizado para estudos de genética forense e, mais
recentemente, os mini-STR tém sido adotados
para analise de perfis genéticos para identificacao
humana't. Nestes kits, o primer da amelogenina
(106-112pb) esta incluido em uma reacao Unica e
multiplex de PCR. Os resultados incompletos dos
perfis de STR corroboram com outros autores' em
relacédo a fragmentacéo e nao amplificagcao.

Um cuidado especial deve ser tomado ao
comparar a qualidade do DNA extraido de material
de necropsia FFPE com bidpsias. Muitas vezes,
materiais de autdpsias permanecem mais tempo
no fixador em relacao aos espécimes cirurgicos. No
entanto, é intuitivo que os resultados do presente
estudo sobre os diferentes métodos de extragdo
e os fatores que influenciam a qualidade do DNA
também possam ser encontrados ao lidar com
bidpsias.

Este é o primeiro trabalho que avaliou tecidos
nao tumorais FFPE com trés metodos de extracao
de DNA mais comuns, avaliando PCR para identifi-
cacao de sexo e STR de até 400pb, mostrando que
embora alguns tecidos FFPE contenham grandes
quantidades de DNA e com alto grau de pureza,
os efeitos da formalina e os reagentes usados no
processo de parafinizacdo impedem a amplificacéo
efetiva pela PCR dos fragmentos alvos.

Concluindo, o método que empregou o kit
comercial apresentou resultados reprodutiveis
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e mais consistentes na amplificacdo por PCR do
gene da B-actina e amelogenina. Este estudo for-
nece uma compreensao dos desafios envolvendo
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