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RESUMO

Os avancos tecnolégicos e metodologicos na biologia molecular
criaram a possibilidade de obter DNA de amostras teciduais estocadas em
blocos de parafina, alternativa esta que permite estudos retrospectivos de
grandes bancos de tecidos, contendo inumeras doencas raras. A
guantidade e a qualidade do DNA obtido sdo considerados de suma
importdncia para o0s procedimentos poés-extracdo e a presenca de
contaminantes pode inibir a amplificacédo, especialmente em condi¢des de
escassez de DNA. Nosso objetivo € realizar a analise quantitativa e
qualitativa do DNA extraido de blocos de parafina de casos de anemia
aplasica severa (AAS) e analisar a eficiéncia/qualidade das técnicas de
espectrofotometria tradicional e PCR na mensuracdo da qualidade e
quantidade de DNA.

Foram utilizadas 48 amostras de blocos de parafina contendo
fragmentos de biépsia de medula 6ssea, do Servico de Anatomia Patoldgica
do Hospital de Clinicas da UFPR em Curitiba, nas quais o DNA foi extraido
pelo método do fenol-cloroférmio.

Os resultados estatisticos levantaram a suspeita da nao confiabilidade
da técnica de espectrofotometria na avaliacéo da eficiéncia do DNA extraido
para amplificacdo e a comparacdo com os resultados da amplificacdo por
PCR confirmam nossa suspeicao. Foi realizado analise de correlagdo, no
sentido de tornar mais evidente esta conclusdo, a qual demonstrou a nao
ocorréncia de correlacdo entre os niveis de pureza e a positividade da
amostra (amplificagéo positiva), com rpp= -0.19.

A amplificacdo por PCR ocorreu adequadamente em 45.85% (22
amplificagbes em 48 amostras) para o gene HLA-DRB1, sendo considerada
satisfatoria para o tipo de amostra utilizada, extremamente hipocelular e
submetida previamente a protocolos de processamento considerados
deletérios ao material genético.

O estudo da qualidade e da quantidade de DNA também depende das
técnicas de mensuracdo utilizadas; estas sao influenciadas por diversos
fatores,e podem distorcer o entendimento dos resultados finais. Concluimos
que a andlise da qualidade e da quantidade de DNA deve ser ponderada
conforme as técnicas que estdo sendo utilizadas. Por fim, salienta-se a
relevancia da natureza da amostra sobre os resultados finais de qualidade e
quantidade de DNA mensurado.



ABSTRACT

Advances in molecular biology laboratory methods have enabled to
obtain DNA from tissue stored in paraffin blocks, thus enabling to use large
pathological archive sources and samples of uncommon diseases in
retrospective studies.

DNA amount and its quality may be adversely influenced due to tissue
contaminants and also to severely hypocelular disease states.

Our goal in this study was to evaluate the data on quantity and quality of
DNA extrated from paraffin blocks of bone marrow samples in cases of
Severe Aplastic Anemia patients, using conventional spectrophotometry and
PCR.

We studied 48 paraffin block samples from pathological archives at
Hospital de Clinicas of Universidade Federal do Parand in Curitiba, southern
Brazil, and DNA was extracted according to classical phenol-cloroformium
protocol.

Statistical analysis of our results raised the suspicion of non reliability
of conventional spectrophotometry for evaluation of DNA quality in our
study, according to amplification results. A further correlation analysis
confirmed the lack of correlation for purity levels and amplification results
(rop=-0.19).

PCR hybridization occurred in 45.85% (22 out of 48 samples) for HLA-
DRB1 gene, and we considered it adequate since we dealt with severely
hypocelular tissue samples, which were previously submitted to technical
protocols considered harmfull to DNA.

Efficiency studies for DNA extraction and quality analysis are also
influenced by measurement technology used, which in turn are dependent
upon several factors, which can distort the meaning of final results.

We conclude that DNA qualitative and quantitative analysis results must
be critically viewed according to the technical procedures used and that
sample nature has strong influence in final results of measured DNA.

Xi



1 INTRODUCAO

Os avancos tecnologicos e metodologicos dos ultimos tempos ampliaram a
utilizacdo dos blocos de parafina; o que inicialmente era apenas fonte de
estudos histomorfoldgicos, passou a ser também um foco de pesquisadores da
area de biologia molecular. A evolucéo do diagndstico molecular faz com que
este tipo de material seja requisitado como fonte de estudo. A obtencdo de
macromoléculas de amostras parafinizadas, possibilita estudos de genes
candidatos e estudos retrospectivos de enumeras doencas; valiosas
informacdes clinicas sao adquiridas a partir de testes de patologia molecular.

Existem na literatura varios protocolos para a extracdo de DNA a partir de
material parafinado, sendo sua obtencdo de grande importancia para a
realizacdo de estudos na area da biologia molecular; (SIMONATO et al., 2007).
O método mais frequentemente utilizado na extracdo a partir dos blocos de
parafina € o de digestdo enzimatica proteolitica, seguida da purificacdo com
solvente organico e precipitacdo com etanol (MESQUITA et al., 2001; BAREA
et al., 2004).

A utilizacdo dos blocos de parafina para anélises moleculares tém alguns
empecilhos decorrentes do processamento do material. O tempo de pré-
fixacdo, fixacdo e, em alguns casos, descalcificacdo influenciam diretamente a
quantidade e a qualidade do DNA. O processamento histoldégico causam
alteracdes significativas na estrutura e constituicdo do DNA; estas alteracdes
atuam negativamente, também, nos passos subsequentes a extracdo, como 0s
de espectrofotometria e PCR. (BEN-EZRA et al.,, 1991; FERNANDES et al.,
2004; MESQUITA et al., 2001; GILBERT et al., 2007, SANTOS et al.,2008).

O espectrofotometro € uma ferramenta utilizada para quantificar e qualificar
caracteristicas de biomoléculas. Muito frequentemente se utiliza a
espectrofotometria para determinar a qualidade e quantidade do DNA. As
amostras de DNA com a razdo A260nM/A280nM que obtiverem valor
aproximado entre 1.8 e 2.0 podem ser consideradas livres de contaminantes
(SANTELLA, 2006). A medida de quantificagdo do DNA é determinada através
da férmula: DNA = A260 X 50 X Fator de diluicdo; a qual é calculada
automaticamente pelo espectrofotometro (CARNEIRO et al., 2003).



A PCR é uma sintese enzimatica “in vitro” que permite a amplificacdo de
sequéncias especificas de &cido desoxirribonucleico (DNA) ou de acido
ribonucleico (RNA). A combinacéo de alta especificidade e sensibilidade torna
a PCR a principal técnica de diagndstico molecular sendo ferramenta essencial
nos mais diversos campos da investigacdo genética. Esta técnica pode ser
utilizada na realizag&o de estudos de DNA obtido a partir de material fixado em
formol e embebido em parafina, além de outros materiais de arquivo (BAREA et
al 2004; LUNGE et al., 2003; SIMONATO et al 2007; MESQUITA et al., 2001).

A PCR, quando aplicada em amostras de DNA extraidas de bloco de
parafina, apresenta varios fatores que podem levar ao seu insucesso. Estes
fatores podem trazer limitagcdes do uso desta técnica para analise de DNA das
amostras emblocadas em parafina. (CAO et al., 2003; MIRSHAHABI et al.,
2007).

O estudo da quantidade e qualidade do DNA extraido em diferentes
tecidos € necessario, ja que estes apresentam padrdes de reacado diferentes ao
tempo de pré-fixacdo (autdlise) e ao procedimento de fixacdo. A obtencdo de
DNA de blocos de parafina de pacientes com anemia aplésica, nos quais, a
histomorfologia da medula 0ssea é marcada pela
hipocelularidade/acelularidade, e pelo desprovimento de células
hematopoiéticas constitui um desafio de extracdo. (ASTER, 2007; PINETA
DABOIN et al.,2008). A aquisi¢do de DNA viavel, destas amostras, mostrara a
viabilidade de utilizar outros materiais parafinados para estudos de biologia
molecular; levando em consideracdes as peculiaridades do material e dos

meétodos de medicao utilizados.



1.1 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo é analisar a qualidade e a quantidade de DNA
extraido de amostras de medula 0ssea, fixadas em formol e emblocadas em
parafina. Para tanto, foram avaliados amostras de DNA provenientes de blocos
de parafina de pacientes com anemia aplasica severa; considerada amostra de
tecido com caracteristicas adversas, pela escassa quantidade de DNA nuclear
(tecido paucicelular), além do efeito dos agentes fixadores e a acdo da
temperatura. Uma segunda andlise foi feita quanto a eficiéncia de técnicas
utilizadas para mensuracdo da qualidade e quantidade de DNA. As técnicas
testadas sdo a espectrofotometria tradicional e a PCR, por serem técnicas

comumente utilizadas na rotina para verificar qualidade e quantidade de DNA.



2 REVISAO

2.1 ARQUIVOS DE MATERIAL BIOLOGICO

As blocotecas dos setores de patologia, primeiro banco estruturado de
tecidos patologicos em grande escala estabelecido, foram e continuardo sendo
valiosas fontes de pesquisa de doencas (MACHUCA, et al., 2004; WATSON et
al., 1996). Todos os dias, amostras de bidpsias do corpo humano séo retiradas
para andlises diagnosticas de doencgas, sendo os fragmentos desses materiais
fixados em formol a 10%, incluidos em parafina para microtomia e estudo
histol6gico, sendo as reservas armazenadas nos laboratérios de setores de
patologia. (SIMONATO et al., 2007; FERNANDES et al., 2004). Os avancos
tecnologicos e metodoldgicos dos ultimos tempos ampliaram a utilizacdo dos
blocos de parafina; além do uso nos estudos histomorfologicos, histoquimicos e
imunoistoquimicos, passaram a ser também fonte de material para a pesquisa
com métodos da biologia molecular (BEN-EZRA et al., 1991; FERNANDES et
al., 2004).

Fatores genéticos sao inerentes a muitas doencas, cuja expressao clinica
resulta da combinacdo do efeito de genes em maior ou menor grau com 0O
efeito do meio ambiente (WAJNER e VARGAS, 2003). Tais fatores fazem com
que ocorra um enorme interesse nos estudos das bases genéticas das
doencas, sendo que os acervos de materiais biolégicos que foram enviados
para exame nas rotinas hospitalares, permanecem como grande fonte de
material para diferentes estudos genéticos (SANTOS et al., 2008, B). As
amostras dos blocos de parafina podem ser fontes de estudos para a
epidemiologia molecular, de caréater retrospectivo, de instabilidades em regides
de microssatélites, de deteccao ou mesmo diferenciacdo de microorganismos
patogénicos (SANTOS et al., 2008; SJOHOLM et al., 2005, BAREA et al., 2004;
RIBEIRO-SILVA e GARCIA, 2008). As técnicas de biologia molecular oferecem
hoje varias ferramentas para diagnéstico, monitoramento, prognostico e
decisOes terapéuticas para doencas, como o cancer, por exemplo (DEVRIES et
al., 2005, SEUANEZ et al.,2004).

A analise molecular de acidos nucleicos tem tradicionalmente exigido DNA

gendmico obtido a partir de tecidos frescos ou congelados; as macromoléculas
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estdo bem preservadas quando extraidas deste tipo de material (RIVERO et al
2006; VINCEK et al., 2003). Embora o DNA extraido de amostras frescas ou
congeladas seja o ideal para analises moleculares, nem sempre € possivel
congelar e/ou obter tais amostras a fresco, quando consideradas as limitacdes
da pratica clinica. Os tecidos congelados ou frescos também apresentam
limitacbes para a avaliacdo histomorfologica, assim como ndo permite que o
material seja utilizado para estudos retrospectivos de longo prazo (VINCEK et
al., 2003; DEVRIES et al., 2005).

O estudo de tecidos parafinados tem algumas vantagens; o material
possui alta qualidade morfologica, apresenta-se em grande quantidade, é de
facil acesso e permite identificacdo de lesdes precursoras (BAREA et al.,
2004). Em alguns casos, como de doencas raras, sdo o Ultimo recurso
disponivel para a analise genética (SANTOS et al. 2008, B). A extracdo para
amplificacdo do DNA, a partir de blocos de parafina, apresenta alguns pontos
criticos, que podem influenciar no insucesso da amplificacdo. O grau de
fragmentacdo do DNA, o efeito do fixador, tempo de fixacdo e temperatura
utilizada no processamento do material, sdo exemplos de fatores que podem
influenciar a amplificagdo destas amostras de DNA (KULLMANN et al.,1998,
LEHMANN e KREIPE, 2001 e LIU et al.,1993).

O aperfeicoamento dos métodos de extracdo de DNA para utilizacdo na
PCR permitiu o estudo investigativo e/ou retrospectivo de diferentes amostras
biol6gicas, mesmo que essas apresentem um DNA de ma qualidade ou em
baixa quantidade (SIMONATO et al., 2007; FERNANDES et al., 2004).

A PCR é um método de amplificacdo in vitro que depende, para o seu
sucesso, de uma amostra em condi¢cfes adequadas de armazenamento e de
um bom protocolo de extracdo de DNA (LIBORIO et al., 2005). Muitos estudos
publicados que utilizaram tecidos armazenados em blocos de parafina para
analise genética demonstraram que o DNA extraido de tecidos fixados em
formol e emblocados em parafina sdo viaveis para a reagcdo em cadeia da
polimerase (RIVERO et al.,, 2006, SIMONATO et al., 2007; MESQUITA et al.,
2001; CAO et al.. 2003; LIBORIO et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2003).



2.2 QUALIDADE DE UM PRODUTO

A qualidade de um produto esta diretamente relacionada a qualidade dos
processos que este € submetido. O produto final e simbolo de qualidade
quando durante cada um dos varios estigios de processo ocorrer a menor
variabilidade possivel. Portanto, identificar as causas da variabilidade e eliminé-
las do processo e de suma importancia para os resultados finais. As causas
naturais de variacdo sdo consequéncias do acumulo de varias causas muito
pequenas, mas inevitaveis. E conhecido que a variabilidade natural sempre
existirh em um processo, independente de qudo bem planejado e executado
ele seja (CORREA E CHAVES-NETO, 2009).

Ha outros tipos de variabilidade que podem ter como fontes: mao-de-obra,
maquinas, meio ambiente, matéria-prima, método de trabalho e meios de
medicdo. A variacdo decorrente destas causas é muito grande quando
comparadas com as causas naturais ou aleatorias. Usualmente criam-se niveis
aceitaveis desta variacdo que classificam um produto como aceitaveis ou néo
aceitaveis (CORREA E CHAVES-NETO, 2009). Um produto ndo aceitavel ndo
€, necessariamente, impréprio para o uso; por exemplo, este produto poderia
ter uma eficiéncia mais baixa, podendo ainda ter um desempenho aceitavel se
usado em quantidades maiores. Um produto ndo aceitavel € considerado
imperfeito se tem uma ou mais distorcbes, que sao deformidades sérias o
bastante para afetar significativamente o uso seguro e efetivo do produto
(MONTGOMERY, 2004).

A definicAho moderna de qualidade fala que esta é inversamente
proporcional a variabilidade. Como a variabilidade s6 pode ser descrita em
termos estatisticos, os métodos estatistico desempenham papel central nos
esforcos para a melhoria da qualidade (MONTGOMERY, 2004). O uso de
ferramentas estatisticas na mensuracdo da qualidade produz resultados sélido
e consistente na identificacdo de causas da variabilidade a serem eliminadas
(CORREA E CHAVES-NETO, 2009).



2.3 FATORES INERENTES A QUALIDADE DO MATERIAL

2.3.1 TEMPO DE PRE-FIXACAO

A pré-fixacdo é o tempo passado entre a coleta ou excisdo cirurgica do
espécime e o inicio do processo de fixagcdo (SRINIVASAN et al., 2002). Uma
das condicbes basicas para uma boa fixagdo e, consequentemente,
preservacao do material € que o fixador seja aplicado ao espécime tdo cedo
guanto possivel, apés a colheita cirdrgica ou post-mortem (GRIMALDI FILHO,
1981).

Boa parte dos tecidos € removida cirurgicamente. Nas cirurgias os tecidos
podem ser expostos a hipdxia por algum periodo de tempo, caso a interrupcao
da circulagcéo seja continuada instala-se estado de anoxia tecidual. O processo
de anoxia causa alteracdes locais de pH e pode levar ao aumento de fatores
de transcricdo de alguns genes relacionados a morte celular. (SRINIVASAN et
al., 2002).

As alteragBes bioquimicas comecam a ocorrer em meédia dentro de 10
minutos apas iniciado o quadro de andxia, embora este tempo varie conforme a
natureza e metabolismo do tecido. Portanto, o tempo de pré-fixacdo deve ser
reduzido a segundos para minimizar a degradacdo de RNA e proteinas,
especialmente nos tecidos com altos niveis de RNases e proteases, como
pancreas, a vesicula biliar, pele e intestino. O tempo de fixacdo, bem como o
fixador utilizado, influenciam na preservacdo de macromoléculas, como o0 DNA,
RNA e proteinas; o que torna este processo de suma importancia para a
obtencdo dos resultados a partir das técnicas de imunoistoquimica e biologia
molecular (BEN-EZRA et al., 1991).

2.3.2 DESCALCIFICACAO E FIXACAO

Para que se possa examinar histologicamente o tecido 0sseo ou tecido
calcificado, antes de realizar a microtomia, deve realizar-se a descalcificacéo,
método que consiste na remocdo do célcio tecidual, sem alteracdes na
estrutura morfo-celular. Varias substancias podem ser empregadas como

descalcificadores, todas de natureza &acida: acido nitrico, férmico, cloridrico,
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acético, picrico, sulfarico, tricloroacético ou sulfossalicilico. Fixa-se o tecido em
formalina por 12 ou 24 horas, antes do processo de descalcificagdo. Apos este
passo, coloca-se o fragmento de tecido em liquido descalcificador, em volume
100 vezes maior ao da peca, trocando-se o liquido diariamente, até que o
tecido amoleca. O ponto adequado de descalcificacdo € atingido quando é
possivel transpassar o tecido com um alfinete sem que haja resisténcia ou
dureza, indicando que o tecido estad pronto para sofrer os demais
procedimentos histologicos (TOLOSA et al., 2003).

As substancias fixadoras tém por finalidade basica evitar alteragfes da
constituicdo quimica das células, fixar proteinas e inativar enzimas
proteoliticas, responsaveis pelo fendmeno de autolise (TOLOSA et al., 2003;
JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2005). Os mecanismos de acado dos fixadores
podem ser amplamente categorizados como desidratantes, caloriferos, ligacdo
cruzada, acidificantes e combinagdes destes (SRINIVASAN et al., 2002).

A fixacdo depende de processos fisico-quimicos em que os constituintes
quimicos dos tecidos, principalmente as proteinas, sdo coaguladas ou
precipitadas in situ. Uma fixacdo bem sucedida dependera de um
conhecimento preciso das propriedades fisicas e quimicas dos constituintes a
serem preservados e suas interacfes com substancias fixadoras (GRIMALDI
FILHO, 1981; KINGSBURY e JOHANNSEN 1927).

Quase todos os bons fixadores sado constituidos de duas ou mais
substancias fixadoras, a fim de que ao serem combinadas acabem corrigindo
uma os defeitos da outra, pois todas as substancias fixadoras tém alguma
imperfeicdo (ALVES, 2002; TOLOSA et al., 2003; BECAK, 1976). Alguns tipos
de fixadores que contém solucbes como o &cido picrico, mercurio e acidos
descalcificantes, podem ndo ser compativeis com testes de biologia molecular,
pois interferem de alguma forma em seus resultados (HUNT, 2008).

O liquido de Bouin, que contém &cido picrico e &cido acético glacial,
podendo ou nado conter formalina, € um fixador com caracteristica
descalcificante, e € muito utilizado para o processamento de amostras de
medula 0ssea. Apos a fixacdo é recomendado a remocéo do acido picrico dos
tecidos, antes de dar continuidade aos demais procedimentos histoldgicos.
Residuos deste acido podem favorecer a deterioracdo da peca com o passar
do tempo (SANTOS et al., 2008, B; TIMM, 2005).
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O pH das solucgdes fixadoras € um dos fatores mais importantes a serem
levados em consideragdo no momento da fixagdo de um material. A
concentracdo ibnica desequilibrada faz com que ions livres atuem destruindo
os tecidos; a neutralizacdo dos ions livres evita a oxidacdo dos tecidos. Os
tampdes estabilizam as modifica¢cdes de pH que acompanham a morte celular
a medida que o fixador penetra nos tecidos (ALVES, 2002; BECAK, 1976).

2.3.3 ALDEIDO FORMICO E SUA INTERACAO COM PROTEINA E DNA

Um fixador balanceado que se adéqua praticamente a todas as
necessidades para a histologia e patologia de rotina € o aldeido férmico 10%,
gue € uma solucéo a 10% (v/v) de formalina (solucdo aquosa saturada a 40%
p/v de aldeido formico) (BECAK, 1976). O tecido fixado em formol pode
permanecer por mais de 10 anos sem grandes modificagdes de sua estrutura,
podendo ser posteriormente refixado em quase todos os outros fixadores
(TOLOSA et al., 2003; GRIMALDI FILHO, 1981).

O aldeido férmico tem alguns inconvenientes, como formacdo de
“pigmentos de formol” e a formagao de acido féormico. Quando exposto a luz, o
formol se transforma em acido férmico, o qual provoca mais alteracdes
desfavoraveis para as técnicas de biologia molecular em tecidos. (FOX et
al.,1985; ALVES, 2002; GRIMALDI FILHO, 1981). A fixacdo em formol e
emblocagem em parafina € adequada para muitos métodos histoquimicos
qualitativos e quantitativos. E igualmente adequada para o enorme campo da
imunoistoquimica, com métodos e reacfes padronizadas e de uso rotineiro.

A reacdo do aldeido férmico com a proteina tem como base alguns
grupamentos quimicos como a amino, amida e grupos guanidil. (METZ et al
2004). O formaldeido reage com a amina ou grupos triol de aminoacidos e
forma derivados de metilol (R-NH2+CH20OH->R-NH-CH20H). Tal ligacéo
aumenta a reatividade dos componentes metilol, favorecendo a condensagéo
dos grupos metilol com amida ou outros grupos que produzem pontes de
metileno, que fazem ligacdo cruzada com cadeias polipeptidicas. (METZ et al.,
2004; PUCHTLER E MEIOAN,1985; FOX et al.,1985)

No caso da amino primaria, o grupo metilol sofre parcialmente uma

condensacao se convertendo em uma imina, ou convertendo-se em uma “base
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de Schiff” (Figura 1). Subsequentemente, uma imina ou “base de Schiff” pode
fazer ligacdo cruzada com residuos de glutamina, asparagina, triptofano,
histidina, arginina, lisina, cisteina e tirosina (METZ et al 2004, FOX et al.,1985).
Aminoacidos aromaticos permitem a ligacdo cruzada entre o0 aminometilol com
os grupos fenol, inol, ou imidazol. A ligacdo de metilagdo entre &tomos de
nitrogénio e carbono sdo muito estaveis e resistentes a hidrolises acidas.
(PUCHTLER E MEIOAN,1985).
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Figura 1 - Reacéo quimica entre formaldeido e proteina

NOTA: A reacao do formaldeido com a proteina se inicia com a formacéo
de metilol aduto em grupo amino (1). O metilol terminal do grupo amino
primario é parcialmente desidratado, produzindo “base de Schiff” instaveis
(2). Estas podem formar ligagbes cruzadas com varios residuos de
aminoécidos, por exemplo, com tirosina (3).

FONTE: METZ et al., 2004.

As proteinas sofrem alteracéo estrutural em razéo das reacdes de ligacédo
cruzada. Devido as suas sequéncias variadas, os peptideos sofrem uma
grande variedade de modificacbes quimicas apO6s o tratamento com
formaldeido. As modificagcbes podem ser divididas em 3 tipos: 1) Grupos
metilol, 2) “Base de Schiff” e 3) Ligagdo de metilagdo. A formagao de metilol e
bases de Schiff sdo reversiveis. A maior parte das modificagcbes importantes
nos peptideos (proteinas), induzidas pelo formaldeido, ocorrem devido a

formacéao de ligacbes de metilacéo estaveis (METZ et al., 2004).
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Estudos quimicos feitos entre formaldeido e acido nucleico demonstraram
que a reacdo basica entre eles € similar a observada na interacéo entre formol
e proteina. O processo de formalizagcdo comeca com a desnaturagcdo: quebra
de ligacdes de ponte de hidrogénio e desligamento de bases, em regides ricas
em AT da dupla fita de DNA, criando novas intera¢des quimicas (SRINIVASAN
et al., 2002)

Segundo SRINIVASAN e colaboradores (2002), o formol tem 4 formas de
interacdo com o DNA. A primeira € uma reacdo de adicdo; o formaldeido &
acrescentado a base do &cido nucleico para formar um grupo hidroximetil (-
CH,OH), que € um metilol. O segundo é um lento ataque eletrofilico do N-
metilol a uma base amino, para formar uma ponte de metilacdo entre os dois
grupos de amino. O terceiro € o tratamento com formaldeido que pode gerar
sitios de AP por hidrélise da ligagdo N — glicosidica, deixando residuos livres de
pirimidina e purina. Sitios AP tém um aumento dos ions carboxilas ciclicos
instaveis que se hidrolisam rapidamente para produzir 2-deoxi-D-ribose. O
quarto e ultimo € o formaldeido que pode também causar lenta hidrélise da
ligacdo fosfodiéster, principalmente as ligacdes curtas de polideoxiribose com
pirimidina intacta.

A fixacdo com formaldeido resulta no enovelamento de proteinas
nucleares, na formacado de ligacdes entre proteinas e DNA, assim como na
fragmentacdo do DNA. Contudo, a usual tentativa de extragdo de DNA de
tecidos fixados em formol para estudos de biologia molecular tem se
apresentado uma opcao variavelmente bem sucedida (MESQUITA et al,. 2001;
SRINIVASAN et al., 2002; OKELLO et al.,2010).

2.4 PROTOCOLOS DE EXTRACAO E SUA RELACAO COM A QUALIDADE
E QUANTIDADE DO DNA

2.4.1 PROTOCOLO BASICO

A extragdo do DNA de blocos de parafina fixados em formol foi realizada
pela primeira vez em 1985 por Goelz e colaboradores, utilizando como
principais reagentes, a proteinase K e SDS (SHIN et al., 2002) Na literatura

existem varias protocolos com a finalidade de extracdo de DNA de material
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parafinado, cada um utilizando substancias e estratégias diferentes. O DNA
obtido destes materiais € de grande importancia para a realizacdo de estudos
na area da biologia molecular. (SIMONATO et al.,, 2007; MESQUITA et al.,
2001)

O protocolo mais frequentemente utilizado para a extragdo de DNA de
tecidos fixados e emblocados em parafina compreende desparafinizacdo da
amostra por calor ou solventes, tratamento por digestdo com enzimas
proteoliticas sucedido, ou nédo, por purificacdo com solventes organicos e
precipitacdo com etanol (MESQUITA et al., 2001; BAREA et al.,, 2004,
MIRSHAHABI et al., 2007).

Sao varios os passos que podem ser modificados para a obtencdo de
métodos mais rapidos e praticos para a extracdo de DNA amplificavel de
materiais emblocados em parafina. A comecar pela forma de obtencdo dos
cortes, que pode variar desde o modo de coleta (cortes, biopsia de bloco, etc),
a espessura em micrometros dos cortes. A desparafinizacéo, que, além de ser
opcional, se for feita, pode ser realizada através de calor ou lavagens com
solventes como o xilol (BAREA et al., 2004). Os componentes principais do
tampdo de digestao - Tris-HCI, EDTA, NaCl, detergente e proteinase K —
podem variar de concentracdo, tempo de utilizacdo, e podem ser substituidos
por substancia homologa (GILBERT et al., 2007).

2.4.2 DESPARAFINIZACAO

Os cortes de material parafinado devem ser desparafinizados para
obtencdo de uma extracdo de DNA eficiente, segundo a maioria dos autores
consultados. Sendo assim, torna-se necessario retirar a parafina do corte e, em
seguida, hidratar o tecido. Contudo, sendo a parafina insolivel em agua e
escassamente solavel no alcool, para que o0s cortes possam ser
desparafinizados € necessario que previamente sejam penetrados por um
solvente da parafina, como o xilol e o benzol, para depois serem reidratados
(BAREA et al., 2004, TOLOSA et al., 2003, BECAK, 1976).

A técnica mais comum para remocao da parafina se baseia no uso de xilol
em concentragcdes crescentes (ou outro solvente similar) e posteriores banhos

com etanol. Existem métodos alternativos, tal como a remocao direta através
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do uso de banho-maria para derreter a parafina, ou mesmo a néo
desparafinizacdo das amostras (ISHIKAWA et al., 2007, GILBERT et al., 2007)

A retirada da parafina pode ser realizada através de calor e/ou lavagens
com solventes como o xilol. Existem protocolos em que ha obtencdo por um
pré-tratamento com calor - imerso em solvente ou ndo antes da centrifugacdo
com xilol. Os passos de retirada da parafina com solvente organico podem ser
diferentes de autor para autor. O numero e tempo dos banhos de xilol, tal como
o processo de centrifugacdo variam muito de acordo com preferéncia do
pesquisador. (GILBERT et al.,, 2007, VILANOVA-COSTA et al.,2008,
MIRSHAHABI et al., 2007, RIVERO et al., 2006)

2.4.3 DIGESTAO

Na primeira fase a técnica de extracdo do DNA, objetiva-se a ruptura ou
lise das membranas celulares com a finalidade de liberar os componentes
citoplasmaticos e/ou nucleares intracelulares. As metodologias mais
comumente utilizadas para esta finalidade séo a fervura, a digestdo enzimatica
(proteinase K, lisozima), a ruptura mecanica (homogeneizagdo), as ondas
sonoras (sonicacdo), utlizacdo de detergentes (SDS, Triton X-100),
detergentes néo idnicos (Tween 20, Laureth 12), Chaotropes, (Isotiocianato de
guanidina, iodeto de sodio) e a utilizacdo de solugbes (solucdo salina
hipotdnica), na dependéncia do tipo da amostra ou célula (MESQUITA et al.,
2001, GOLDENBERGER et al, 1995; HUNT, 2008)

Frequentemente, as células animais podem requerer a utilizacdo de duas
ou mais substancias com a finalidade de romper a matriz tecidual e assim
melhorar a disponibilidade das células para a substancia de lise. A funcdo do
tampdo de lise, além de destruir membranas plasméticas, € manter o pH e
guelar metais que, porventura, possam ativar endonucleases. Além das
diferentes substancias, o tempo ao quais as células ficam submetidas ao
contato das substancias, e as suas concentracoes influenciam na qualidade e
guantidade final de DNA extraido. (MESQUITA et al., 2001; CARNEIRO et al.,
2003).
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A partir do material hidratado inicia-se a digestdo dos componentes
celulares e a extracdo propriamente dita do DNA. Ha na literatura varios
protocolos que descrevem o método de digestdo celular. Existem autores que
relatam a utilizacdo de fervura, acompanhada ou ndo de solucédo de lise, e/ou
digestdio com proteinase K, estes associados a diferentes tampdes
(VILANOVA-COSTA et al., 2008, NASCIMENTO et al, 2003, SIMONATO et al,
2007). Outros descrevem a utilizacao de detergente Triton X-100 e o tiocianato
de guanidina, para verificar também a efetividade dessas substancias na
ruptura ou lise das membranas celulares (MESQUITA et al, 2001,
GOLDENBERGER et al, 1995). A utilizacdo do detergente SDS, combinado
com a proteinase K, que realiza a digestdo enzimatica, apresenta como
resultado, uma eficiente extracdo de DNA (GOLDENBERGER et al., 1995;
CAO et al., 2003). Métodos baseados na digestdo enzimatica (proteinase K)
independentemente do método de extragdo do DNA gendmico, resultam em
materiais com quantidade e pureza satisfatorias para amplificacdo do DNA com
a utilizacdo da técnica de PCR. O tempo de digestéao por proteina K (que pode
variar de 1 hora a 5 dias) e a concentragdo desta, no tampao de digestéo,
variam de autor para autor (MESQUITA et al.,, 2001; BAREA et al., 2004,
HUNT, 2008).

2.4.4 PURIFICACAO

Apos a obtencdo do lisado contendo proteina, acidos nucleicos
(DNA/RNA) e lipidios, existe a necessidade de separar os acidos nucleicos das
outras moléculas (MESQUITA et al., 2001). Est4 descrito na literatura um
variado numero de diferentes métodos de recuperacao e purificacdo de acidos
nucleicos, procedimentos seguintes aos pré-tratamentos de desparafinizacéo e
digestdo. Tais protocolos apresentam algumas diferencas de acordo com o
alvo em foco: DNA ou RNA; ou de acordo com a composi¢cdo quimica do
fixador (GILBERT et al., 2007; HUNT, 2008).

A técnica com fenol-cloroférmio é a metodologia mais frequentemente
utilizada. Tal metodologia apresenta-se, frequentemente, como um método de
purificagcdo de alta eficiéncia para extragdo de DNA proveniente de materiais

emblocados em parafina. O principio dessa separacdo é a diferenca de
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solubilidade dos &cidos nucleicos, proteinas e lipidios nestes solventes
organicos, de forma que, apos a realizacdo desta separacdo se obtém uma
fase aquosa onde se encontra o acido nucleico (MESQUITA et al., 2001;
RIVERO et al., 2006). O fenol-cloroformio utilizado apdés o rompimento da
membrana celular auxilia na desnhaturacdo das proteinas, estas que s&o
removidas pelas subsequentes centrifugacdes e lavagens (CARNEIRO et al.,
2003, RIVERO et al., 2006).

Aparentemente, o método de purificacdo com fenol-cloroformio tem
resultado na recuperacdo e purificacdo satisfatérias em comparagcdo com as
outras técnicas (MESQUITA et al., 2001; COOMBS et al., 1999; CAO et al.,
2003). No estudo de MESQUITA e colaboradores (2001), foi feito uma
comparacao de trés métodos de purificacdo utilizando fenol-cloroférmio com
proteinase K, silica sem proteinase K e silica com proteinase K. O fenol-
cloroférmio juntamente com a técnica de silica com a presenca de proteinase K
mostraram ser eficientes na purificacdo, resultando em um material de 6tima
qualidade para PCR. RIVEIRO e colaboradores (2006) em seu trabalho afirma
que a metodologia de fenol-cloroférmio € um excelente método para extracdo
de DNA de tecidos emblocados em parafina, assim como, o melhor método
avaliado para extracdo de espécimes de células bucais.

O fato dos solventes organicos — fenol e cloroférmio — serem reagentes
toxicos traz problemas na sua manipulacao. Além disso, o0 método necessita de
um grande numero de fases no processo laboratoriais. Tal fato fez com que,
atualmente, pesquisadores buscassem alternativas para a extracdo de DNA,
tanto em materiais parafinados, como em amostras fora destas condicdes
(RIVERO et al., 2006; ABRAO et al., 2005).

O protocolo de salting-out que utiliza uma solucdo de NaCl, ou raramente
acetato de amobnia, para precipitar as proteinas e tradicionalmente acetato de
amonia para precipitagdo de acido nucleico, é uma alternativa. O método de
salting-out além de necessitar de menos passos laboratoriais, ndo apresenta
tanta toxicidade quando comparada a do protocolo que utiliza fenol-cloroférmio.
Tal método e largamente utilizado na extracdo de DNA de sangue, amostras
citologicas e materiais sélidos, ja obteve resultados satisfatorios de purificacédo
de &cidos nucleicos de amostras fixadas em formol e emblocados em parafina
(RIVERO et al., 2006; SANTOS et al., 2008, A).
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Outro método que nédo utiliza solvente organico e, por tanto, nao
apresenta toxicidade, € o método de purificacdo com Chelex-100 associado a
proteinase K. O Chelex-100 é uma solucdo quelante, que preferencialmente
quela ions metalicos polivalentes, prevenindo a degradacdo do DNA. A técnica
de Chelex-100 pode ser empregada, com sucesso, em amostras com poucas
células, varios tipos de matérias forenses e tecidos emblocados em parafina
(SIMONATO et al., 2007; SEPP et al., 1994).

Existem disponiveis no mercado muitos kits para extracdo de DNA, tanto
de materiais parafinados, como para outros tipos de materiais. Tais Kits sao
utilizados por muitos autores na tentativa de obtencdo de amostras de &cidos
nucleicos de boa qualidade, provenientes de matérias fixados em formol e
emblocados em parafina (SIMONATO et al., 2007, COOMBS et al., 1999,
FERNANDES et al., 2004, NASCIMENTO et al., 2003, SJOHOLM et al. 2005,
PRINCE et al. 2007; SANTOS et al., 2008, B). Os Kits comerciais — como
exemplo o “QlAamp DNA micro kit” da Qiagen — sé&o baseados no principio da
ligacdo com a silica descrito por BOOM e colaboradores (1990) (GILBERT et
al., 2007). A propriedade de ligacdo do DNA com a silica faz com que esta
substancia possa ser utilizada na purificacdo de &cidos nucleicos (MESQUITA
et al., 2001).

O kit comercial da Qiagen (“QlIAamp DNA minikit”) é relatado em muitos
trabalhos cientificos que tem como objetivo a obtencdo de DNA de amostras
emblocadas em parafina (SIMONATO et al., 2007, COOMBS et al., 1999;
SJOHOLM et al. 2005, PRINCE et al. 2007; CAO et al., 2003; GILBERT et al.,
2007). O presente kit, no estudo de SIMONATO e colaboradores (2007),
comparado com outra forma de purificacdo — Chelex 100 — apresentaram um
grau de pureza dentro do ideal e uma amplificacdo de boa qualidade; mas seus
resultados de amplificagdo ndo foram muito diferentes quando comparado ao
outro método.

Outros kits de extracdo de DNA podem ser utilizados a partir de material
desparafinizado, como o kit da Promega ( Wizard Genomic DNA Purifications
Kit). NASCIMENTO e colaboradores (2003) concluiram em seu trabalho que
através do protocolo estabelecido pelo kit comercial da Promega, era possivel
obter um DNA gendmico de boa qualidade e concentracdo. Outros Kits que

mostram ser eficientes na extracdo DNA de matérias parafinados sédo: Kit
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GFXtm Genomic Blood DNA Purification, Quick-Gene DNA Tissue Kit S
(Fujifilm Life Science), QIAquick Gel Extraction Kit e Kit Glass Max (Gibco BRL,
USA)(FERANDES et al., 2004, SANTOS et al.,, 2008, B; SJOHOLM et al.
2005).

Uma cuidadosa comparacdo entre meétodos comerciais e in-house, em
espécimes arquivados, foi demonstrada no trabalho de Okello e colaboradores
(2010). Nesta pesquisa foi apresentada uma comparacdo qualitativa e
quantitativa do DNA através de 7 kits comerciais disponiveis, 2 dos quais
divididos em duas extracfes distintas, e um método in-house (Fenol-
cloroférmio). Okello e colaboradores (2010) demonstram que os Kits WaxFree
Paraffin Sample RNA Preparation Kit, e RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation
Kit-DNA, juntamente com a técnica in-house, sdo os métodos preferenciais

para a recuperacao de DNA amplificavel.

2.5 TECNICAS DE MENSURACAO DA QUALIDADE E QUANTIDADE DO
DNA

2.5.1 ESPECTROFOTOMETRIA DE DNA

A espectrofotometria € realizada através do aparelho de analise
laboratorial denominado espectrofotdmetro. Segundo BISPO (1998) o
espectrofotbmetro € um instrumento usado para estudar a absor¢cao ou
emissdo da radiacdo eletromagnética como funcdo do comprimento de onda.
As numerosas aplicacdes do espectrofotbmetro podem ser divididas em trés
principais categorias: 1) Ser um instrumento de pesquisa geral em
investigagdes de propriedades de materiais; 2) Uma ferramenta de grande
utiidade em andlises quimicas rapidas de solucdes e outros materiais; 3) tal
aparelho €, ainda, a base fundamental de andlise, padronizacdo e
especificacao calorimétrica (BISPO, 1998).

O espectrofotometro pode ser usado para quantificar e qualificar
caracteristicas de biomoléculas, como o &cido nucleico. A espectrofotometria
de absorbancia molecular trabalha na faixa ultravioleta, que apresenta uma
distribuicdo de comprimento de onda de 200nm a 400nm. Para medir a

concentracdo do DNA dupla fita, assim como de fita simples, utiliza-se o
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comprimento de onda A = 260nm. Tal técnica € frequentemente utilizada para
determinar a qualidade do DNA; a razdo entre as leituras de 260nm e 280nm
pode ser considerada um indicador de pureza da amostra. As amostras de
DNA presentes com razdao A260nm/A280nm que obtiverem valor aproximado
de 1.8 a 2.0 podem ser consideradas livres de contaminantes (PALMA et al.,
2008, CARNEIRO et al., 2003; ROSA et al., 2008; SANTELLA 2006, PEREIRA
PINTO et al., 2006).

A obtencéo de uma razéo abaixo do valor estipulado indica contaminacao,
que é decorrente da presenca de proteinas, fenol ou outros componentes que
podem vir a interferir na leitura. As proteinas tém um cume de absorbéancia
entre 280nm, assim sendo, uma contaminacdo com proteinas leva a uma baixa
da razdo A260nm/A280nm. O fenol, utilizado na purificacdo, apresenta uma
absorbancia na faixa de 270nm, o que acaba, igualmente as proteinas,
influenciando e baixando a razdo A260nm/A280nm. Um aumento da razdo
indica que ocorreu contaminacdo com RNA, pois este também contribui para a
absorbancia da amostra (SANTELLA, 2006; PALMA et al., 2008; CARNEIRO et
al., 2003; ETIENNE et al., 2001).

As proteinas também absorvem o comprimento de onda de 230nm, esta
absorcdo é menos sensivel que 280nm, assim sendo, a razao
A260nm/A230nm também pode ser considerada um indicador de pureza da
amostra. As amostras de razdo A260nm/A230nm que obtiverem valor
aproximado de 1.7 a 2.0 sdo consideradas puras. Além das proteinas outros
compostos organicos, como polissacarideo e nucleotideos livres, podem
absorver o comprimento de onda 230nm, influenciando no resultado da
amostra (CARNELOSSI, 2008; STEFFAN et al., 1988; YEATES et al., 1998;
GEUNA et al., 2004; OLIVEIRA, 2006; ETIENNE et al., 2001).

2.5.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A PCR é uma sintese enzimatica “in vitro” que permite a amplificacdo de
sequéncias especificas de DNA ou de RNA, sendo este ultimo realizado a partir
da sintese de cDNA. A PCR foi idealizada por Karl Mullis em 1983, citado por
Marques (2003), desde entdo tem sido utilizada em varios campos da ciéncia.

A caracteristica mais importante da PCR é a capacidade de amplificar

18



exponencialmente copias de regides do genoma a partir de pouca quantidade
de DNA, mesmo que em estado de degradacdo (LUNGE et al., 2003;
SIMONATO et al 2007; MESQUITA et al., 2001).

A PCR tem varios fatores que podem levar ao seu insucesso, tanto em
amostras emblocadas em parafina, como em amostras de outras procedéncias.
Esses fatores sdo: 1) a auséncia de uma quantidade de DNA alvo detectavel
em pequenas amostras ou biopsias; 2) a presenca de inibidores, tais como
hemoglobina; 3) a degradacdo do DNA alvo, que pode ocorrer devido ao longo
tempo entre a remocao cirdrgica e fixacdo do tecido, o tipo de fixador utilizado,
bem como a duracéo da fixacéo; 4) a fragmentacao do acido nucleico, devido a
fixacdo com formol (CAO et al., 2003; MIRSHAHABI et al., 2007).

A técnica de PCR apresenta limitaces com relacdo aos tamanhos dos
fragmentos amplificados, sendo mais frequentemente utilizada para
amplificacdes de fragmentos de tamanho inferior a 1Kbp (SEUANEZ et al.,
2004). PRINCE e colaboradores (2007) demonstraram que ao se trabalhar com
amostras de tecidos envelhecidos podem surgir dificuldades em amplificar
fragmentos de DNA de mais de aproximadamente 250bp. No estudo de
Talaulikar e colaboradores (2008), foi demonstrado que exons com 96bp
amplificaram em 100% dos casos e em exons com 600 bp ocorreu uma
reducao para 8 % de eficiéncia

Outro fator importante que pode limitar a eficiéncia da PCR é a néo
remoc¢do adequada da parafina nos procedimentos de pré-extracdo com xilol e
etanol (GILBERT et 2007; SANTOS et al 2008, A; HUNT, 2008). Estes fatores
podem limitar o uso da PCR para analise de DNA a partir de amostras de
matérias fixados em formol e emblocados em parafina em diversos estudos.
Identificar um método melhor para extragdo de DNA a partir de tecidos
emblocados em parafina é de grande importancia para o meio cientifico (CAO
et al., 2003; MIRSHAHABI et al., 2007)

PRINCE e colaboradores (2007), em seu trabalho, evidenciaram alguns
outros fatores que sdo relevantes para a eficiéncia da PCR. Estes autores
utilizaram diferentes tecidos (prostata, laringe e linfonodo) provenientes de
blocos de parafina, com resultados diferentes confrontados com os mesmos
parametros de extracdo e amplificacdo. O DNA de melhor rendimento foi obtido

a partir de amostras de linfonodo, que apresenta uma distribuicdo mais densa
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de nucleos dentre os 3 tipos de tecidos analisados. PRINCE e colaboradores
(2007) ainda relatam que as quantidades de reagente em relacdo a quantidade
de amostra influenciam no resultado final, devido a uma menor eficiéncia na
digestdo. O tipo de tecido influencia neste parametro também, no estudo de
PRINCE e colaboradores (2007), os tecidos prostéticos e laringeos obtiveram
quantidade de DNA estavel ou aparentemente regressiva a medida que se

aumentava a quantidade de tecido utilizada.

2.6 CARACTERISTICA DAS AMOSTRAS TECIDUAIS

2.6.1 MEDULA OSSEA E ANEMIA APLASICA

A medula éssea é um 6rgao disperso na por¢cdo esponjosa dos 0Ssos por
todo organismo, portanto volumoso e muito ativo. No adulto normal, produz por
dia cerca de 2,5 bilhdes de eritrocitos, 2,5 milhdes de plaquetas e 1,0 bilhdo de
granulécitos por kg de peso corporal. A medula 6ssea é encontrada no canal
medular dos 0ssos longos e nas cavidades dos 0ssos esponjosos. Distingue-se
a medula 6ssea vermelha, hematdgena, que deve sua cor a presenca de
numerosos eritrocitos em diversos estagios de maturacao, e a medula amarela,
rica em células adiposas, que ndo produz células sangiiineas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). A proporcéo relativa do tecido hematopoético e adiposo
varia ao longo da vida, sendo maxima na primeira década de vida e reduzindo-
se progressivamente na vida adulta e senilidade; a esta relacdo denomina-se
celularidade da medula G6ssea, que também pode encontrar-se reduzida, em
graus variaveis, em diferentes condi¢Bes patoldgicas.

A medula éssea vermelha é sustentada por estroma de células reticulares
associadas a fibras reticulares, as quais formam um arcabouco tipo esponja,
percorrido por numerosos capilares sinusoides. Entre as células reticulares
existem inumeros macréfagos derivados do sistema mononuclear-macrofagico,
células adiposas maduras e muitas células hemopoéticas. A matriz fibrilar
extracelular mencionada contém, além de colageno tipo | e tipo |lll,
fibronectina, laminina, proteoglicanas e hemonectina. Além de produzir as

células do sangue, a medula 6ssea armazena ferro sob a forma de ferritina e
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de hemossiderina, principalmente no citoplasma dos macréfagos. Outra funcéo
da medula Ossea vermelha € a destruicdo de eritrocitos envelhecidos
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

A Anemia aplasica € um termo amplo e parcialmente correto no sentido
fisio-patolégico, porém de uso clinico consagrado, que designa a sindrome da
faléncia da medula O6ssea, associada pancitopenia, (anemia, neutropenia e
trombocitopenia no sangue periférico); portanto os termos pan- hipoplasia/ pan-
aplasia, ou mais adequadamente pan-hipotrofia/pan-atrofia, melhor designam a
situagéo clinica que o tecido hematopoético vem a sofrer: de forma adquirida, a
reducdo ou desaparecimento de suas células, de forma insidiosa. A faléncia na
medula origina-se da supressdo ou desaparecimento de células tronco
multipotentes (BRODSKY E JONES, 2005).

Embora a maioria dos casos de AAS sejam adquiridos, existem formas
incomuns, hereditarias. A fisiopatologia das formas adquiridas de AAS
representa, na maioria dos casos, um processo imuno-mediado, onde linfocitos
autoreativos mediam destruicdo das células tronco hematopoéticas. A
exposicdo a agentes ambientais como drogas, virus, toxinas, devem funcionar
como gatilho para a resposta imune aberrante de alguns pacientes; no entanto,
a maioria dos casos é classificada como idiopéatica. De forma semelhante a
outras doencas auto-imunes, a anemia aplasica tem curso clinico variado,
sendo que alguns pacientes tem sintomas leves e necessitam pouca ou
nenhuma terapia, enquanto outros apresentam—se com pancitopenia e risco
de vida, representanto emergéncia médica (AAS). A Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna e a Sindrome Mielodisplasico comumente se instalam na
evolucdo de casos de AAS, apontando elos patofisiolégicos entre estas
doencas. A AAS adquirida pode ser tratada efetivamente com transplante de
medula éssea alogénico, imunossupressao (geralmente globulina antitimocitica
e ciclosporina), além de ciclofosfamida em altas doses (BRODSKY E JONES,
2005).

De forma simplificada, portanto, a patogénese da anemia aplasica pode se
desenvolver ao longo de duas principais vias etiopatogénicas: uma supressao
mediada imunologicamente e uma anormalidade intrinseca das células tronco
(ASTER, 2007).
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Correlacionando com a pan-citopenia variavel observada no sangue
periférico (anemia, leucopenia e plaguetopenia), a morfologia da medula éssea
de pacientes com anemia aplasica é marcada pela hipocelularidade e
desaparecimento de células hematapoéticas; frequentemente sédo encontrados
apenas células adiposas, estroma fibroso, e focos dispersos ou grupos de
linfécitos e remanescentes de plasmdécitos (Fotografia 1). Apesar da morfologia
das células hematopoéticas serem mais bem estudada em esfregacos de
aspirados de medula 6ssea, frequentemente nos casos de AAS este
procedimento fornece material insuficiente e a biopsia de medula fornece uma
melhor analise da aplasia medular (ASTER, 2007; PINETA DABOIN et
al.,2008).

Uma estimativa razoavel do trofismo e atividade hematopoética medular é
obtida através da avaliacdo da propor¢cdo de células adiposas em relacdo as
células hematopoéticas nas amostras de bidpsias de medula 6ssea. Em
adultos normais, esta proporcao € de 1:1, mas em hipoplasias medulares (e.g.:

anemia aplasica), a proporcdo de células adiposas torna-se bastante

aumentada.
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FOTOGRAFIA 1 - Medula 6ssea com anemia aplasica.

Nota: Observa-se pan-hitrofismo notério do tecido hematopoético, com
preodominio do tecido adiposo medular, além de alguns linfocitos e
células plasmaticas residuais.

FONTE: PINETA DABOIN et al.,2008.

Apesar do fato da medula hematopoética, conforme vista nos cortes

histol6gicos, fornecer menos detalhes citoldgicos das séries hematopoéticas
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individuais quando comparada aos esfregacos obtidos por aspiracao da medula
0ssea (ASTER, 2007), ainda assim é superior ao aspirado na avaliacdo da

anemia aplastica.

2.7 IMPORTANCIAS DO ESTUDO DO GENE HLA

Os genes HLA (human leukocyte antigen), parte do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), caracteriza-se por apresentar locos polimoérficos.
O sistema HLA, localizado no brago curto do cromossomo 6, é dividido,
didaticamente, em trés regides: classe |, Il e Ill, de acordo com sua localizacéo
cromossbmica e funcdo (JANEWAY et al, 2007). As codificacdes
glicoproteinas de membrana, moléculas HLA de classe | e Il, sdo fundamentais
na apresentacdo de peptideos antigénicos aos linfocitos T CD8" e CD4" e
envolvidas na histocompatibilidade e rejeicdo de enxertos. A regido de classe |
€ composta, principalmente, pelos loci HLA-A, -B, -C, que codificam as
moléculas presentes praticamente em todas as células nucleadas. A regido de
classe Il engloba os loci HLA-DR, -DP e —-DQ, que codificam moléculas
presentes, principalmente, na superficie de células apresentadoras de
antigenos imunocompetentes, incluindo macréfagos, células dendriticas,
monacitos, linfécitos T ativados e linfocitos B (ALVES et al.,2007, B; MONTE et
al.,2004).

Os polimorfismos nas regides promotoras dos genes HLA podem estar
envolvidos na susceptibilidade ou severidade de varias doencas de natureza
autoimune ou de etiologia infecciosa (MORAIS et al., 2008; FERNANDES et al.,
2010). A importancia biolégica da associacdo do HLA com diversas doencas;
deve-se, ao fato de que o HLA poder estar envolvido na identificagdo de genes
candidatos. Genes presentes no organismo, que podem estar envolvidos com o
desenvolvimento ou com a fisiologia de determinada caracteristica, conferem
ao paciente a vantagem de resisténcia ou a desvantagem de susceptibilidade a
doenca. (FERNANDES et al., 2010)

A anemia aplasica esta associada com o antigeno de histocompatibilidade
DR2 classe Il, especialmente em pacientes que sao dependentes continuos de
terapia medicamentosa imunossupressora. Em um estudo Canadense de base

hospitalar com anemia aplasica pediatrica, uma incidéncia muito maior da
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manifestacdo da doencga foi encontrada em criancas de descendéncia asiatica
e correlacionada com diferentes HLAs, ambos os resultados implicaram no
favorecimento genético (YOUNG E KAUFMAN 2008).

Assim, a capacidade de detectar alelos especificos, ou combinacdes de
alelos especificos, nas fases iniciais do processo da doenca aumenta a
possibilidade de inferéncia do risco. A identificagdo desses pacientes de alto
risco pode contribuir para diferentes predisposicdes, clinicamente significativas,
para a ocorréncia de doencas ou para o diagnéstico. (FERNANDES et al.,
2010)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PARCERIA E PACIENTES

O presente projeto € decorrente de parceria do Departamento de
Patologia Médica e Servico de Anatomia Patologica do HC e o Setor de
Imunogenética do Laboratério de Andlises Clinicas do HC-UFPR. O
desenvolvimento de linha de pesquisa do setor de imunogenética propiciou a
escolha de amostras de medula 6ssea emblocadas em parafina, utilizadas no
presente estudo. A linha de pesquisa de genes alterados na anemia aplasica
severa gera casuistica necessario para o desenvolvimento do presente projeto,
voltado para a extracdo, purificacédo e hibridizacdo do DNA extraido dos blocos
de parafina.

Neste contexto, as amostras de bidpsia de medula éssea de pacientes
portadores de AAS representam a casuistica atual.

O trabalho foi aprovado pelo CEP/HC/UFPR; como sendo parte do projeto
intitulado “Investigacdo da influéncia das variantes alélicas dos genes HLA-
DRB1 e DQB1 na predisposicdo a anemia aplasica severa (AAS) e na
capacidade de resposta ao tratamento com imunossupressores por meio de um
estudo de associacgéo.”, processo N° 0064.0.208.000-09.

3.2 AMOSTRAGEM DO ESTUDO

As amostras da presente pesquisa foram obtidas do arquivo blocoteca do
Servico de Anatomia patolégica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (HC-UFPR), representadas por espécime obtido por biépsia
de medula 6ssea, previamente fixada em formalina a 10% e descalcificado no
liguido de Bouin, processado automaticamente: desidratacdo, diafanizacdo e
impregnacdo com parafina liquida, temperatura de inclusdo de 60 graus
centigrados.

Os casos de anemia aplasica registrados no Setor de Imunogenética
foram levantados no sistema do Setor de Anatomia Patoldgica, incluindo

requisi¢ao, blocos do periodo compreendido entre 1992 e 2008.
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Dos 152 casos encontrados no Setor de Anatomia Patoldgica foram
excluidos 24 blocos devido a escassez de material e excluidas biopsias
provenientes de tecidos diversos (3 biopsias de pele, 1 biépsia de coracao, 1
biépsia de mucosa bucal).

As 122 amostras, restantes, foram divididas em grupos conforme
numeracéo dos blocos e foram submetidos ao processo de microtomia. Para o
presente estudo foram utilizadas 48 amostras escolhidas aleatoriamente dentre
as 122 amostras viaveis, sendo que o restante das amostras, ja cortadas,
deverd ser utilizado para estudos posteriores do Setor de Imunogenética-HC-
UFPR.

3.3 CORTES PARA EXTRACAO DE DNA

A retirada de parte do tecido emblocado em parafina foi realizada atraves
de microtomia, cortes com espessura de 25um. A descontaminhacéo da lamina
de microtomia, pincas e superficie de trabalho com alcool 70%, transferéncia
imediata dos cortes para microtubos e utilizacdo de luvas, foram medidas
adotadas, para evitar contaminagcdo do material com DNA de outros blocos ou
de células do técnico. A lamina do micrétomo foi limpa com alcool 70% a cada
troca de bloco, assim como a pinga utilizada para manuseio das amostras. Os
cortes produzidos foram colocados imediatamente em um microtubo e
armazenados até o momento da purificagdo; todos o0s procedimentos

supracitados foram realizados com a utilizacédo de luvas.

3.4 PRE- EXTRACAO DA AMOSTRA

O material parafinado armazenado nos microtubos, recebeu xilol e na
sequéncia foram centrifugados; o sobrenadante desprezado e novas trocas de
xilol foram feitas, até a completa remocdo da parafina. Ao precipitado foram
feitos dois banhos com solucdo de etanol absoluto e na sequéncia foi feita a
extracdo do DNA.
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3.5 EXTRACAO DO DNA

O protocolo de extracdo do DNA utilizado nos foi cedido pelo Laboratorio
de Citogenética Humana e Oncogenética do Dpto. de Genética do Setor de
Ciéncias Biolégicas da UFPR. O protocolo tem como solugdes principais: uma
solucédo de lise, uma proteinase K, fenol-cloroformio-alcool isoamilico, etanol
absoluto e etanol 70%. Os procedimentos e outras solugdes envolvidas na

extragdo encontram-se no protocolo logo abaixo.

3.5.1 PROTOCOLO DE PURIFICACAO E EXTRACAO DE DNA GENOMICO

1. Retirar o excesso de parafina do material, isolando apenas o segmento
de tecido. Tal procedimento devera ser feito em uma placa de Petri
esterilizada, com auxilio de pinca e material perfuro cortante ésteres.

2. Colocar 1ml do xilol usando uma ponteira para cada amostra. Tal

procedimento deve ser feito na capela.

Centrifugar em microcentrifuga a 14.000rpm por 5 minutos.

Retirar o sobrenadante na capela, ficando somente com o sedimento.

Repetir os passos 2 a 4.

Colocar 1ml de etanol absoluto.

Passar no vortex por 25 segundos.

Centrifugar em microcentrifuga a 14.000rpm por 5 minutos.

© © N o 0o &~ ®

Retirar o sobrenadante ficando a penas com o sedimento.

10. Colocar no banho-maria a 56° por 10-15minutos ou até que se observe a
evaporacao do etanol absoluto.

11.Adicionar 260 pL de tampéo da proteinase K 5 X, 15 pL de proteinase K
(20 mg/mL) e 30 pL de SDS 20 %, nesta ordem. Homogeneizar em
agitador vortex.

12.Incubar a amostra no bloco de aquecimento a 65°C por 24 horas. Apés a
incubacdo o botdo deve apresentar um aspecto transparente, caso isto
nao seja observado, adicionar mais 15 pL de proteinase K (10 mg/mL),
homogeneizar e incubar no bloco de aquecimento por mais 24 horas.

13. Elevar a temperatura do bloco de aquecimento para 95°C e incubar o

microtubo por 10 minutos com a finalidade de inativar a proteinase K.
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Retirar do bloco de aguecimento e deixar atingir a temperatura ambiente
antes de prosseguir.

14. Adicionar 1.5 pL de RNAse (20 mg/mL). Homogeneizar em agitador
vortex e incubar a amostra no bloco de aquecimento a 37°C por 30
minutos.

15.Com auxilio de pipeta remover o conteido do microtubo e transferi-lo
para um microtubo novo.

16. Na capela, adicionar 500 pL da solucdo fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico.

17.Passar no vortex por 25 segundos.

18. Centrifugar em microcentrifuga a 14.000rpm por 5 minutos.

19. Ap6s a centrifugacdo formam-se duas fases: uma superior (acidos
nucleicos) e outra inferior (camada de fenol que contém proteinas e
lipideos), separadas por uma interfase turva (proteinas desnaturadas).
Transferir a fase superior para um microtubo novo de 1,5 mL, tomando-
se bastante cuidado para que nao ocorra contaminag¢do com a interfase.

20.Repetir os passos 16 a 19.

21.Adicionar 60 pL de acetato de amoénio 10mol e 600uL de etanol absoluto
gelado,

22.Agitar com as maos e incubar a -20°C até o dia seguinte.

23.Centrifugar em microcentrifuga a 14.000 rpm por 15 minutos e descartar
0 sobrenadante por inversao.

24. Adicionar 1ml de etanol 70 % e inverter gentilmente, varias vezes.

25. Centrifugar em microcentrifuga a 14.000 rpm por 5 minutos.

26.Remover o sobrenadante com pipeta de 1ml, cuidado para ndo perder o
sedimento.Deixar amostras secando de um dia para o outro.

27.Ressuspende em 50ul de agua milli-Q.

28.Armazenar a amostra de DNA a -20°C.
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3.6 PROCEDIMENTO DE ESPECTROFOTOMETRO NOS APARELHOS
TRADICIONAIS

3.6.1 PREPARACAO DA AMOSTRA.

O processo de espectrofotometro foi realizado no Aparelho
Biophotometer. O procedimento foi antecedido por resfriamento das amostras
de DNA, seguido de diluicdo em 1:50 agua ultrapura (5 pl de DNA + 245 pl de
agua ultra-pura) e homogeneizadas.

3.6.2 - PROCEDIMENTO PARA USO DO ESPECTROFOTOMETRO

No momento da leitura da amostra é necessario estabelecer claramente
qual tipo de molécula se est4d trabalhando e calibrar o aparelho. O
procedimento de calibracdo do espectrofotometro € feito com o acréscimo de
agua ultra-pura em cubeta especial, a qual é colocada em local apropriado para
leitura e obtencdo de valores zerados. Na sequéncia colocou-se agua ultra-
pura na cubeta e acrescentou-se a amostras de DNA diluido. Os processos de
leitura foram feitos conforme descrito em protocolo utilizado na rotina do Setor

de Imunogenética (Anexo ).

3.6.3 ANALISE E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Quando a razao entre a absorbancia 260nm e a absorbancia 280nm esta
entre, ou aproximadamente, 1.8 e 2.0, o DNA esta livre de contaminantes.
Valores abaixo ou acima destes, indicam que ha presenca de proteinas,
fragbes de membrana, RNA entre outros contaminantes e isto pode provocar

falhas na amplificacéo.

3.7 REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE

As amostras de DNA extraidas dos blocos de parafina foram amplificadas
através do protocolo da PCR-SSO utilizado na rotina do Setor de

Imunogenética do Hospital de Clinicas do Parana. A PCR foi feita utilizando-se
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oligonucleotideos iniciadores biotinilados e D-mix provenientes do kit LABType
SSO, juntamente com a DNA polimerase Tag platinum. Os ciclos de
desnaturacdo, acoplamento dos iniciadores e alongamento da cadeia no
termociclador duraram em média uma hora e meia (Tabela 1). Os iniciadores
de oligonucletideos que foram utilizados amplificam o exon 2 dos genes HLA-
DRB1 que possui 270bp. Uma amostra submetida a PCR, seguindo as
recomendagdes do fabricante, deveria ter um volume final de 20ul, utilizando-
se 2ul de DNA diluido a 20ng/ul, 13,8ul D-mix, 0,2ul Taqg Platinum e o 4l
primer de amplificacdo. A quantidade de DNA diluido que foi utilizado sofreu
adaptacdes de acordo com a quantidade DNA que a amostras apresentavam
(anexo Il). Para verificar se as amostras foram amplificadas satisfatoriamente,
foram feitos géis de agarose 2% para corrida eletroforética. Amplificacbes bem

sucedidas resultaram em um gel com uma banda correspondendo ao exon 2.

TABELA 1 - PROGRAMACAO UTILIZADA EM AMPLIFICACAO

Temperatura e tempo de

Passo Incubacio N° de ciclos

Passo 1: 94°C — 2 minutos* 1

Passo 2: 94°C — 5 minutos 1
94°C — 30 segundos

Passo 3: 60°C — 20 segundos 40
72°C - 20 segundos

Passo 4: 72°C — 7 minutos 1

Passo 5: 04°C — infinito 1

Nota: * este protocolo refere-se ao uso da Taq Platinum (a enzima vem ligada a um anticorpo e
precisa deste passo inicial para ficar na forma livre, capaz de promover a extensao da fita).
FONTE: O autor

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram colocados em banco de dados para facilitar a
interpretacdo dos resultados. Os presentes resultados foram analisados
estatisticamente por software SPSS 10.0 e/ou software R. Os testes

estatisticos realizados foram:
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3.8.1 Teste da Binomial

Trata-se de um teste ndo-paramétrico, sendo assim, é utilizado quando os
eventos na populacdo apresentam-se de forma dicotdbmica ou binaria —sucesso
e insucesso. Os valores amostrais sdo comparados com os dados da

populacao.

3.8.2 Teste de Coeficiente de Correlacao de Point-biserial

O coeficiente de correlacdo de Point-biserial é utilizado quando se deseja
verificar a existéncia de associacdo linear entre duas variaveis, uma
quantitativa e a outra qualitativa nominal. Uma medida de correla¢éo € um valor
numeérico que expressa forca e sentido do relacionamento entre as duas
variaveis. E utilizado quando se deseja saber se um dado valor r, permite
concluir a um dado nivel de significancia, que existe realmente correlacao

linear entre as variaveis.

3.8.3 Teste T-Student simples
O teste T-Student Simples permite comparar as diferencas entre o valor
médio da variavel na amostra em relagdo a um valor hipotético, ou da

populacao de referéncia.

3.8.4 Teste T- Duas amostras independentes
Trata-se do teste T-Student, quando se dispbe apenas das médias,
variancias e tamanho das amostras. Seu objetivo é testar a igualdade entre

duas amostras.

3.8.5 Teste do Coeficiente de correlacdo de Pearson
O coeficiente de correlacdo de Pearson é utilizado quando se deseja
verificar a existéncia de associacdo linear entre duas variaveis, as duas

guantitativas.

3.8.6 Teste Shapiro-Wilk
O teste de Shapiro-Wilk é utilizado para verificar a distribuicdo normal das
variaveis estudadas, ou seja, quando a distribuicho numeérica segue uma

tendéncia simétrica em torno de uma média.
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4 RESULTADOS

Apoés as extracOes foram feitas medicdes da qualidade e quantidade do
DNA, através de espectrofotometria tradicional. Os resultados das razdes de
quantidade e pureza estdo demonstrados na tabela 2.

TABELA 2 - RESULTADOS DE LEITURA DAS AMOSTRAS NO

ESPECTROFOTOMETRO.

Paciente Concentracéo Pureza Ano do Paciente Concentracéo Pureza Ano do

de DNA(ng/ul) bloco de DNA(ng/ul) bloco

1 57.1 1.56 1998 ' 26 53.8 1.5 1999
2 32.9 1.55 1998 ' 27 55.9 1.52 2000
3 40.9 1.48 1998 ' 28 234.5 1.7 2000
4 68.8 1.45 1998 ' 29 106.3 1.6 2000
5 43.8 1.43 1998 ' 30 48.9 1.57 2000
6 78 1.56 1998 ' 31 26.7 1.5 2000
7 55.3 1.53 1998 1+ 32 342.0 1.8 2003
8 275.8 1.62 1998 ' 33 203.1 1.6 2003
9 53.5 1.46 1998 1+ 34 2400.5** 1.8 2003
10 166.3 153 1998 1 35 91.7 187 2003
11 372.9 185 2008 1 36 271.4 173 199
12 11.0 173 1997 . 37 77.0 178 1995
13 86.2 175 2007 . 38 755.0%* 156 1995
14 39.4 182 2002 , 39 566.0 206 2003
1, — 1997 | 40 264.3 212 1997
- — 2006 , 41 770.1% 154 1997
17 e e 1993 |, 42 45.4 1.68 1992
18 23.0 1.67 2006 |, 43 488.8 1.97 1993
19* e e 2007 |, 44 766.5** 1.54 2003
20 71.6 1.75 2008 | 45 535.7 2 1997
21 108.8 1.88 2001 | 46 80.1 1.81 1997
22 16.2 1.75 2001 ! 47 34.3 1.64 1996
23 21.1 1.7 1999 ! 48 61.6 1.43 1996
24 12.4 1.8 1999 !
25 19.4 15 1994 !

Nota: * Amostras que ndo apresentaram leituras no espectofotbmetro. **
Valores que podem ser considerados outliers.
FONTE: O autor.

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a normalidade da
distribuicdo dos dados de concentragdo e pureza. O resultado obtido para
pureza e concentracao foi de ndo normalidade com um p-value de 0.0327 e
9.43e-11, respectivamente.
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Na tabela 2 podemos verificar que h&d uma variabilidade dos resultados,
principalmente na concentracdo. A falta de normalidade pode ser decorrente
desta variabilidade e/ou presenca de outliers. Entdo para um melhor
entendimento dos dados foi realizada uma analise descritiva. Os outliers
tiveram que ser desconsideradas para o calculo da média, desvio padrdo e
coeficiente de variacdo. Outlier sdo valores extremos, que se situam bem fora
do padréo geral de quase todos os demais dados e influenciam fortemente a
meédia, desvio padrao e coeficiente de variacdo (TRIOLA, 2008). A escolha dos
valores que foram desconsiderados foi realizada através da analise dos
graficos abaixo (Gréfico 1).

Min 1stQu. Mediana Média 3rd Qu. M 2.
11.00 43.07 74.30 22580 266.10 2400.00
Qutlier Qutlien
HE f----- | e
Mediana
T T T T T
0 500 1000 1500 2000

Concentragao(ngiul)

Min 1stQu. Mediana Média 3rd Qu. I @3¢
1.430 1.538 1.655 1.675 1.800 2120
Mediana
T T T T T T T
15 1.6 1.7 1.8 19 2.0 2.1
Pureza

GRAFICO 1 - Boxplots para analise de dispersdo das duas variaveis de
estudo.
Fonte: O autor.

Nos graficos acima verificamos outlier apenas nos dados de
concentracdo. Outra analise simples que pode ser feita através destes graficos
€ em relacdo a simetria da distribuicdo dos dados. Nestes verificamos que a
pureza estd mais bem distribuida em torno da mediana, comparado a

concentracéo, que apresentam uma assimetria bem acentuada.
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A pureza das amostras apresentou uma média de 1.675 e um desvio
padrdo de 0.174; com um intervalo de confianca da média igual a 1.621-1.73
(nivel de confianca de 95%). Tais resultados mostram uma variabilidade
reduzida, ja que desvio padréo e o intervalo de confianca foram pequenos. O
coeficiente de variacdo da amostra de pureza foi de 0.107; o que corrobora
com a constatacéo acima.

A concentracdo das amostras apresentou uma média de 131.18ng/ul e o
desvio padrao de 148.45ng/ul, com um intervalo de confianca da média igual a
83.55-178.55 (nivel de confianca de 95%). O que podemos verificar através
destas medi¢des é que as concentracdes tém uma variabilidade muito grande;
tal resultado foi confirmado pelo coeficiente de variacdo, que foi de 1.1334.

Outro aspecto que temos que resaltar da tabela 2 sdo os valores que nao
apresentaram leituras e outros que apresentaram valores exorbitantes. Tais
dados ndo foram colocados na estatistica descritiva, mas devem receber uma
atencao especial.

ApoOs as leituras em espectrofotbmetro as amostras foram submetidas a
reagdo em cadeia da polimerase. A PCR realizada foi padronizada pela rotina
do setor de imunogenética do HC-UFPR. Tal técnica foi desempenhada com o
objetivo de verificacdo a possibilidade de utilizacdo deste tipo de material para
estudos futuros - como de hibridizacdo com sondas marcadoras - e
indiretamente medir a qualidade desta técnica. Em um primeiro momento foram
testadas 10 amostras para evitar desprendimento de tempo e contencédo de
gastos. Os resultados de amplificacdo podem ser vistos através do gel de
eletroforese realizado, mostrados na fotografia 2.

As 10 amostras processadas e submetidas a PCR, tiveram um
resultado de 6 amostras positivas para o gene HLA-DRB1 (Fotografia 2).
Podemos observar algumas bandas ndo muito fortes. Tal fato provavelmente é
decorrente do fato da técnica de eletroforese em agarose ndo ser muito
sensivel. Outra questdo que se deve ressaltar € a ma condigdo do material,
anteriormente relatadas. O controle positivo, que apresenta 251bp, esta
aparentemente dentro dos padrdes ideais, comprovando a qualidade da técnica
aplicada. Na amplificacdo do loco DRB1 o controle negativo apresentou-se
6timo, assim sendo, ndo podemos verificar nenhuma banda inespecifica

aparente.
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FOTOGRAFIA 2 - Ampliacdo do gel de agarose em ensaio de eletrofose
para o gene HLA-DRBI.

Nota: Amplificacdo dos locos HLA-DRB1 de pacientes com anemia
aplasica por PCR a partir de DNA gendémico. Colunas correspondentes a
pacientes com anemia aplésica, CN (controle negativo) e CP (controle
positivo).

Fonte: O autor.

As 38 amostras restantes foram amplificadas para o loco HLA-DRB1 com
objetivo de obter dados para confrontar a espectrofotometria tradicional e
verificar o nivel de eficiéncia da técnica de PCR, além de constatar a
viabilidade deste material para estudos posteriores. O resultado da
amplificacdo das amostras restantes é mostrado na fotografia 3.

Das 38 amostras 16 apresentaram-se positivos para PCR sendo todas de
pacientes com anemia aplasica. O controle positivo e negativo mostraram-se

dentro dos padroes.
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Fotografia 3 - Gel de agarose em ensaio de eletroforese com amostras
testadas para o gene HLA-DRB1.

Nota: Amplificagéo dos locos HLA-DRB1 de pacientes com AAS por PCR
a partir de DNA gendmico. Colunas correspondentes a pacientes com
anemia aplasica, CN (controle negativo) e CP (controle positivo).
*Amostras que ndo apresentaram leituras no espectrofotometro.

Fonte: O autor.

A partir dos dados obtidos das amplificagbes optamos por gerar uma nova
Tabela 3 com apenas os resultados positivos. Os outliers desta tabela sé&o
diferentes dos da tabela 2. A tabela 3 mostra que 3 valores sem leituras de

D.Os apresentaram resultados positivos para PCR.
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TABELA 3 — RESULTADOS DE LEITURA DE ESPECTROFOTOMETRO DAS
AMOSTRAS POSITIVAS.

Paciente g: %CSXE;Z(’;SS Pureza Ag}gcio Paciente gg%ﬁ;;@%ﬁg Pureza AE)r}gcc(ijo
1 57.1 1.56 1998 1+ 16* e e 2006
2 32.9 1.55 1998 | 18 23.0 1.67 2006
6 78 1.56 1998 1 19% e e 2007
7 55.3 1.53 1998 , 20 71.6 1.75 2008
8 275.8% 1.62 1998 |, 22 16.2 1.75 2001
9 53.5 1.46 1998 , 24 12.4 1.8 1999
11 372.9% 1.85 2008 , 25 19.4 1.5 1994
12 11.0 1.73 1997 | 26 53.8 1.5 1999
13 86.2 1.75 2007 , 31 26.7 1.5 2000
14 39.4 1.82 2002 | 42 45.4 1.68 1992

15 e e 1997 ' 46 80.1 1.81 1997

Nota:*Amostras que nao apresentaram leituras no espectrofotdmetro.**Valores
gue podem ser considerados outliers.
FONTE: O autor.

O teste de Shapiro-Wilk foi, também, aplicado nas amostras positivas para
verificar a normalidade da distribuicdo dos dados de concentracéo e pureza. O
resultado obtido para pureza foi de normalidade com um p-value de 0.1335. No
caso da concentracdo obtivemos um resultado de ndo normalidade, com um p-
value de 1.946e-07.

Nestas tabelas podemos verificar que ha uma variabilidade menor que a
da tabela 2, principalmente na concentracdo, onde encontram todas as
amostras, inclusive as que foram negativas para amplificacédo, de acordo com a
analise do gel de agarose. A falta de normalidade de concentracdo ainda pode
ser decorrente da variabilidade e a presenca de outliers. Entdo para um melhor
entendimento dos dados foi realizada uma analise descritiva. Os outliers
tiveram que ser descontados para o célculo da média, desvio padrdo e
coeficiente de variagcéo. A escolha dos valores que foram desconsiderados foi
realizada através da analise dos graficos abaixo (grafico 2). Neste grafico
verificamos outliers apenas nos dados de concentragao. Analisando a
dispersdo dos dados através do grafico 2, verificamos que pureza e
concentracéo estdo relativamente bem distribuidas em torno na mediana, com

uma leve assimetria.
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GRAFICO 2: Boxplots para analise de dispers&o das duas variaveis das
amostras positivas.
Fonte: O autor.

A pureza das amostras positivas obteve uma média de 1.642 e um desvio
padrdo de 0.126. Sendo assim, o intervalo de confianca da média ficou entre
1.59-1.715, com um nivel de confianca de 95 %. Tais resultados mostram uma
variabilidade pequena. Comparando estes resultados com os da tabela 2,
através de um teste t, verificam-se que ndo ha diferenca significativa entre eles
(p-value de 0.315). O coeficiente de variacdo da amostra de pureza das
amostras positivas foi de 0.0767; o que corrobora com a constatacao acima.

A média da concentracdo das amostras positivas foi de 44.82ng/ul e o
desvio padréao de 24.78ng/ul. Com isso, o intervalo de confianca da média ficou
entre 33.8-55.80ng/ul, com um nivel de confianca de 95 %. Tais resultados
mostram uma variabilidade pequena. Comparando estes resultados com os da
tabela 2, através de um teste t, verificam-se uma diferenca significativa entre
eles (p-value de 0.0007). As amostras positivas apresentaram uma média e um
desvio padrédo bem menor que o da totalidade das amostras. O coeficiente de
variacdo da amostra de concentracdo das amostras positivas foi de 0.5587; um
valor de variacdo alto; mas bem menor que o obtido para as amostras totais.

Tais dados sdo mostrados resumidamente na tabela 4.
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TABELA 4 — COMPARACAO DA ESTATISTICA DESCRITIVA DE TODAS AS
AMOSTRAS E DAS AMOSTRAS POSTIVAS.

Estatistica descritiva de todas as amostras

Medidas estatisticas Pureza Concentracao (ng/ul)
Média 1.675 131.18

Desvio padréo 0.174 148.45
Intervalo de confianca 1.621-1.73 83.55-178.55

Estatistica descritiva das amostras positivas

Medidas estatisticas Pureza Concentracao (ng/ul)
Média 1.642 44.82

Desvio padrao 0.126 24.78
Intervalo de confianca 1.59-1.715 33.8-55.80

Nivel de significancia de 95%. p-value = 0.315 p-value = 0.0007

FONTE: O autor.

Observando os dados da tabela 2 e 3 é inerente pensamos que a idade
pode ter influenciado os resultados de concentracdo e pureza. Através de
graficos de dispersdo podemos ter uma nocao real da influéncia da idade dos
blocos em relacdo a concentracdo e pureza. No grafico 3 temos dois graficos
comparativos das concentracbes de todas as amostras e das amostras
positivas; em relacdo a idade dos blocos. O que verificamos € uma distribuicédo
homogénia de concentracédo; ndo sendo possivel verificar nenhuma tendéncia
de perda de quantidade de material com o passar do tempo. Apenas no ano de
2003 verificamos um dado peculiar; nenhuma das amostras deste ano
amplificou. Neste mesmo ano temos dois outliers, sendo que um deles é o de

mais discrepancia.
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GRAFICO 3 - Disperséo dos dados de concentracdo comprada a idade
dos blocos.
Nota: A= Gréfico de dispersao de todas as amostras.
B= Gréfico de dispersdo das amostras positivas.
Linha vermelha= limite do valor critico.
FONTE: O autor.

No grafico 4 temos dois graficos comparando a pureza de todas as
amostras e das amostras positivas; em relacdo a idade dos blocos. O que
verificamos € uma distribuicio homogénia de pureza; ndo sendo possivel
verificar nem uma tendéncia de ganho de qualidade de pureza com o passar do

tempo.
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GRAFICO 4 - Dispersdo dos dados de pureza comprada a idade dos

blocos.

Nota: A= Gréfico de dispersao de todas as amostras.
B= Gréafico de dispersdo das amostras positivas.

FONTE: O autor

A relacdo entre pureza e concentragcdo pode ser medida atraves de um

teste de correlagdo. O objetivo do teste de coeficiente de correlacdo de

Pearson foi verificar se existe alguma associacao entre a razao de pureza e a

concentracdo. A hipdtese testada foi de que o coeficiente de correlacdo

41



populacional é igual a 0. O coeficiente de correlagédo (rp) foi de 0.628. Isso
mostra que a correlagdo linear é positiva, mas ndo muito forte, devido ao fato
do valor r estar muito proximo a 0.5, sendo assim, as duas variaveis tem uma
correlacdo que ndo tendem ao equilibrio. O resultado do teste de hipotese foi a
de rejeicdo do mesmo ao nivel de significancia de 95%, com p de 1.438e-05.
Sendo assim, o valor r é considerado diferente ao valor de coeficiente
populacional de correlacao.

O mesmo teste foi realizado apenas para as amostras positivas com
mesmo objetivo e hipotese nula. O coeficiente de correlagéo (r,) foi de 0.00135.
Isso mostra que a correlacéo linear é fraca, devido ao fato do valor r estar
muito proximo a 0, sendo assim, as duas variaveis tem uma correlacdo que
tendem ao equilibrio. O resultado do teste de hipétese foi a de nao rejeicdo do
mesmo ao nivel de significancia de 95%, com p de 0.99. Sendo assim, o valor r
€ considerado igual ao valor de coeficiente populacional de correlacéo (tabela
5).

TABELA 5 — RESULTADOS DO TESTE DE CORRELACAO DE PEARSON DE
TODAS AS AMOSTRAS E DAS AMOSTRAS POSTIVAS.

Coeficiente de Correlacdo de Pearson

Coeficiente de

~ Resultado Concluséo
correlacéo (r)

Hipotese nula p-value

ro =0 p de 0.0025 0.628 Rejeicdo a hipbtese fo # Ip

Nivel de significAncia de 95%.

Coeficiente de Correlacdo de Pearson das amostras positivas

Coeficiente de

~ Resultado Concluséo
correlacao (r)

Hipodtese nula p-value

N&o rejeicdo a

ro =0 p de 0.99 0.00135 hipbtese

fo=TIp

Nivel de significAncia de 95%.

Nota: r, = Coeficiente de Correlagdo populacional.
FONTE: O autor

No grafico 5, através de dois graficos, € mostrada a correlacdo de
concentracdo e pureza. Onde podemos constatar que realmente ha uma
correlacdo, quando consideramos todas as amostras. No grafico A temos uma

reta com uma tendéncia crescente e positiva; mas quando pensamos apenas
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em amostras positivas temos uma falta de correlagdo. No grafico B
constatamos uma reta quase sem tendéncia, dividindo o grafico em duas

regides iguais.
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GRAFICO 5: Gréfico de correlagdo dos dados de pureza e concentragao.
Nota: A= Gréfico de correlacéo de todas as amostras.

B= Gréfico de correlacdo das amostras positivas.
FONTE: O autor

4.1 EFICIENCIAS DA ESPECTROFOTOMETRIA TRADICIONAL

Observando os resultados das tabelas e ilustragbes acima, vemos que as
medidas obtidas e os resultados de amplificacdo s&o conflitantes. Para
obtermos resultados mais conclusivos sobre a confiabilidade das medidas de
espectrofotometria foram feitas novas estatisticas. A qualidade da técnica de

espectrofotometria pode ser mensurada através de uma analise de correlacao,
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onde se esperava que a positividade estivesse intimamente relacionada a
valores de qualidade melhores.

O objetivo do teste de coeficiente de correlacdo foi verificar se existe
alguma associacdo entre a razdo de pureza e os resultados da PCR. A
hipotese testada foi de que o coeficiente de correlagcdo populacional € igual a 0.
O coeficiente de correlagéao (rpp) foi de -0.19. Isso mostra que a correlacéo
linear é fraca, devido ao fato do valor r estar muito préximo a 0, sendo assim,
as duas variaveis tem uma correlacédo que tendem ao equilibrio. O resultado do
teste de hipotese foi a de nado rejeicdo do mesmo ao nivel de significancia de
95%, com p de 0.225. Sendo assim, o valor r € considerado igual ao valor de

coeficiente populacional de correlacéo (tabela 6).

TABELA 6 — RESULTADO DO TESTE DE CORRELACAO DE POINT-
BISERIAL.

Coeficiente de Correlacao de Point-biserial

Hipotese nula p-value Coef|C|e~nte de Resultado Concluséo
correlagao (rpp)

N&o rejeicao a

ro =0 p de 0.225 -0.19 hiptese

ro = rpb

Nivel de significAncia de 95%.

Nota: r, = Coeficiente de Correlacédo populacional.
FONTE: O autor.

O resultado esperado era de que a correlagdo fosse positiva, isso quer
dizer que quanto maior a pureza maior seria a possibilidade de positividade. Tal
fato nao foi visto em nossos dados. A correlacdo que obtivemos foi quase nula,
mostrando que ndo ocorreu uma correlacdo entre positividade e altos niveis de
pureza. A amplificacdo destas amostras foi 0 mesmo em relacdo a pureza.

Podemos crer que as medidas de pureza que obtivemos estdo muito
préximas das ideais, relatadas pela literatura; tal fato sendo verdade, podemos
considerar que as medidas obtidas estdo dentro das mensuracdes ideais. Para
termos certeza que nossos dados estdo fora destas medidas foi feita um teste
T-Student Simples.

O objetivo do teste T - Student foi verificar se as razbes de pureza
encontradas nas amostras sdo diferentes das relatadas como ideais na

literatura. A hipotese nula testada é que a média da razdo de pureza da
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amostra e da referéncia sdo iguais. As médias de referéncia de comparacao
foram 1.80. O resultado obtido foi de rejeicdo da hipétese nula para valor de p
de 2.0-e°. Tais valores refletem que a média amostral foi diferente da média
estipulada pela literatura como padréao de pureza ideal.

O mesmo teste foi aplicado apenas para amostras positivas para a PCR,
ou seja, aguelas que tenham apresentado bandas para o gene do loco HLA-
DRB1. O resultado obtido foi de rejeicdo da hipdtese nula para valores
respectivos de p de 12.56-e° (tabela 7). Tais valores refletem que a média
amostral foi diferente da média estipulada pela literatura como padrdo de

pureza ideal.

TABELA 7 — RESULTADOS DO TESTE T - STUDENT DE TODAS AS
AMOSTRAS E DAS AMOSTRAS POSTIVAS.

Teste T - Student

Hipotese nula p-value Resultado Concluséo
Rejeicdo da hipotese u#1.80
nula

n=1.80 p de 2.0-e°

Nivel de significAncia de 95%.

Teste T - Student das amostras positivas

Hipotese nula p-value Resultado Concluséo
Rejeicao da hipotese u #1.80

nula

n=1.80 p de 12.56-e°

Nivel de significancia de 95%.

Nota: p =Média relatada como ideal pela literatura.
FONTE: O autor

Apls termos certeza que nossas amostras diferem dos valores
considerados ideais pela literatura, pudemos pensar que nossas medidas de
espectrofotometria ndo eram muito confiaveis. Tal fato nos reporta a duas
situacdes: 1) Nossas amostras podem estar fora dos padrdes ideais e mesmo
assim ter amplificado. 2) O espectrofotdbmetro acabou mensurando as medidas

de pureza e concentracao erradamente.
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4.2 EFICIENCIA DA TECNICA DE PCR

A técnica da PCR esta intimamente relacionada a qualidade do
material, mas também a técnica de eletroforese, utilizada para verificar esta
positividade. Os dados foram bons, mas poderiam ser melhor caso fosse
utilizada uma técnica de eletroforese mais sensivel.

A qualidade da nossa técnica de PCR pode ser mensurada atraves da
técnica de binomial. O teste da binomial é aplicado em amostras provenientes
de populacdes que se constituem de apenas duas categorias (variaveis
dicotdbmicas). O objetivo do teste da binomial foi comparar se existe alguma
diferenca entre os resultados positivos e negativos da PCR, para assim
mensurar sua eficiéncia. A hipotese nula que foi testada € a de que as
frequéncias de resultados positivos e negativos sao iguais. O resultado obtido
foi de nédo rejeicdo da hipotese nula, ao nivel de significancia de 95%, com p de
0.56 (tabela 8). Sendo assim, ambos os valores tem a mesma frequéncia, e o

teste tem uma eficiéncia de aproximadamente 50%.

TABELA 8 - RESULTADO DO TESTE BINOMIAL.

Teste Binomial
Hipotese nula p-value Resultado Concluséo

N&o rejeicao da

P=N p de 0.56 hipotese nula

P=N

Nivel de significancia de 95%.
Nota: P=Positivo, N=Negativo.
FONTE: O autor

Dos 48 blocos de parafina utilizados neste estudo 22 foram positivos para
PCR, isso resulta em uma eficiéncia de 45,85. Mas o teste de binomial mostra
que a técnica de PCR, possui uma eficiéncia de aproximadamente 50% de
amplificar amostras que se encontram dentro das caracteristicas descritas

neste estudo.
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5 DISCUSSAO

As amostras de tecidos humanos retiradas em procedimentos cirdrgicos
tém como fixador universal e ideal para a técnica histologica, a solucdo de
formalina a 10% e uso da parafina como meio de inclus&o. A partir do interesse
crescente nas técnicas de biologia molecular direcionadas para o DNA, os
blocos de parafina arquivados nos setores de patologia, decorrentes da rotina
de exames anatomo-patologicos, ganharam mais uma grande importancia:
além do estudo histomorfolégico, histoquimico e imunoistoquimico classicos, a
possibilidade de realizar estudos genémicos.

A grande maioria das doencas esta relacionada a algum tipo de alteracao
genética, que por sua vez, sofre influencia, em maior ou em menor grau,
oriunda do ambiente. O interesse em entender estes fatores genéticos fez com
que muitos pesquisadores investissem na busca de materiais e técnicas que
viabilizassem a obtencdo de macromoléculas. Amostras a fresco e congeladas
sdo consideras pela maioria dos autores, as ideais para este tipo de analise,
porém, nem sempre é possivel obter amostras a fresco ou congeladas, devido
as limitacGes da pratica clinica.

Os blocos de parafina vieram a ser uma das solu¢des encontradas para
este tipo de andlise; com o adendo de serem de facil acesso e geralmente
apresentarem grande quantidade de tecido amostrado. Existem muitos estudos
publicados que utilizam blocos de parafina para estudos de macromoléculas.
Tais estudos tém enfoques retrospectivos, com relacao a fatores oncolégicos,
epidemioldgicos ou de aperfeicoamento da técnica de obtencdo de
macromoléculas de blocos de parafina.

A espectrofotometria € uma ferramenta muito utilizada para detec¢cédo de
caracteristicas relacionadas a quantidade e qualidade do DNA. Muitos autores
relatam em seus trabalhos que, com relacdo a qualidade do DNA, existem
medidas ideais para obteng&o de sucesso na PCR. Santella e colaboradores
(2006) afirma que a quantidade ideal de um DNA de boa qualidade seria
aproximadamente 1.80(Aze0/A2s0). Santos e colaboradores (2008, B) entendem
como aceitavel um valor entre 1.8 e 2.0, e afirma que o ideal seria em torno de

1.8. Os resultados do presente estudo mostram um intervalo de confianga da
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média de 1.621 a 1.73 de todas as amostras e das amostras positivas para
PCR de 1.59 a 1.715.

A técnica de PCR tem se estabelecido como uma metodologia de rotina
em patologia diagnostica, devido a sua especificidade e sensibilidade. Tal
técnica € uma ferramenta que foi adaptada para deteccdo de agentes
infecciosos, mutacdes, translocagbes, e amplificagbes génicas. A PCR
apresenta uma alta capacidade de amplificacdo a partir de uma quantidade
reduzida de DNA, mesmo que este apresente um determinado grau de
degradacéo (RIVERO et al., 2006; EVANS et al., 2009). Se por um lado a PCR
apresenta pontos positivos, que a tornam técnica interessante de ser utilizada
em DNA extraido de blocos de parafina, por outro, ha varios fatores que podem
levar ao seu insucesso. A auséncia de uma quantidade minima do DNA alvo
detectavel, a presenca de materiais contaminantes, a degradacdo do DNA alvo
e sua fragmentacdo, devido a acdo dos fixadores/descalcificadores, s&o,
segundo alguns autores, os pontos chaves de insucessos da amplificacéo.
(CAO et al., 2003; MIRSHAHABI et al., 2007).

Os dados obtidos neste trabalho mostram resultados conflitantes entre as
leituras do espectrofotbmetro e os resultados de amplificag&do. Logo na primeira
analise dos dados, onde foi obtido valores que ndo apresentaram leitura e 0s
casos com concentracdes de DNA foram muito elevadas, desconfiamos da
confiabilidade das técnicas de espectrofotometria. A ndo ocorréncia da leitura
em 4 amostras pode ser oriunda da presenca de materiais contaminantes,
onde mesmo com essas condi¢cdes, 3 amostras apresentaram positividade para
PCR. Tal fato ressalta a falta de confiabilidade da técnica, ja que mesmo
amostras sem leituras obtiveram resultados positivos.

Uma comparacdo entre a estatistica descritiva de todas as amostras e
apenas das amostras positivas veio ressaltar a variabilidade dos valores de
leitura obtidos, principalmente da concentracdo. Nesta andlise ficou clara que
as amostras totais apresentaram uma variabilidade de concentracdo muito
maior que as que foram positivas. Tais dados sugerem que esta variabilidade
deve-se as caracteristicas do material que estamos trabalhando.

A ideia de que a idade dos blocos é fator ndo influenciavel na
concentracdo e pureza foi mostrada nos resultado obtidos por Liborio e

colaboradores em seu trabalho. Os dados obtidos neste trabalho corroboram
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com a ideia de que a idade dos blocos néo influencia os resultados de leitura
de concentragcdo e pureza. Outra questao que podemos ressaltar deste dado é
gque ndo podemos relacionar pureza e concentracdo neste tipo de material.
Existem muitos fatores que podem ter influenciado a leitura de pureza e
concentragéo; tais fatores decorrentes da natureza do material do estudo.

As medidas estatisticas de resumo deste estudo retornam dados de
pureza em um intervalo de 1.59 a 1.715. Tais resultados sdo valores menores
que os referidos pelos autores como ponto de comparacao ideal. Para termos
certeza que nossa média amostral estava diferente da média considerada
como ideal, foi feito o teste de T- Student Simple. O resultado obtido
comprovou a diferenca entre os valores das médias de nossos dados e o da
literatura. Assim era de se esperar que a maioria das amostras néao
apresentasse amplificacao.

Os dados obtidos em espectrofotometria tradicional ndo séo confiaveis, ja
gue as amostras, mesmo em quantidades entendidas como sendo abaixo do
padrdo ideal, aproximadamente 50% delas, apresentaram positividade para
PCR. Muitas das amostras amplificadas (22) estavam bem abaixo dos padrdes
ideais com relacdo aos dados da espectrofotometria, e ainda assim,
apresentaram resultados satisfatérios com relacdo a PCR. Tal observacéo ja
havia sido relatada no trabalho de Simonato e colaboradores (2007), onde com
outro método de extracédo foi obtido resultados positivos para amostras fora dos
padrées ideais de leitura. Simonato e colaboradores (2007) obtiveram uma
absorbancia em um intervalo de 0.8 a 1.41, destas, 29 de 35 foram positivas.

O teste de correlacdo foi fundamental para mostrar a instabilidade da
técnica de espectrofotometria tradicional. Em uma comparacédo direta entre os
resultados obtidos de PCR e as leituras, ndo obtivemos correlagdo entre
qualidade da amostra de DNA e positividade da PCR. Assim ndo podemos
confiar fielmente nas leituras de D.Os do espectrofotdbmetro, pois esta técnicas
apresenta fatores variaveis que podem influenciar o resultado final e aumentar
o erro de interpretacdo dos dados.

Como ressaltado acima, um dos agravantes, neste caso, € o0 de se
trabalhar com blocos de parafina. Aparentemente a falta de confiabilidade nos
dados de leitura pode se dever a alteracdes no DNA néo identificadas no

momento da PCR. A presenca de materiais contaminantes, a fragmentacédo do
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acido nucleico pelo fixador e o efeito do agente descalcificante pode influenciar
diretamente os resultados de espectrofotdmetro e PCR.

As reacodes constituintes do processo da fixacdo podem dificultar os bons
resultados da extracdo e amplificacdo do DNA. (CAO et al, 2003;
MIRSHAHABI et al., 2007). A fixacdo por aldeido férmico possibilita a
degradacdo do DNA devido a troca de bases nitrogenadas na molécula de
DNA, que pode inserir erros em sua sequéncia (SJOHOLM et al., 2005). Gilbert
e colaboradores (2007) ressalta que ndo € possivel quantificar as possiveis
sequéncias de erros introduzidas durante o processo de fixacdo. Em outras
palavras, apesar de danos menores ao DNA poderem ser reparados,
degradacbes mais graves, como a fragmentacdo, poderiam impedir a
amplificacdo (GILBERT et al., 2007).

O liquido de Bouin, solucdo que contém &acido picrico e formaldeido,
possui pH extremamente baixo. Neste ponto ndo podemos deixar de considerar
gue o DNA pode se fragmentar em situacdes de pH excessivamente acido.
Shin e colaboradores (2002), mostra em seu trabalho que alteracdes do pH no
momento da extracdo influencia no resultado da amplificacdo, concluindo que
valores de pH mais altos beneficiam a qualidade do DNA obtido. A
incompatibilidade entre as caracteristicas da solucdo fixadora e as
macromoléculas reforca a ideia de que a amplificacdo pode ser influenciada
negativamente pelo fixador utilizado.

Atualmente reconhecemos 0s seguintes pontos ou etapas constituintes
do método do processamento em parafina que poderiam influir deleteriamente
na recuperacdo do DNA, nos resultados de espectrofotometria e no sucesso da
PCR. Esses pontos seriam: tempo de pré-fixacao, fixacdo e descalcificacéo.

Deixando de lado os efeitos da fixacdo e do processamento, temos
ainda que considerar que diferentes tecidos reagem de forma particular as
reacoes da fixacdo e processamento e que isso pode resultar em alteragbes
diferenciadas na qualidade do material e grau de sucesso da amplificacéo.
Rivero e colaboradores (2006) ressaltam que mesmo tecidos de natureza
semelhante, mas com doencas diferentes, reagem de forma diferente a reacéo
de fixacdo. Os diferentes tipos de tecidos, os fatores que os levam a necrose e
a presenca de nucleases, poderiam ser importantes fatores que influenciam a

recuperacdo do DNA de forma intacta. Gari e colaboradores (2006) descrevem
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que a presenca de excesso de sais e proteinas em certos tecidos, agem como
inibidores da extragdo, podendo refletir diretamente na quantidade de DNA
obtido, pois ocorre uma interferéncia negativa na destruicdo da célula e
posterior liberacdo do DNA.

De acordo com Gilbert e colaboradores (2007); Santos e colaboradores
(2008, B) diversas medidas de qualidade de acidos nucleicos existem, e essa
diversidade nem sempre permite comparabilidade entre as amostras,
explicando ainda porgue motivo ndo é incomum encontrar dados conflitantes
nos estudos publicados; os mesmos autores citam ainda que a qualidade do
acido nucleico contido nos espécimes cirurgicos fixados sao altamente
dependentes de um grande namero de variaveis, muitas destas podem levar a
degradacdo dos acidos nucleicos. Os autores citam que a qualidade e a
quantidade do &cido nucleico extraido sao altamente dependentes de um
grande numero de parametros. Esses parametros estdo intimamente
relacionados a todos os procedimentos que envolveram a manipulacéo antes e
apos a extracdo do DNA propriamente dito.

Tais questdes devem ser consideradas no momento de se interpretar 0s
dados de espectrofotometria, que como ja resaltamos apresentam uma
confiabilidade intimamente ligada a inUmeras variaveis. Sendo assim, a
comparacdo entre métodos de extracdo, através de medidas de
espectrofotometria, deve ser feita de forma criteriosa. Assim como a admissao
destes como parametros de tomada de decisao.

Os resultados de quantidade de DNA das amostras positivas ao PCR no
presente estudo, mostram a eficiéncia desta técnica de biologia molecular pois
mesmo com quantidades inferiores aos teores considerados ideais na
literatura, ainda assim, as amostras foram positivas. A quantidade infima do
DNA mensurado nesse caso pode também ser explicada pelas caracteristicas
do tecido, pois na anemia aplésica severa, ha reducéo ou desaparecimento das
células nucleadas na medula 6ssea; O fato de concentra¢cdes maiores de DNA
serem negativas em muitos casos pode ser explicado pela provavel
fragmentacdo deste DNA, ou presenca de alteracdes significantes em sua
conformacao. Outro fator relevante que ja foi mencionado nos resultados € a
guestdo da sensibilidade do gel e agarose, Tal fato leva a imaginar que

algumas amostras ndo apresentam bandas aparentes. A utilizacdo de gel de
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poliacrilamida aumentaria a sensibilidade do teste, o que poderia tornar
possiveis bandas ndo aparentes tornarem-se aparentes. Restam ainda o0s
contaminantes que influenciam as leituras do espectrofotémetro.

Quanto a eficiéncia da técnica de PCR dos presentes experimentos, em
principio pareceram favoraveis. O teste binomial realizado mostrou que néo
havia diferenca entre a positividade e a negatividade da técnica, pois a
eficiéncia obtida foi de aproximadamente 50% da amplificacdo do gene HLA-
DRB1. Gari e colaboradores (2006) obtiveram uma eficiéncia de 74%
investigando medulas 6sseas de leucemia linfoblastica e leucemia miel6ide
aguda. A razao para esse insucesso de amplificacdo, na visao dos autores, foi
atribuida a presenca de substancias inibidoras da PCR durante o
processamento. As razdes que podem ter levado ao insucesso nas
amplificacbes por PCR no presente trabalho, podem ser inimeras, algumas
relatas por Cao e colaboradores (2003), sendo de extrema relevancia no
contexto do presente estudo.

Acreditamos que um fator adicional a ser considerado é a baixa
quantidade de células nucleadas, jA que essas seriam fontes de DNA. Como
relatado o tecido de medula Ossea de pacientes com anemia aplasica
apresenta uma hipocelulariade causada pela doenca. Tal fato pode ocasionar
uma quantidade de DNA néo detectavel pela técnica de PCR.

Além disso, o0 processo de descalcificacdo, necessario para
processamento histoldgico dos tecidos provenientes de medula éssea, € outro
fator importante nesse contexto. Sjoholm e colaboradores (2005) corroboram
com os dados supracitados quando relata que a baixa taxa de sucesso global
do seu experimento pode ser devido a diferencas no tratamento dos tecidos ou
por alteracdes do DNA, presumivelmente devido a formaldeido. Santos e
colaboradores (2008, A) relatam que a solucdo de Bouin, que contém &cido
picrico e formaldeido, provoca despurinagdo do DNA, fazendo com que esses
ndo possam ser amplificados com sucesso devido as modificagbes causadas
pela solucéo.

No entanto os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a
técnica de PCR apresentou uma eficiéncia surpreendente. Levando em
consideracdo os padrbes adversos deste trabalho, pode-se dizer que os

resultados do teste de binomial sdo oOtimos. Chegamos a esta afirmacéo
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considerado as caracteristicas do material que estamos trabalhando, este com
varios fatores negativos, os resultados da concentracdo das amostras positivas
e 0 método de visualizacdo de amplificacdo que utilizado. Como ja relatamos o
meétodo de eletroforese em gel de agarose apresenta uma sensibilidade baixa;
assim sendo utilizando outro método, o de poliacrilamida, poderiamos ter
obtido mais amostras com padrdes positivos.

A PCR necessita receber uma atencdo em todos 0S seus passos,
inclusive na visualizacao dos resultados. A eletroforese € de suma importancia
para o resultado final; assim, sempre devemos buscar um método de
sensibilidade adequada, para evitar falsos negativos.

A mensuracao da qualidade e da quantidade do DNA teve ser feita de
uma forma cautelosa, pois ficou claro que os métodos escolhidos para
obtencdo destas medidas influenciam nos resultados finais. A escolha de
outros métodos de mensuragdo e a comparacdo, com as técnicas utilizadas no
presente trabalho, seria importante para uma melhor visualizacdo da real
situacdo da qualidade e quantidade de DNA. Alguns métodos que podem vir a
confrontar as presentes técnicas utilizadas séo: 1. Um espectrofotdmetro mais
moderno, como o Nanodrop; 2. Uma possivel visualizacdo do material em
poliacrilamida; 3. Hibridizacdo do material com alguma sonda especifica; 4. A
realizacdo de PCR em tempo real. Por fim, demonstramos indiretamente que
amostras de material parafinizado provenientes de medula 6ssea fixada em
formol e que passaram por processo de descalcificacdo em liquido de Bouin
sdo possiveis de obter um material adequado para a reacdo em cadeia da

polimerase.
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6 CONCLUSOES
6.1 Conclusdes gerais

Os indicadores qualitativos e quantitativos do DNA extraido devem ser
ponderados de acordo com a técnica de mensuracdo utilizada e de
acordo com as caracteristicas do tecido de interesse.

A técnica de espectrofotometria tradicional pode ser influenciada por
diversos fatores decorrentes da amostra ou de caracteristicas
equipamento, tais como modelo e tempo de uso; assim a técnica se
torna sem confiabilidade para o tipo de tecido estudado. Tal método
pode apresentar variacbes que levam as falsas interpretacdes dos
resultados reais.

O estudo morfo-patoldgico das alteragdes do tecido intrinsecas a doenca
basica permite antever as dificuldades a serem encontradas, servindo
como orientacdo para as adaptacdes metodoldgicas pertinentes na
técnica de extragcdo, mensuracdo e amplificacdo do DNA, evitando

resultados falso-negativos.

6.2 Conclusdes especificas

A Reacdo em Cadeia da Polimerase demonstrou-se uma técnica de
extrema eficiéncia, ao amplificar um DNA aparentemente degradado e
em baixa quantidade.

As amostras utilizadas, de baixo teor celular e, portanto pobres em DNA
devido ao fato de serem submetidas a fixacdo e de serem processadas
sob condices fisico-quimicas julgadas como adversas para a técnica de

PCR, ainda assim sédo viaveis para amplificacao.
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Anexo I: Protocolo de Utilizagc&o de espectrofotometro

1 - PREPARACAO DA AMOSTRA

1. Deixar a amostra de DNA esfriar antes de fazer a diluicdo

2. Diluir a amostra de DNA 1:50 em &gua ultrapura (5 pl de DNA + 245 pl
de agua ultra-pura). Identificar os tubos de microcentrifuga.

Homogeneizar em vortex.

2 - PROCEDIMENTO PARA USO DO ESPECTROFOTOMETRO

1. Ligar o estabilizador e o aparelho.

2. Aguardar 15 minutos para correta estabilizacao.

3. Selecionar o que vai ser medido:

e dsDNA - leitura de amostras de DNA de dupla fita.

e RNA - leitura de amostras de RNA.

e oligo - leitura de amostras de oligonucleotideos primers ou
sondas.

Para leitura de amostras de DNA e RNA:

4. Colocar 500ul de agua ultrapura na cubeta e colocd-la no local
apropriado, com a ponta do tridangulo inscrito na cubeta voltada para
tras.

5. Acrescentar a fator de diluigao:

-pressionar a tecla dilution;
-se diluicdo 1:50 - digitar 5 enter 245 enter;

6. Pressionar a tecla blank.

7. Apobs o aparelho estar zerado (visor: 0,00), retirar a cubeta.

8. Desprezar a agua da cubeta e colocar 500ul da amostra diluida apos
homogeneizacao.

9. Colocar a cubeta no local apropriado com a ponta do triangulo voltada
para tras.

10. Pressionar a tecla sample.

11.Copiar a leitura apresentada no visor (concentragéo, D.0.260 e 260/280)
na ficha do paciente.

12. Retirar a cubeta e lava-la varias vezes com agua ultrapura (minimo 4
vezes), secar em papel absorvente ultramacio. Pressionar a tecla enter.
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Obs: ndo usar papel aspero pois risca a cubeta e esta fica inutilizada.

13. Colocar a proxima amostra na cubeta e repetir o procedimento.

14. Ao terminar as leituras colocar a tampa de borracha preta sobre o local
de insercdo da cubeta no aparelho.

Desligar o aparelho e o estabilizador.
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Anexo |I: Tabela de dilui¢8es feitas das amostras extraidas para utilizac&o
na PCR.

Paciente Pureza Concentragao Diluicéo

ng/ul H,0 / DNA
1 1.56 57.1 Puro 2 ul
2 1.55 32.9 Puro 2l
3 1.48 40.9 Puro 2l
4 1.45 68.8 Puro 2l
5 1.43 43.8 Puro 2ul
6 1.56 78 Puro 1l
7 1.53 55.3 Puro 2 ul
8 1.62 275.8 9,4 0,7ul
9 1.46 53.5 Puro 2 ul
10 1.53 166.3 Puro 0,7ul
11 1.85 372.9 9,5 1yl
12 1.73 11.0 Puro 2ul
13 1.75 86.2 Puro 1l
14 1.82 394 Puro 2 ul
5 e e Puro 3l
i Puro 3l
A Puro 3l
18 1.67 23.0 Puro 2ul
9 e e Puro 3ul
20 1.75 71.6 Puro 1l
21 1.88 108.8 Puro 1l
22 1.75 16.2 Puro 2ul
23 1.70 21.1 Puro 2ul
24 1.80 12.4 Puro 2ul
25 1.50 19.4 Puro 2l
26 1.50 53.8 Puro 2l
27 1.52 55.9 Puro 2l
28 1.70 234.5 9,1 0,9
29 1.60 106.3 Puro 1yl
30 1.57 48.9 Puro 2l
31 1.50 26.7 Puro 2 ul
32 1.80 342.0 9,4 0,6ul
33 1.60 203.1 9,0 1,0l
34 1.80 2.400.5 19,8 0,2ul
35 1.87 91.7 Puro 1l
36 1.73 271.4 9,3 0,7ul
37 1.78 77.0 Puro 1wl
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

1.56
2.06
212
1.54
1.68
1.97
1.54
2.00
181
1.64
1.43
1.70
2.08

755.0
566.0
264.3
770.1
45.4
488.8
766.5
535.7
80.1
34.3
61.6
31.9
589.2

9,7
9,6
9,2
9,7
Puro
9,6
9,7
9,6
Puro
Puro
Puro
Puro

9,7

0,3ul
0,4ul
0,8ul
0,3ul
2ul
0,4ul
0,3ul
0,4ul
1l
2 ul
2ul
2 ul
0,3ul

Fonte: O autor.
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