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T resumo

Material parafinado Objetivo: Padronizar um método alternativo para extracdo de DNA a partir de tecido fixado em formol e
conservado em arquivos de blocos de parafina, visando a realizacdo de estudos retrospectivos. Métodos:
Comparou-se a eficiéncia de protocolos de extracdo de DNA a partir de tecido parafinado, para anélise
por reacdo em cadeia de polimerase (PCR), tomando-se como parametro um protocolo baseado em um
kit comercial. Foram feitas extracdes do DNA de 60 espécimes por trés métodos: o protocolo A, baseado
no kit GlassMAX; o B, utilizando-se o kit GFX™; e o C, tendo como base o método de Banerjee et al.®.
A integridade e a suficiéncia do DNA presente na amostra foram avaliadas pela amplificacdo por PCR
de um segmento de 110pb do gene da B-globina humana, com visualizacdo por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida, corado pela prata. Resultados: Das 60 amostras analisadas, 45 apresentaram
resultado positivo na PCR quando o DNA foi extraido por qualquer um dos trés protocolos. Em seis
amostras, a amplificacao foi positiva apenas para o DNA extraido pelos protocolos A e C. Em trés amos-
tras, o resultado foi positivo apenas para o DNA extraido pelo protocolo A, e em duas, apenas para o
DNA extraido pelo protocolo C. Conclusdes: O protocolo C apresentou desempenho semelhante ao do
protocolo A, com as vantagens de apresentar menor custo, dispensar o uso de kit comercial, além de
ndo utilizar solventes organicos, revelando-se uma alternativa viavel para a obtencao de DNA a partir
de tecido fixado em formol e incluido em parafina.

Extracdo de DNA

PCR

abstract I ™

Objective: To set up a method for DNA extraction from paraffin embedded cervical cancer specimens, previously | Paraffin-embedded tissue
formalin-fixed, aiming to accomplish retrospective analysis. Methods: Sixty specimens were submitted to DNA
extraction by three different methods. All of them involved digestion of the tissues by proteinase K, followed by
DNA purification, based in three different approaches: protocol A used a DNA isolation kit, GlassMax (Gibco/
BRL); protocol B was performed with the kit GFX™ Amersham Pharmacia Biotech, and protocol C was based on
the method proposed by Banerjee et al.?, with modifications. To evaluate the integrity and sufficiency of the
DNA, the samples were submitted to a in vitro amplification of a segment of the human B-globin gene, and the
PCR products were analyzed by electrophoresis on 7% polyacrylamide gels, followed by silver staining. Results:
Among 60 analyzed samples, 45 showed positive results when submitted to the three protocols. In six samples,
PCR fragments were obtained with DNAs extracted through protocols A e C; in three samples, DNA extraction
was achieved with protocol A only; and in two samples the DNA was successfully extracted only through protocol
C. Conclusions: Protocols A and C generated similar results. Although protocol C is more labor-intensive and
time consuming, it does not require a commercial kit and therefore has a lower cost. Furthermore, it does not
require the use of organic solvents and may be considered a good alternative for DNA extraction from paraffin
embedded tissues.
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Introducao

O desenvolvimento da biologia molecular e da genética
nas Gltimas décadas permitiu o estabelecimento de um
amplo corpo de técnicas aplicadas na investigacéo biolégica
que tiveram profunda influéncia nas pesquisas médicas®.
Entre esses grandes avancos tecnoldgicos destaca-se a pos-
sibilidade de amplificacdo de DNA utilizando-se a reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Descrita inicialmente por
Saiki et al., em 198509, essa técnica ganhou rapidamente
extensivo uso por ser o método mais sensivel para a de-
teccdo de agentes infecciosos, bem como de desordens
genéticas'”. Com o advento dessa técnica surgiram novos
tipos de abordagens nos campos da biologia e da medici-
na, inclusive a andlise retrospectiva de espécimes antigos
conservados em arquivos de blocos de parafinat 1% 18 2D,
Assim, geneticistas tém utilizado espécimes clinicos de ar-
quivos para investigar doencas hereditérias; pesquisadores
de cancer tém usado esses recursos para estudar as relacdes
entre as mutacdes e a doenca, bem como para identificar
metastases de tumores primarios® 7 19. Além disso, essa
técnica permite aos patologistas estabelecer uma melhor
relacdo entre as alteracdes histopatoldgicas observadas no
tecido, com a possivel participacdo de agentes infecciosos,
como virus® 18,

Diariamente amostras de tecidos sdo removidas do
corpo humano para analise, visando ao diagnéstico de
doencas, e fragmentos desses materiais sdo fixados em
formol, incluidos em parafina e estocados nos servicos de
patologia. Esses espécimes representam importante fonte de
material biolégico para a pesquisa. Estudos retrospectivos
empregando técnicas de biologia molecular tornaram-se
possiveis com o estabelecimento de técnicas de extracdo
de DNA a partir de tecido parafinado, trazendo grande
contribuicdo para a obtencdo de dados epidemioldgicos
sobre varias doengas®8 .20, Com este tipo de abordagem,
espécimes bioldgicos arquivados por mais de 40 anos
puderam ser analisados com sucesso pela técnica de
PCR(3 1819 Um fator limitante desse tipo de estudo é a
obtencdo do DNA em condi¢Ges propicias para a amplifi-
cacdo". Seqliéncias de DNA com tamanhos que variam
de cem a 1.500 pares de bases podem ser obtidas a partir
de tecido fixado em formol tamponado e incluido em pa-
rafina® %19, Contudo, tem sido demonstrado que a fixacéo
do tecido, dependendo do tempo e do fixador utilizado,
pode resultar na degradacdo do DNA, prejudicando signifi-
cativamente a sua amplificacdo por PCR, de forma que, em
geral, a deteccdo de fragmentos maiores que 200 pares de
bases ndo é obtida com sucesso?.

Em geral, os métodos de extracdo de DNA a partir de
tecido parafinado requerem mdltiplos tratamentos com xi-
leno para a remocéo da parafina, sequidos de digestdo com
proteases e extracao do DNA com fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico@". Apesar de eficiente, esse método é laborioso
e requer o uso de solventes organicos, que sdo toxicos e
podem trazer prejuizos para 0 meio ambiente, além de
exigir vérias lavagens e centrifugacdes, o que aumenta o
risco de contaminacéo das amostras. Um método alternati-
vo para extracao de DNA a partir de tecido parafinado que
promove a remocao da parafina pelo aquecimento em forno
de microondas e que dispensa o uso de solventes organicos
foi proposto por Banerjee et al.?). Posteriormente, Pinto e
Villa®™ estabeleceram um protocolo alternativo para extra-
cdo de DNA a partir de tecido parafinado, em substituicdo
ao método do fenol/cloroférmio, utilizando o kit GlassMAX
(Gibco/BRL), que era ao mesmo tempo simples e eficiente,
permitindo o sucesso da amplificacdo de DNA extraido
de espécimes arquivados por até 20 anos. Esse protocolo
vinha sendo empregado no nosso laboratério, mas, com
a saida de linha do produto, tornou-se necessaria a busca
de um outro método.

Nesse trabalho apresentamos os resultados obtidos na
extracao de DNA de 60 amostras de cancer do colo do Gtero
que haviam sido fixadas em formol ndo-tamponado e con-
servadas em blocos de parafina, empregando-se dois tipos
de protocolos alternativos e comparando-se os resultados
com aqueles obtidos com o protocolo padronizado por
Pinto e Villa®"® empregando o kit comercial GlassMAX.

Material e método

Extracio do DNA

Foram selecionados 60 blocos de parafina contendo
espécimes cervicais obtidos de pacientes com diagnéstico
de cancer do colo do Utero, cujos fragmentos de tecido
haviam sido fixados em formol ndo-tamponado, incluidos
em parafina e arquivados no Departamento de Patologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Apés a
limpeza do bloco, fazendo-se a remog¢do da parafina da
parte externa, foram cortadas trés a quatro fatias de 8um
cada, utilizando-se micrétomo limpo, com navalhas descar-
taveis. Apds o corte, as fatias foram coletadas com auxilio
de palitos estéreis e colocadas em tubos de microcentrifuga
de 1,5ml. De cada bloco contendo os espécimes foram
cortadas fatias, as quais foram colocadas em trés tubos
separados e submetidas a extracdo do DNA utilizando-se
trés tipos de protocolo.
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Protocolo A (kit GlassMax)

Esse protocolo, que permite a extracdo de DNA a
partir de tecido parafinado empregando-se o kit comercial
GlassMax (Gibco BRL, USA), foi utilizado seguindo-se os
procedimentos previamente descritos por Pinto e Villa®?.

Protocolo B (kit GFX™ Genomic Blood DNA
Purification

Adicionaram-se 200ul de solugdo de Tris 10mM, EDTA
10mM e 200ug/ml de proteinase K (TEP) aos tubos conten-
do os espécimes, incubando-se logo apds, por 48 horas, a
55°C para digestdo. Em seguida, foram incubados a 95°C
durante 10 minutos para a inativacao da proteinase residual
e de outras proteinas contaminantes e colocados numa
posicdo inclinada para que a parafina, ao se solidificar, se
depositasse nas paredes dos tubos. O material digerido foi
transferido para um tubo limpo e, a partir dai, sequiu-se o
procedimento recomendado pelo fabricante.

Protocolo C

Esse protocolo foi estabelecido com base no proposto
por Banerjee et al.? com a introdugdo de algumas modi-
ficacdes. O Tween 20 foi substituido por Triton X-100 no
tampao de digestdo (Tris-HCl 50mM, pH 8,5, EDTATmM e
Triton X-100 0,5%). Duzentos microlitros deste tampao fo-
ram adicionados aos tubos contendo os espécimes de tecido
parafinado. Os tubos foram bem fechados, vedados com
parafilme, levados ao forno de microondas e submetidos
a cinco pulsos de 10 segundos cada, na poténcia maxima,
para fundir a parafina. Em seguida foram centrifugados
por 10 minutos, a 19.000xg, ficando a parafina depositada
como um anel nas paredes dos tubos. O tecido parcialmente
digerido, presente no sobrenadante, foi transferido para ou-
tro tubo limpo. Posteriormente, foram adicionados 200l da
solucdo TEP e os tubos foram incubados em banho-maria,
durante 24 horas, a 42°C, e mais 3 horas a 56°C. Apés a
digestdo completa do tecido, os tubos foram incubados a
95°C, durante 10 minutos, para a inativacdo da proteinase
K residual e de proteinas contaminantes. A sequir, foram
adicionados 200ul de solucdo de acetato de amdnio 6M,
pH 8,5, a cada tubo, agitados durante 20 segundos por
inversdo e submetidos a centrifugacdo a 19.000xg durante
5 minutos, a temperatura ambiente, para a precipitacédo das
proteinas. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para
um tubo limpo e foram adicionados 600l de isopropanol
gelado, agitado suavemente e incubado durante a noite a
-20°C. Centrifugou-se a 19.000xg, por 10 minutos, a 4°C,
para precipitacdo do DNA. Desprezou-se o sobrenadante

e os tubos foram invertidos sobre papel-toalha para retirar
o liquido residual. Logo apds, foram adicionados 600ul
de etanol a 70% gelado, misturando-se vérias vezes por
inversdo e centrifugando-se novamente a 19.000xg por
10 minutos, a 4°C, para purificacdo do DNA. Os tubos
foram novamente invertidos sobre papel-toalha e deixados
abertos por 15 minutos para secar. O precipitado contendo
o DNA purificado foi ressuspenso em 100 a 200ul de dgua
ultrapura (Milli-Q) estéril, incubado por 30 minutos a 65°C
para dissolucdao completa e estocado a -20°C.

Avaliacdo da eficiéncia da extracao
do DNA por PCR

Todas as amostras de DNA extraidas pelo trés protocolos
foram analisadas para a presenca de DNA através de PCR
para amplificacdo de um segmento do gene da -globina
humana, utilizando-se um par de iniciadores designados
PCO3+ (5'CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC3') e
PCO4+ (5'TCACCGCAACTTCATCCACGTTCACC3'), que
flanqueiam uma seqiiéncia de 110 pares de bases(.
Em cada reacdo, o DNA extraido de células humanas da
linhagem C33 foi utilizado como controle positivo e a
dgua, como controle negativo. A reacéo foi realizada em
um termociclador MJ Research, utilizando-se os seguintes
componentes com suas respectivas concentragdes para um
volume final de 50ul: PCO,+ e PCO,+ 0,5uM; Taq DNA poli-
merase (GibcoBRL) 2,5U; 20mM de Tris HCl pH 8,4; 50mM
de KCl; MgCl, 1,5mM, 200uM de cada dNTPs (Amersham
Pharmacia Biotech) e 5 ou 7ul de DNA das amostras. As
condicOes da reacao foram as seguintes: um passo inicial
de desnaturacdo por 4 minutos a 95°C, seguido de 40
ciclos com 1 minuto a 95°C para desnaturacdo; 1 minuto
a 50°C para anelamento; 1 minuto a 72°C para extensao;
e um Gltimo passo de 10 minutos a 72°C para a extensao
final. Em seguida, 5ul dos produtos de cada reacdo de PCR
foram misturados a 5yl do tampao de amostra, aplicados
em gel de poliacrilamida a 7% e submetidos a eletroforese
a 20mAt9. Como padrdo de tamanho molecular utilizou-
se 0 100 Base-Pair Ladder (Amersham Pharmacia Biotech).
Apbs a corrida, os géis foram corados pela prata, conforme
descrito por Sanguinetti et al.(7.

Analise estatistica

A andlise de significancia estatistica foi realizada por
meio do teste de ?, utilizando-se o programa Pepi, desen-
volvido por Gahlinger e Abramson®.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
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Resultados

A amplificacéo por PCR a partir do DNA extraido usan-
do-se os protocolos em avaliacdo é mostrada na Figura 1,
para uma sequiéncia alvo do gene da B-globina humana em
que os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 8% e corados pela prata. Das
60 amostras processadas para extracdo do DNA, 54 (90%)
foram positivas quando submetidas a extracéo pelo pro-
tocolo A; 45 (75%), pelo protocolo B; e 53 (88,3%), pelo
protocolo C (Tabela). Do total de amostras analisadas, 45
(75%) se mostraram positivas para a amplificacdo da seqtién-
cia alvo quando o DNA foi extraido por qualquer um dos
trés protocolos utilizados. Em seis amostras foi obtido DNA
em condicdes de ser amplificado apenas pelos protocolos A
e C; em trés amostras, os resultados da amplificacdo foram
positivos apenas para o DNA extraido pelo protocolo A; e
em duas, a amplificacdo da seqiiéncia alvo foi observada
apenas para o DNA extraido utilizando-se o protocolo C
(Figura 2).

A aplicagdo dos métodos moleculares na analise de
espécimes bioldgicos conservados em arquivos tem sido
limitada por certas condicdes técnicas em virtude de di-
ficuldades para a obtencao do DNA em condi¢bes de ser
amplificado™. O aperfeicoamento dos métodos de extra-
¢do de DNA a partir de tecido conservado em parafina, de
forma a torna-los de execucdo mais simples e de menor
custo, facilitaria enormemente a utilizacdo desses materiais
em estudos retrospectivos. Nesse trabalho apresentamos os
resultados da comparacdo de trés protocolos de extracdo de
DNA a partir de tecido fixado em formol ndo-tamponado
e incluido em parafina na obtencéo de DNA em condicdes
de ser amplificado por PCR.

O protocolo A, estabelecido por Pinto e Villa®™, fun-
damentado na utilizacdo de um kit comercial (GlassMax),
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos de PCR para
B-globina humana. CN = controle negativo; linhas de T a 7 = amostras de
pacientes; 8 = DNA extraido de célula C33; TM = padrdo de tamanho molecular

Figura 2 - Eficiéncia dos protocolos utilizados para a extragdo de DNA a partir de
tecido fixado em formol e incluido em parafina

apesar de ter se mostrado eficiente, de execucdo simples,
de grande praticidade e, adequado para uso de rotina,
tornou-se invidvel, tendo-se em vista que o kit foi retirado
do comércio pelo fabricante, o que nos levou a buscar um
método alternativo que pudesse substitui-lo com a mesma
eficiéncia. Para isso foram testados o protocolo B, resultante
de uma adaptacdo do kit comercial GFX™, utilizado com
sucesso na extracdo de DNA a partir de células sanglineas

ir-1,1]-9ll Comparacao da eficiéncia de trés protocolos de extracao de DNA a partir de tecido parafinado
PCR para -globina humana

Protocolo Ne de amostras Positivas % Negativas %

A - Kit GlassMax (GibcoBRL) 60 54 90 6 10

B - Kit GFX™ (Amersham) 60 45 75 15 25

C - Banerjee et al. (modificado) 60 53 88,3 7 11,7

x2=6,175p=0,046.
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e células cervicais em suspensao, e o protocolo C, estabe-
lecido como base no proposto por Banerjee et al.?. No
protocolo C foram introduzidas modificacdes, tendo-se
em vista que o protocolo original ndo apresentou resultado
satisfatorio, talvez por causa do estado de conservacdo
do DNA presente nos espécimes analisados. Isso pode
ter ocorrido em consequiéncia do tratamento recebido
durante a fixacdo do tecido, tornando-se necessaria uma
purificagdo, ainda que parcial, do DNA, obtida por meio
das modificacdes introduzidas. A eficiéncia do método
pode ser considerada satisfatdria, considerando-se que os
espécimes haviam sido fixados em formol ndo-tamponado,
0 que provavelmente resultou na degradacdo do DNA,
prejudicando a sua amplificacdo por PCR.

Os resultados da amplificacdo da seqiiéncia alvo do DNA
extraido pelos trés protocolos revelam que os protocolos A
e C apresentaram desempenho semelhante na obtencdo de
DNA em condigdes de ser amplificado por PCR (p=0,769).
A eficiéncia apresentada pelo protocolo C ndo mostrou
diferenca significativa em relacdo ao protocolo B, embora
tenha ficado muito préxima do limite de significancia es-
tatistica (p = 0,059). Além disso, o protocolo B apresentou

eficiéncia significativamente mais baixa em relacdo ao A (p
=0,031). Assim, o protocolo C se mostrou mais adequa-
do para substituir o A, ndo apenas pelo fato de ser mais
eficiente que o B, mas principalmente por dispensar o uso
de kit comercial, o que significa menor custo, embora seja
ligeiramente mais laborioso.

Comparando-se os resultados conseguidos com o
protocolo C com aqueles obtidos utilizando-se os méto-
dos convencionais de extracdo de DNA a partir de tecido
parafinado, que dependem da utilizacdo de solventes
organicos para a remocao da parafina e de fenol/clorofér-
mio para a extracdo do DNA, o protocolo C se apresenta
como alternativa viavel para a extracdo de DNA a partir de
espécimes biol6gicos conservados nessas condicdes. Ele
apresenta algumas vantagens em relacdo aos protocolos
convencionais, pois requer um ndmero menor de centri-
fugacdes e lavagens, que se constituem em etapas que
favorecem a introducéo de contaminantes. Além de ser de
execugdo mais simples e rapida, o protocolo C dispensa,
ainda, o uso de solventes organicos, que sao substancias
toxicas, representando risco para o manipulador e para
0 meio ambiente.
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