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RESUMO

A extracdo de DNA é uma etapa fundamental para o fornecimento de informacoes
essenciais sobre a genética e a patologia das doengas. Em laboratérios de
Patologia, as amostras parafinadas s&o a principal fonte de manuten¢do do material
biolégico. A fixagcdo do tecido em formalina e a inclusdo em parafina sdo métodos
essenciais no processo de preservagao celular, sendo estas amostras, denominadas
tecidos Fixados em Fo rmol e Incluidos em Parafina (FFIP). Nas amostras FFIP,
devido as interagées do DNA com o formol e acido nitrico, ocorre uma dificuldade de
extrair o material genético. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi padronizar a
extragdo de DNA em tecidos parafinados e descalcificados. Para isto, foram
selecionados blocos de tecidos FFIP oriundos de projetos realizados no Laboratério
de Imunopatologia Experimental (LABIPEX). As amostras incluem espécimes de
tecidos parafinados (baco, cérebro, figado e rim) e tecidos parafinados e
descalcificados (mandibula). A partir disto, foi realizada a padronizagao do protocolo
de desparafinizacdo e a de trés métodos de extragdo de DNA, que correspondiam
aos métodos: fenol-cloroférmio, salting-out e uso de micro-ondas. Para analise dos
resultados foram realizadas analises quantitativas e qualitativas através do
espectofétometro modelo nanodrop 2000 e de eletroforese em gel de agarose,
respectivamente. Foi possivel extrair material genético apenas dos espécimes de
figado, bago e rim. As amostras de cérebro e mandibula ndo obtiveram resultados
significativos. Com base nas analises quantitativa e qualitativa, foi possivel
estabelecer o método de extracdo por fenol-cloroférmio, como o melhor para
extracdo de DNA em tecidos FFIP de acordo com as condicbes experimentais do
laboratério. Com isso, foi possivel padronizar a técnica de desparafinizagdo em
tecidos FFIP, padronizar a técnica de extracdo de DNA em tecidos parafinados nao-
descalcificados e nao foi possivel padronizar a técnica de extragdo de DNA em

tecidos parafinados e descalcificados.

Palavras-chave: amostras parafinadas; biologia molecular; extragdo de DNA.



ABSTRACT

DNA extraction is a fundamental step in providing essential information about the
genetics and pathology of diseases. In Pathology laboratories, paraffin-embedded
samples are the main source of biological material maintenance. Tissue fixation in
formalin and inclusion in paraffin are essential methods in the process of cell
preservation, with these samples being called Formalin-Fixed Paraffin-Embedded
(FFPE) tissues. In FFPE samples, due to DNA interactions with formalin and nitric
acid, there is difficulty in extracting genetic material. In this sense, the aim of this
work was to standardize DNA extraction from paraffin-embedded and decalcified
tissues. For this purpose, FFPE tissue blocks from projects carried out in the
Laboratory of Experimental Immunopathology (LABIPEX) were selected. The
samples include specimens of paraffin-embedded tissues (spleen, brain, liver, and
kidney) and paraffin-embedded and decalcified tissues (jaw). From this, the
standardization of the deparaffinization protocol and three DNA extraction methods
was carried out, corresponding to the methods: phenol-chloroform, salting-out, and
microwave-assisted extraction. For the analysis of the results, quantitative and
qualitative analyses were performed using the Nanodrop 2000 spectrophotometer
and agarose gel electrophoresis, respectively. It was possible to extract genetic
material only from liver, spleen, and kidney specimens. Brain and jaw samples did
not yield significant results. Based on quantitative and qualitative analyses, the
phenol-chloroform extraction method was established as the best for DNA extraction
in FFPE tissues according to the laboratory's experimental conditions. Thus, it was
possible to standardize the deparaffinization technique in FFPE tissues, standardize
the DNA extraction technique in non-decalcified paraffin-embedded tissues, and it
was not possible to standardize the DNA extraction technique in paraffin-embedded

and decalcified tissues.

Keywords: paraffin-embedded samples; molecular biology; DNA extraction.
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1 INTRODUGCAO

As células sao consideradas unidades fundamentais e desempenham
funcbes especializadas e reguladas por sistemas complexos de comunicagao
(Alberts, 2017b). Todas as células eucaridticas possuem uma mesma estrutura,
formada pela membrana plasmatica, citoplasma e nucleo. (Zaha ; Passaglia et al.,
2014).

Uma caracteristica das células eucaridticas € sua organizagdo em
organelas, ou seja, compartimentos ligados a membrana. Esta organizagao
permite a separagao de processos bioquimicos e permitem que as organelas
coordenem suas atividades bioldgicas gerando a manutencéo da fungao celular
(Cohen et al., 2018).

O nucleo é, normalmente, a organela mais proeminente em uma célula
eucariotica e esta envolvido por duas membranas que compdéem o envelope
nuclear. No interior do nucleo encontram-se as moléculas de acido
desoxirribonucleico (DNA), de estrutura helicoidal composta de dois polimeros de
nucleotideos arranjados de forma antiparalela. Em todos os organismos, a
informagao genética necessaria a manutencao e integridade celular é codificada
nas moléculas de DNA e, além disso, o DNA é duplicado com extrema preciséao
antes de cada divisdo celular (Alberts, 2017a; Menck, 2017).

Em laboratérios de Patologia, as amostras parafinadas sdo a principal
fonte de manutengao do material biolégico. A fixagédo do tecido em formalina e a
inclusdo em parafina sdo métodos essenciais ao diagndstico e a pesquisa, devido
a capacidade de preservagcao da morfologia e detalhes celulares, além de
garantir viabilidade da amostra por periodos mais longos a temperatura ambiente,
0 que é mais econbmico do que armazenar tecidos congelados em temperaturas
negativas (Frazer et al., 2020; Kokkat et al., 2013; Oba et al., 2022).

A inclusdo em parafina € uma técnica padrao usada em laboratérios de
anatomia patologica e/ou de pesquisa para gerar blocos que podem ser cortados
através da microtomia e corados por reagdes histoquimicas ou
imunohistoquimicas, com objetivo de evidenciar visibilidade de células ou de
proteinas de interesse (Frazer et al., 2020; Oba et al., 2022). As amostras
parafinadas contém material biolégico de grande valia, no entanto, devido a

fixacado prévia em formol, relata-se uma dificuldade de amplificagdo do material
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genético, principalmente o DNA, através da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Shi et al., 2002; Hedegaard et al., 2014; Frazer et al., 2020).

Os tecidos, quando mineralizados, precisam ainda, além da fixagdo com
formol, serem submetidos a um processo de descalcificagdo e, para isso, sao
usados acidos inorganicos fortes, como acido cloridrico ou acido nitrico, e acidos
organicos mais fracos, como acido féormico ou acido fosférico. Além disso,
também existem agentes quelantes como o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) que se ligam aos ions de calcio e formam um complexo insoluvel (Alers
et al., 1999; Bauer et al., 1988; Miquelestorena-Standley et al., 2020).

E importante compreender que estes agentes descalcificadores n&o
apenas descalcificam o tecido como também destroem componentes celulares
resultando em maior dificuldade para obtengdo de material genético destinado a
reacgoes de biologia molecular (Singh et al., 2013; Zoledziewska et al., 2002).

Por fim, considerando a rotina de um laboratério histopatologico e,
reafirmando as dificuldades de extracdo de DNA integro e em quantidade
razoavel, bem como, a sua amplificacdo satisfatéria; o desenvolvimento de um
protocolo especifico para tecidos parafinados e descalcificados visa além de uma
melhoria metodoldgica, a possibilidade de desenvolver técnicas que auxiliem na
definicho de mecanismos moleculares do estabelecimento de doengas,
colaborando no seu processo de prevengao e tratamento, a medida que estes

mecanismos sdo elucidados.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O DNA

No interior do nucleo encontram-se as moléculas de &cido
desoxirribonucleico (DNA) (Alberts et al., 2017a). O enovelamento desta molécula
ocorre em varios niveis, visando acomodar o vasto comprimento da molécula em
um pequeno espaco. O DNA se enovela em torno de proteinas histonas para
formar nucleossomos, que estruturas que precedem os cromossomos, a ultima
etapa de compactacédo do DNA (Griffiths et al.,2024; Menck, 2017).

Cada nucleossomo consiste em um segmento de DNA enovelado em torno
de um octamero de histonas, o que confere a estabilidade estrutural e regula a

exposicao da molécula de DNA. Os nucleotideos, sao os componentes basicos
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do DNA, sua estrutura é composta por uma base nitrogenada, um agucar
(desoxirribose) e um grupo fosfato; a unido de uma sequéncia de trés
nucleotideos € denominada cddon, conforme indicado na Figura 1. Os cédons do
DNA sao transcritos em moléculas de acido ribonucleico (RNA), que por sua vez
sdo traduzidos em aminoacidos e, posteriormente, em proteinas, as principais

executaoras das fungdes celulares (Menck, 2017; Saini, 2021; Watson et al.,
2015).

Figura 1:Representagao da estrutura do DNA

P

~
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Purinas: Pirimidinas:

Nucleo

u Adenina E Guanina H Timina E Citosina
Cromossomo Pareamento complementar de bases nitrogenadas

Grupo Ponte de G Ponte de

Fosfgto Hidrogénio Forst#::a Hidrogénio

1 Jg Pentose Jg Pentose
O e
-

Pentose e grupo fosfato

Bases nitrogenadas

Nucleossomo

Fonte: Elaborag&o prépria, 2024

2.2 OS GENES

Os genes sao segmentos de DNA presentes nos cromossomos de uma
célula e fornecem o codigo para a conversdo do RNA em proteinas, as unidades
funcionais e estruturais do corpo humano. Portanto, um gene € um modelo para
proteinas e estas, por sua vez, determinam as propriedades e funcao das células

(Alberts, 2017a ; Saini, 2021).

Com a elucidagao do dogma central, representado na Figura 2, tornou-se



20

claro, em meados da década de 1960, que a estrutura genética representada
pela sequéncia nucleotidica poderia determinar o fenétipo. Com isso, € possivel
associar que as informacdes essenciais em relagdo a natureza e a sua evolugao
podem ser reveladas a partir das sequéncias de DNA (Griffiths et al., 2024;
Watson et al., 2015).

Figura 2: Representagao esquematica do dogma central
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Fonte: Elaboragao propria, 2024

2.3 ALTERAGCOES GENETICAS

O conjunto de genes de determinado individuo denomina-se gendtipo e
contribui para evidenciar as caracteristicas observaveis — caracteristicas
denominadas fenotiopicas ou fendtipo. Todo organismo que exibe uma forma
diferente de seus ascendentes, € denominado mutante. Quando alteracbes nos
genes sao observadas, ocorrem as mutagdes, assim, € possivel definir mutagéo
como qualquer alteracdo subita e hereditaria no conjunto génico de um
organismo, a qual ndo €& possivel explicar pela recombinagdo da variabilidade
genética preexistente (Watson et al., 2015; Zaha ; Passaglia, 2014).

Existem diversos tipos de mutagcdo, considerando a estrutura de
enovelamento do DNA as mutagdes podem atuar em um Unico ou poucos
nucleotideos (mutagcbes génicas), envolvendo a estrutura de cromossomos
(mutagcbes cromossémicas estruturais), ou, ainda, alterar a quantidade dos
cromossomos de uma célula (mutacbes cromossdmicas numéricas) (Alberts et
al., 2017b; Zaha ; Passaglia, 2014).

As mutagdes génicas podem ocorrer por meio de mutagdes pontuais, sem

alterar a quantidade de material genético, ou podem envolver modificagdes na
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quantidade de pares de bases, como nas dele¢des e inser¢des. Ainda pode haver
uma substituicdo de um unico nucleotideo (ou mutagdo de ponto) em uma
sequéncia de DNA, denominada transicdo ou transversao. Estas mutacgbes
podem acarretar em efeitos biolégicos ou n&o, a depender do local afetado
(Griffiths et al.,2024; Menck ; Sluys, 2017).

As mutagbes cromossémicas podem ser classificadas em estruturais e
numéricas. As estruturais ndo alteram a quantidade total de cromossomos, e
incluem delec¢des (perda de fragmentos cromossémicos), inversdes (rotagdo de
um fragmento cromossoémico), duplicagdes (presenca de duas copias de uma
regiao do cromossomo) e translocagbes (transferéncia de segmentos entre
cromossomos ndao homologos). Ja as mutagbes numéricas resultam em aumento
ou reducdo do numero total de cromossomos, levando a células com um multiplo
do numero haploide (euploidia) ou com falta ou excesso de cromossomos
(aneuploidia) (Alberts, 2017a ; Menck ; Sluys, 2017).

No caso da mutagdo génica, sdo necessarios dois ciclos de replicagao
para que a mutacao se estabeleca. No primeiro ciclo, pode ocorrer a insercéao de
um nucleotideo errado diante da lesdo, em razdo da natureza semiconservativa
da replicacao, no segundo ciclo, esse nucleotideo erroneamente incorporado sera
usado como molde, resultando ao final dos dois ciclos de replicacdo € o
estabelecimento da mutagao nas proximas geragdes (Menck ; Sluys, 2017; Zaha ;
Passaglia, 2014).

As mutagdes genéticas podem refletir em um fendtipo alterado, como
observado na anemia falciforme, uma doenga genética hereditaria causada por
uma mutagcdo no gene da beta-globina (HBB), conforme representado na Figura
3. Com a alteragao estrutural, ocorre a produgéo de hemoglobina S (HbS), que,
em condi¢des de hipdxia, distorce a forma dos glébulos vermelhos e resultando
em vaso-oclusdo, hemolise e subsequente anemia (Hoffbrand ; Moss, 2018).

Embora muitas mutacdes estejam associadas a doengas genéticas, como
citado anteriormente, ha uma diferenga na ocorréncia de uma mutagao genética e
a deteccdo de tal evento no fendtipo (Zaha ; Passaglia, 2014). Muitas mutag¢des
pontuais em sequéncias nao codificantes provocam pouca ou nenhuma alteracao
fenotipica; essas mutagées podem ocorrer em sitios funcionalmente irrelevantes,

ou outros sitios dentro do gene que pode duplicar sua fungao (Griffiths et al.,
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Identificar mutacdes génicas e seu reflexo em um fendtipo adoecido,

possibilita o rastreamento de condi¢cdes de saude, a identificacdo de variantes

geneéticas associadas a um risco aumentado de desenvolver certas condi¢cdes de

saude permite intervencdes precoces, como mudancas no estilo de vida ou

monitoramento regular, para prevenir ou estagnar o desenvolvimento da doenca

(Manolio, 2010).

Ademais, elucidar a origem e reflexos das alteragdes genéticas em uma

populagdo pode amparar estudos acerca da patogénese de doencgas,

identificacdo de alvos terapéuticos e biomarcadores de resposta ao tratamento
(Hardy ; Singleton, 2009).

24

Figura 3: Representacgao do processo de mutagéo génica na Anemia falciforme
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Fonte: Elaboracgéo prépria, 2024

PROCESSAMENTO TECIDUAL E INCLUSAO EM PARAFINA

O processamento tecidual utilizado na analise em microscopia Optica

inicia-se pelo processo de fixagdo quimica em formalina, uma solugdo aquosa de



23

formaldeido a 37%, em varias diluigdes e combinada com outras substancias
quimicas e tampdes (Pawlina, 2021), na rotina laboratorial do laboratério de
realizacdo das analises desta padronizagao, o processo de fixacao utilizado € o de
formalina tamponada a 10%.

A formalina é o fixador mais comum no processo de conservagao da
morfologia celular em tecidos, pois evitar a digestdo dos tecidos por autdlise e
preservar, o melhor possivel, a sua estrutura e sua composicdo molecular
(Junqueira ; Carneiro, 2023; Lohne-Seiler et al., 2016) e € frequentemente
associado ao processo de inclusdo em parafina, o que denomina estes tecidos
como espécimes fixadas em formol e incluidas em parafina (FFIP) ( Lohne-Seiler et
al., 2016).

Apos a fixagdo, as amostras devem ser infiltradas com substéncias que as
aumentem a consisténcia dos tecidos moles geralmente a parafina, que permite a
obtencdo de secgbes delgadas por um microtomo, a fim de possibilitar a
observagdo em espessura ideal no microscopio. (Pawlina, 2021) conforme
representado na Figura 4.

Para isto, as amostras ja depositadas em cassetes histolégicos
necessitam antes passar pela etapa de processamento tecidual, que consiste em
duas etapas principais: desidratacdo e clareamento. Na desidratagdo, a agua
contida nas amostras necessita ser extraida pela imersdo das amostras em
sucessivos banhos de solugdes de concentragdes crescentes de etanol
(geralmente, desde etanol 70% em agua até etanol 100%) (Junqueira ; Carneiro,
2023) conforme representado na figura 4.

ApoOs a desidratacido, os fragmentos de tecidos serdo imersos em Xilol,
ficando em aspecto transparentes ou translucidos, e, por esse motivo, essa etapa é
denominada clareamento. Em seguida, as amostras serdao emblocadas em contato
com parafinaliquida com temperatura por volta de 56 a 60°C. A essa temperatura, o
Xilol evapora e as amostras ficam preenchidas ou embebidas com parafina.
(Junqueira ; Carneiro, 2023).

Depois que os fragmentos retornam a temperatura ambiente, a parafina
solidifica e as amostras se tornam rigidas e prontas para serem congeladas e
submetidas a microtomia. Apds microtomia, esse tecido sera pescado em lamina e

submetido a reagdes histoquimicas, como pela Hematoxilina e Eosina, para
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evidenciar as estruturas celulares e seus componentes, como o nucleo (Junqueira ;
Carneiro, 2023; Pawlina, 2021) conforme representado na figura 4.

Apesar do armazenamento a longo prazo dos tecido tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina (FFIP) a temperatura ambiente ser mais rentavel
e simples (Kokkat et al.,2013), varios fatores influenciam a eficiéncia da formalina
fixagao, incluindo tamanho do tecido, temperatura de fixagdo e periodo de duragao
de fixacdo da amostra (Srinivasan et al, 2002). A falta de procedimentos
padronizados para coletar e processar amostras de tecido resulta em diversos tipos
e qualidades de FFIP, que podem ser ainda influenciados pelo tempo de

armazenamento do bloco de tecido (A Steiert et al., 2023).

Figura 4: Sequéncia esquematica das etapas de processamento histolégico e inclusao em parafina
de tecidos utilizados em laboratério de histopatologia
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microscopio optico das laminas

Fonte: Elaboragéo propria, 2024

Em tecido 6sseo ou calcificado, além da fixagao e inclusdo em parafina, é
necessario fazer a descalcificagdo- remocao do calcio tecidual sem alteracées na
morfologia celular. Varias substédncias podem ser empregadas como
descalcificadores (todas de natureza &cida): acidos nitrico, férmico, cloridrico,

acético, entre outros (Tolosa, 2003). A utilizagdo desses acidos consiste no fato de
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que a precipitagcado do calcio ocorre sempre em pH baixos e, sendo o acido, mais
forte que o pH tecidual, o calcio precipita na solucédo, descalcificando o material
(Alers et.al; 1999). O ponto adequado de descalcificacdo € atingido quando é
possivel transpassar o tecido com uma agulha, sem que haja resisténcia ou dureza,
indicando que o tecido esta pronto para ser processado e incluido em parafina
(Junqueira ; Carneiro, 2023; Tolosa, 2003).

2.5 AGAO DA FORMALINA NOS TECIDOS E NO DNA

A formalina € um composto de formaldeido (metano) a 35-38% e contém
metanol como agente estabilizador (<15%) (Takayasu et al., 2013; Wehmas et al.,
2020). O formaldeido, é altamente reativo e cria varias ligacbes cruzadas entre
macromoléculas intracelulares, como proteinas e DNA (Feldman et al., 1973). As
alteracdes induzidas pela formalina podem ser classificadas em cinco processos
diferentes: Modificacdo de base, pontes metilénicas, excisdo de base, lenta hidrdlise
de ligacdes fosfodiéster, inativacao de enzimas de reparo (A Steiert et al., 2023),
cada processo esta esquematizado na Figura 5.

As bases nitrogenadas modificadas também podem formar uma ligagao
cruzada covalente com outro grupo nucleofilico na sua proximidade, através das
pontes de metileno e, tais modificagbes podem alterar localmente as caracteristicas
de emparelhamento de bases (A Steiert et al., 2023; McGhee ; Von Hippel, 1977).

Também é possivel observar a excisdo de base pela hidrélise da ligagao
N-glicosidica, o que acarreta em um estado de transi¢ao contendo um ion altamente
reativo que reage com a agua, geralmente afetando no desempenho da DNA
polimerase (A Steiert et al., 2023; Sikorsky et al., 2007).

A Lenta hidrdlise das ligagbes fosfodiéster promovida pelo formaldeido
também leva a fratura estrutural e consequente desnaturagédo do DNA, além disso,
como as enzimas de reparo da glicosilase sdo inativadas pela fixacdo, a
desaminacgao espontanea da citosina, convertendo a citosina em uracila, ndo € mais
corrigida, gerando uma alteragdo na formagao de pares de bases (A Steiert et al.,
2023; Chen et al., 2014).

Estes processos de interacdo do formaldeido e o DNA induzem na
modificagdo covalente das bases do DNA e, portanto, as bases modificadas sao

impedidas de realizar o emparelhamento de bases e promovem uma maior
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desnaturacado do DNA (Do et al., 2015; Doty et al., 1971; Hoffman et al., 2015) o que

afeta significiativamente o desempenho das analises moleculares mais robustas.

Figura 5: Alteragées no DNA induzidas pela formalina
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2.6 ACAO DOS DESCALCIFICADORES NO DNA

Em tecidos calcificados, antes do processamento histolégico convencional

€ necessario a etapa de descalcificagéo, para isso, sao utilizados agentes quelantes

como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) que se ligam aos ions de calcio e

formam um complexo insoluvel;

ou até acidos inorganicos fortes, como acido

cloridrico ou nitrico que nao apenas descalcificam como também destroem

componentes celulares e acidos nucleicos, tendo em vista que o acido € hidrolitico e

afeta na estabilizade do DNA, limitando analises moleculares adicionais. (Bauer,
1988; Zoledziewska et al., 2002).
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2.7 EXTRACAO DE DNA

O desenvolvimento e a aplicagdo do sequenciamento de DNA em
pesquisa e medicina clinica aumentaram significativamente a quantidade e
variedade de tecidos sobre os quais as extra¢cdes de DNA sao realizadas (Frazer et
al., 2020). Considerando, a ampla quantidade de material contido nas espécimes de
tecidos FFIP, os métodos de extracdo de DNA devem ser selecionados levando em
consideragao sua eficiéncia, custo, facilidade de execucgdo e viabilidade para
aplicagcdes moleculares subsequentes. Neste contexto, diversos métodos manuais
de extracdo sdo apontados como ideais, dos quais citam-se: kit comercial, fenol-

cloroférmio, salting out e micro-ondas (Potluri et al., 2015; Senguiven et al., 2014).

2.71 Método fenol cloroférmio

A extragéo por fenol cloroférmio envolve uma série de etapas quimicas,
conforme demonstrado na Figura 6. Inicialmente, o sédio dodecilsulfato (SDS) e a
proteinase K sao adicionados para romper as membranas celulares e desfazer as
proteinas que envolvem o DNA nos cromossomos. Em seguida, uma mistura de
fenol/cloroféormio € adicionada para separar as proteinas do DNA, pois o DNA é
mais soluvel na parte aquosa da mistura (Ausubel et al., 1987; Butler et al., 2012;
Green ; Sambrook, 2012).

A solugcao bruta de DNA é entdo misturada com uma solugdo de
cloroférmio/alcool isoamilico para remover residuos de fenol. Finalmente, o DNA é
concentrado através de precipitagdo com etanol ou isopropanol na presenca de
acetato de sodio, acetato de amoénio ou cloreto de sodio e ressuspendido em agua
Dnase free ou tampao (Green ; Sambrook, 2012) .

Apesar de produzir DNA de alta pureza, concentragdo e rendimento, o
meétodo de extragdo com fenol-cloroférmio é trabalhoso e requer experiéncia devido
ao uso de reagentes quimicos toxicos. No entanto, ele pode ser adaptado para
processar diversas amostras, desde tecidos embebidos em parafina até fluidos
corporais, tornando-o um método confiavel para ensaios diagndsticos moleculares
(Butler et al., 2012; Sun et al., 2010).

2.7.2 Método Salting-out
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Como alternativa ao procedimento de extracdo com fenol-cloroférmio, o
método de salting-out tem a vantagem de nao utilizar produtos quimicos téxicos.
Este procedimento utiliza uma combinagdo de sais, detergentes e solventes
orgéanicos para separar o DNA das proteinas e outras impurezas presentes nas
amostras de tecido FFIP, isto baseia-se no principio de que proteinas e outros
contaminantes celulares precipitardo em um solugéo salina saturada devido a sua
relativa hidrofobicidade, enquanto o DNA nao (Miller et al., 1988).

Esta técnica oferece uma extragcdo robusta e compativel com diversas
técnicas moleculares, com a vantagem de ser relativamente simples e econdémica.
No entanto, requer um tempo de execugdo mais longo e pode resultar em baixos

rendimentos de DNA em algumas amostras (Mirica et al., 2012).

Figura 6: Esquematizagéo das principais etapas da Extracdo de DNA
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Fonte: Elaboragao prépria, 2024

2.7.3 Método utilizando micro-ondas

O método de extragdo de DNA assistida por micro-ondas é uma
abordagem mais recente que utiliza o calor gerado pelas micro-ondas para acelerar

o processo de lise celular e extracdo de DNA (Singh et.al, 2020; Taglia et.al, 2022).



29

Esta técnica é associada com outro método, seja salting out ou fenol-
cloréférmio, e € conhecida por sua rapidez e eficiéncia, produzindo altos
rendimentos de DNA em um tempo significativamente reduzido em comparagao
com métodos convencionais (Singh et.al, 2020). No entanto, requer equipamento
especializado e pode ser mais custoso devido ao investimento inicial em um

sistema de micro-ondas adaptado para uso laboratorial (Sethi et al., 2018).

2.8 EXTRAGAO DE DNA EM TECIDOS FFIP

A extragdo de DNA de tecidos € uma etapa fundamental em muitos
estudos moleculares e diagnésticos, fornecendo informagdes essenciais sobre a
genética e a patologia das doengas. No entanto, a extracdo de DNA em tecidos
convencionais frescos apresentam DNA mais intacto e menos danificado em
comparagao com tecidos FFIP, facilitando a extracdo de DNA usando protocolos
padrdo de extragao (Frazer et al., 2020; Sethi et al., 2018).

De modo mais especifico, a extracdo de DNA de tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina (FFIP) apresenta diferencas significativas em
comparagao com tecidos convencionais frescos, bem como tecidos descalcificados,
devido as variagdbes em sua composicao e processamento prévio com formalina,
parafina e descalcificador acido (A Steiert et al., 2023; Potluri et al., 2015; Singh et
al., 2013).

Métodos como o uso de detergentes e enzimas de digestdo proteica sao
frequentemente empregados para facilitar a liberagcao e a purificagdo do DNA das
amostras FFIP (Singh et al., 2013). Quando ha a comparagdo dos métodos
manuais utilizados para a extracdo de DNA em amostras FFIP, é possivel adaptar
as técnicas de fenol-cloroférmio, salting-out e micro-ondas para efetiva extragado do
material genético (Fernandes et al., 2004; Pereira, et al., 2009; Rivero et al., 2006;
Singh et al., 2013; Souza, et al., 2018).

Entretanto, visando um melhor acesso ao DNA, uma etapa crucial da
extracdo deste tipo de tecido € a desparafinizagdo, que consiste na remogao da
parafina incluida nestes tecidos durante o processamento histolégico, geralmente
isto ocorre por meio do aquecimento das amostras em solventes organicos, como
xileno ou tolueno, seguido de centrifugagdo para remover a parafina derretida (Shi
et al, 2005).
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Este processo é fundamental porque a parafina pode interferir na
eficiéncia da extracdo de DNA, formando uma barreira fisica que impede a
penetragdo eficaz dos reagentes de extragdo nos tecidos, além disso, a parafina
pode conter contaminantes que prejudicam a qualidade e a integridade do DNA
extraido, resultando em resultados de analise moleculares menos confiaveis
(Lucena-Aguilar et al., 2016).

A extracao de DNA de tecidos FFIP requer protocolos adaptados que
visem a quebra das ligagdes cruzadas entre o DNA e as proteinas, bem como a
reversao da fragmentacdo do DNA, devido ao processo de fixacdo em formol, ja
que a formalina induz diversas modificagdes quimicas no DNA potencialmente
levando a identificagao incorreta da base, o que pode levar a deteccéo de variantes
falso-positivas (A Steiert et al., 2023) ou ainda no caso dos tecidos descalcificados
(Zoledziewska et al.,, 2002). A utilizagdo de protocolos de extragdao de DNA
otimizados e validados para tecidos FFIP & essencial para garantir resultados
confiaveis em estudos moleculares e diagnésticos.

Deste modo, durante o processo de extracdo de DNA em tecidos FFIP e
descalcificados, na qual esta extragdo precede uma analise genética mais robusta,
€ necessario realizar uma padronizagao pré analitica da qualidade das amostras,
seja ela em relacdo ao tempo de fixaggo em formol ou no método de
descalcificagédo empregado, bem como, uma padroniza¢ao da desparafinizagdo dos
tecidos ja que a parafina pode conter contaminantes que afetam na analise final do

material genético extraido.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a extracao de DNA em tecidos parafinados e descalcificados

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar a técnica de desparafinizagdo dos tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina;

b) Padronizar a técnica de extragdo de DNA em tecidos parafinados néo-
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descalcificados;
c) Padronizar a técnica de extragdo de DNA em tecidos parafinados e

descalcificados.

METODOLOGIA

4.1. ORIGEM DOS BLOCOS DE PARAFINA UTILIZADOS

Foram selecionados blocos de tecidos fixados em formol e incluidos em
parafina oriundos de projetos realizados no Laboratério de Imunopatologia
Experimental (LABIPEX) localizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
As amostras incluem espécimes de tecidos parafinados (bago, cérebro, figado e

rim) e tecidos parafinados e descalcificados (mandibula).

4.2 MICROTOMIA E CLIVAGEM

Os blocos de parafina foram cortados no micrétomo em cortes coronais de
espessura 30 ym (micrédmetros), conforme adaptacdo da metodologia estabelecida
por Shi et al. (2002) ou clivados manualmente com auxilio de um bisturi estéril e
padronizagao das quantidades, apos a desparafinizagdo, por meio do uso de uma

balanga analitica.

4.3 PROTOCOLO DE DESPARAFINIZAGAO DOS TECIDOS

O protocolo de desparafinizacao utilizado foi desenvolvido por Kawatta et al.
(2010) e esta disposto no ANEXO A.

4.4 PROTOCOLO DE EXTRAGAO |

O primeiro protocolo de extracdo baseia-se na extragcao pelo método de
fenol-cloroférmio e foi descrito por Pereira et al. (2008). O protocolo esta disposto
no ANEXO B.

4.5 PROTOCOLO DE EXTRAGAOQ Il

O segundo protocolo de extragcdo baseia-se na extragdo pelo método de
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fenol-cloroférmio e foi descrito por Souza (2018). O protocolo esta disposto no
ANEXO C.

4.6 PROTOCOLO DE EXTRAGAO llI

O terceiro protocolo de extragcao baseia-se na extracdo pelo método salting-
out e foi descrito por Fernades et al. (2004), o protocolo utiliza 0 método simultédneo
de desparafinizagdo e extracdo com auxilio do micro-ondas. O protocolo esta
disposto no ANEXO D.

4.7 PROTOCOLO DE EXTRAGAOQ IV

O quarto protocolo de extracdo baseia-se na extracdo pelo método salting-

out e foi descrito por Rivero et al. (2006). O protocolo esta disposto no ANEXO E.

4.8 ANALISE QUANTITATIVA DA EXTRAGCAO DE DNA

A analise quantitativa foi realizada utilizando o espectofétometro modelo
nanodrop 2000. O grau de purificagdo da amostra com relagao a contaminagao por
proteinas foi obtido pelo calculo da relagdo entre as absorbancias em 260 e 280 nm
(A260/A280), a partir da analise de 1 yL de amostra, com valores de inclusdo
260/280 correspondentes a 1.8+0.2 (Abdulla et.al, 2022; Lucena-Aguilar et al.,
2016).

4.9 ANALISE QUALITATIVA DA EXTRACAO DE DNA

Os produtos de extragcdo de DNA total foram submetidos a uma analise por
eletroforese em gel de agarose para confirmacéo da presenca e da integridade do
DNA. Para tanto, foi utilizado um sistema de eletroforese horizontal de gel de
agarose submerso, em concentragao de 2,0%, preparados com tampao TBE 2,0 X
e com a adicdo de corante para acidos nucleicos.

O volume de amostra aplicado nas canaletas do gel foi de 5 pL. Utilizou-se
um padrdao de peso molecular com bandas de 50 pb (1 kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen). A voltagem aplicada foi de 80 V, poténcia de 120 W e o tempo de

corrida variou de 60 a 80 minutos. Apds a corrida, os géis foram visualizados e
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fotografados sobre um transluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias realizadas foram adaptadas e padronizadas de acordo com
0os materiais e espécimes bioldgicas utilizadas no Laboratério de Imunopatologia
Experimental (LABIPEX), seguindo modificagdes frente a realidade do laboratério e
a otimizagao das metodologia. As alteracoes foram realizadas durante a realizagao

dos experimentos iniciais intitulados como protolocos “piloto”.

5.1 ALTERAGOES DO PROTOCOLO DE DESPARAFINIZACAO

Com base na execugdao do protocolo de desparafinizagcdo proposto por
Kawatta et al. (2010), foi padronizado um protocolo de desparafinizagcao seguindo
modificagdes que visavam a remogao de toda a parafina impregnada nos tecidos e
remogao completa do Xilol e do alcool absoluto. As principais alteragdes estao

dispostas no Quadro 1 e o protocolo padronizado esta disposto no APENDICE A.

Quadro 1: Comparagéao entre o método de Kawatta et al. (2010) e o método padronizado

Etapa da Protocolo de Desparafinizagao

desparafinizagao

Kawatta et al. (2010) Padronizacao

Método de obtengao

das seccées

Microtomia: 10 cortes
histolégicos de

aproximadamente 3-10 uym.

Clivagem: A parafina foi derretida e o
tecido foi clivado em fragmentos de

aproximadamente 15-30 mg.

Lavagens com Xilol

1.200 pL de xilol na estufa por

30 minutos.

3 lavagens realizadas.

1.000 pL de xilol aquecido em banho

maria por 30 minutos.

3 lavagens realizadas.

Lavagens com alcool

absoluto

1.200 L de alcool absoluto.

3 lavagens realizadas.

1.000 pL de alcool absoluto.

3 lavagens realizadas.

Lavagens com outra

gradacao de dlcool

3 lavagens com alcool a 90%, 80% e

70%, respectivamente.

Evaporacéao do

alcool

os tubos permaneceram abertos

na estufa a 37°C por 10 minutos.

Inversdo dos tubos em papel toalha e
ultima lavagem com agua destilada

estéril, com inversao dos tubos.
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Fonte: Elaboragao prépria, 2024

A desparafinizagéo consiste na remocéao eficiente da parafina da amostra,
permitindo o acesso ao tecido subjacente e liberando o DNA para extragéo
subsequente (Shi et al., 2002). Neste trabalho, foi utilizada a metodologia
combinada de desparafinizagdo com solvente organico, neste caso o xilol, com a
metodologia de desparafinizagdo com calor. O Xilol foi utilizado para dissolver a
parafina e permitir a remogédo mecanica do excesso desta, além disso, a remogéao
do xilol foi realizada com etapas sequenciais de lavagens com alcool absoluto e
alcoois em gradagao decrescente até o momento da lavagem com agua destilada

autoclavada, conforme exposto no APENDICE A.

As primeiras modificagdes foram acerca da forma de obtencdo dos cortes
das amostras incluidas em parafina. Muitos autores que realizaram o processo de
desparafinizagdo, como Kawatta et al. (2010), Shi et.al (2002) e Vitotevi¢ et.al
(2020) demonstram a preferéncia por realizar a padronizagdo em micrémetros
(Mm), ou seja, utilizando o microtomo para realizar estes cortes. Considerando a
rotina de um laboratério de patologia, € possivel observar que ao incluir as
amostras em parafina, cada espécime tecidual apresenta uma diferenca de area,
ao observar o bloco de parafina macroscopicamente, conforme indicado na
Imagem 1, para além disso, ainda existe a diferenga de celularidade para cada

orgao.

Deste modo, um corte com 30 um, teria concentracdes e peso seco diferente
para cada tipo de espécime utilizado, logo, seria necessario a adicao de etapas de
limpeza da lamina de corte do micrétomo, com uso de xilol e alvejante a cada corte
de espécime, conforme descrito por Vitotevic etal (2020), devido a alta
possibilidade de contaminagdo cruzada nesta fase. Este processo, além de
demandar tempo, poderia ocasionar exposicdo do operador aos componentes
toxicos, ja que é um composto orgéanico volatil que pode provocar dores de cabecga,
dificuldades respiratérias, perda de memoria em curto prazo, depressao no sistema
nervoso central, irritacdo ocular e dermatites (Costa et al.,, 2007), devendo o Xilol

ser manipulado em capela exaustora.
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Imagem 1: Aspecto macroscopico dos blocos de tecidos incluidos em parafina

Fonte: Elaboragao propria.

Portanto, houve a padronizagdo desta etapa, que consistia em derreter o
bloco completo contendo a amostra, remover o tecido e clivar ,com auxilio de
bisturi, as seccbes do tecido, posteriormente, o tecido clivado foi distrubuido em
microtubos, conforme demonstrado na Imagem 2. Esta alteragao, também facilitou
o0 processo de desparafinizacdo ao passo que removeu a parafina externa ao

tecido, pelo calor, numa temperatura de aproximadamente 60 °C.

A diferenca de espécimes utilizadas também permitiu observar que para
cada tipo de amostra utilizada, a desparafinizacdo apresentava tempos e etapas
adicionais diferentes. Por exemplo, em algumas espécimes, a parafina ainda era
possivel ser observada macroscopicamente, mesmo apos 3 lavagens de Xilol
aquecido e incubagdo no banho maria a 56°C, sendo necessario mais 2 lavagens

para observar uma remogao completa.

Em contrapartida, no caso especifico das amostras de cérebro, apenas uma
lavagem com xilol, ja apresentava uma remog¢ado completa da parafina, isso talvez
se justifique porque o xilol possui natureza lipofilica, assim, quando o tecido
adiposo é exposto ao xilol, os lipidios sdo extraidos das células adiposas e se
dissolvem no solvente (Junqueira ; Carneiro, 2023) e ao considerar que o sistema
nervoso central (SNC) é caracterizado pela presenca de quantidades elevadas e

uma ampla variedade de lipidios (Chaves-filho et al., 2019), o processo de
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desparafinizagcao tenha ocorrido de maneira mais rapida e eficaz nesta espécime,

devido a sua caracteristica constitutiva.

Imagem 2: Seguimento do processo inicial de clivagem do material para desparafinizagao

Fonte: Elaboracao proépria, 2024

As lavagens com xilol aquecido e as amostras incubadas em banho maria
demonstraram maior eficiéncia na remogédo da parafina, visto que era necessario
que houvesse o derretimento da parafina, processo que nao foi observado de
forma eficiente ao utilizar a estufa a 56°C, talvez porque ao submergir os tubos na
agua, a temperatura se mantinha constante e garantia que a parafina fosse eluida
pelo xilol, garantindo sua remogédo completa. Ademais, durante os processos de
centrifugagdo dos tubos durante as lavagens com xilol, era necessario que a
temperatura ndo variasse bruscamente, pois em pouco tempo a parafina ja

solidificava novamente, impedindo a sua separagao da amostra.

A desparafinizacdo tem como protocolo base a lavagem com xilol e
posteriormente com alcool absoluto, ja que o xilol € miscivel em alcool, ou alcool a
70%, como descrito por Jillwin et.al (2021) e Kawatta et.al (2010). Outro protocolo,
descrito por Shi et al (2002) ainda acrescenta o tempo de 30 minutos de espera em
cada etapa e, apos a remogao do xilol, acrescenta uma etapa de lavagem com
alcool absoluto e alcool a 75% em seguida. Deste modo, foram adicionadas as

etapas de lavagem do alcool absoluto residual, com valores decrescentes de
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alcool, conforme descrito no APENDICE A, este processo visou garantir a remogao

do alcool e promover a reidratagao do tecido.

5.2 ALTERAGOES DOS PROTOCOLOS DE EXTRAGCAO

Conforme foram realizados os protocolos, foi necessario a modificacdo das
metodologias, para adaptar ao contexto do laboratério e das amostras utilizadas, a
esquematizacdo dos protocolos e variagbes por etapa de extracdo foram

desempenhadas em experimentos denominados “piloto” e as alteracbes estao

dispostas no Quadro 2.

Quadro 2: Resumo da metodologia empregada em cada protocolo padronizado.

Etapas da

PROTOCOLOS

Extracao de DNA Protocolo |

Protocolo Il

Protocolo lll

Salting-out com

Protocolo IV

Fenol-cloroférmio Fenol-cloroférmio . Salting-out
micro-ondas
Tris-HCI 100
Tris-HCI 100 mM Tris HCL- 100mM, M oH 7.4
. m p AL}
pH 7,4, NaCl 150  MgClI2- 5mM , KCI-  Tris-HCI 100 mM
pH 7,4, NaCl 150 NaCl 150 mM,
Lise Celular mM, EDTA 10 mM 50 mM,Tween mM, EDTA 10 mM
_ , EDTA 10 mM
pH8,0e SDS a 0,45% e Triton X-  PH 8,0 e Triton X-
100 a 0,5% pH 8,0 e SDS a
20% 100 a 1%
20%
Fenol-cloroférmio- Fenol-cloroférmio-
] ) - ] ) - Acetato de amonio Acetato de
alcool isoamilico alcool isoamilico )
Purificacao 4M e 8M amonio 4M
25:24:1 25:24:1
Isopropanol e
L acetato de sddio Alcool absoluto Isopropanol Isopropanol
Precipitagcao
3M
Lavagem Alcoola70% = - Alcool a 70% Alcool a 70%
50 pl de agua 50 pl de agua 150 pl de agua 150 pl de agua
Ressuspensao nuclease free nuclease free nuclease free nuclease free

Fonte: Elaboracéo prépria, 2024
Além disso, conforme descrito por Fernandes et.al (2004) e Taglia et.al
(2022), a utilizagao de micro-ondas atua como uma forma adjuvante de extragcéo de
DNA, deste modo, houve a subdivisdao metodolégica dos protocolos apds a
padronizagao conforme esquematizado na Imagem 1. Os dados obtidos em cada

protocolo de extragao, incluindo os protocolos piloto, uso de micro-ondas nas
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extracdes e tempo de lise estdo dispostos nos APENDICES F a J.

As principais modificacdes nos protocolos abordaram a composicdo do
tampao de lise, a concentragao da proteinase K, o método de precipitacéo, etapa
de lavagem do pellet, quantidade de volume a ser eluido e composi¢ao da eluigao.
As modificagdes foram feitas com base nos resultados obtidos nos protocolos piloto
e na revisao de literatura soobre composi¢cao de reagentes para extracao de DNA
em tecido FFIP.

Para os protocolo que previamente ndo faziam uso de micro-ondas
(protocolos |, Il e 1V), foram divididos em duas estratégias metodoldgicas, conforme
esquematizado na Figura 7, assim, uma das amostras da espécime utilizada
passaria por uma etapa antes da incubacao, na qual o tubo seria submetido a uma
poténcia de 360W por 40 segundos, determinado conforme adaptag¢ao do protocolo
estabelecido de acordo com o estudo de Taglia et al. (2022), no qual o pulso era de
300W para o modelo de micro-ondas utilizado, a adaptacdo realizada foi
necessaria devido ao micro-ondas disponivel no laboratério possuir outra

configuragéo de poténcia.

Figura 7: Esquematizagdo das subdivisdes metodoldgicas para cada protocolo desenvolvido

Protocolo | Protocolo I

e WA

Fonte: Elaboracao propria, 2024
Durante o processo de extracdo, muitos protocolos ndo especificaram a
necessidade de macerar o tecido, talvez em virtude de seus cortes serem realizado
no microtomo, em contrapartida, o material clivado apresenta um tamanho mais
robusto e considerando que é necessario um aumento na superficie de contato

para a maior penetragcdo do tampao de lise e proteinase K, foi adicionado aos
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métodos de extracdo a etapa de maceragao dos tecidos, conforme indicado na
Imagem 3-A, com auxilio de uma pinga previamente autoclavada para cada

especime.

Imagem 3: Representacéo das etapas de extragao

A: Aspecto do tecido macerado no interior do microtubo, apos desparafinizagédo. B: Divisao em trés
fases, apés adicao do fenol cloroférmio. C: Aspecto do pellet formado apés precipitagdo do DNA
(destacado no circulo amarelo).

Fonte: Elaboracao prépria, 2024

5.2.1 Protocolo de extracao |

Com base na execugdo do protocolo de de extracdo proposto por Pereira et
al. (2008), baseado no método fenol-cloroférmio, foi padronizado um protocolo de
extragdo que visava um rendimento adequado para analises moleculares futuras,
bem como, uma adaptacdo metodoldgica frente a otimizacdo do método. As
principais alteragbes estao dispostas no Quadro 3 e o protocolo padronizado esta
disposto no APENDICE B.

Quadro 3: Comparagao entre o método de Pereira et al. (2008) e o método padronizado

Etapa da Protocolo de Extragao

Extragcdo Pereira et al. (2008) Padronizag&o
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Lise Celular

Tris-HCI 100 mM pH 7,4, NaCl 150
mM, EDTA 10 mM pH 8,0 e SDS a
10% e proteinase K a 20 mg/mL

Tris-HCI 100 mM pH 7,4, NaCl 150
mM, EDTA 10 mM pH 8,0 e SDS a
20% e proteinase K a 20 mg/mL

Purificacao

Fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
25:24:1

Fenol-cloroféormio-alcool isoamilico
25:24:1

Precipitagéo

Isopropanol e acetato de sodio 3M

Isopropanol e acetato de sodio 3M

Lavagem

Alcool a 70%

Alcool a 70%

Ressuspensao

50 ul de agua ultrapura (MilliQ)

50 pl de agua nuclease free

Fonte: Elaboracgao prépria, 2024

5.2.2 Protocolo de extragao Il

Com base na execucgao do protocolo de de extracao proposto por Souza

(2018), baseado no método fenol-cloroférmio, foi padronizado um protocolo de

extragdo que visava um rendimento adequado para analises moleculares futuras,

bem como, uma adaptagdo metodologica frente a otimizagcao do método. As

principais altera¢des estdo dispostas no Quadro 3 e o protocolo padronizado esta
disposto no APENDICE C.
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Quadro 4: Comparacédo entre o método de Souza (2018) e o0 método padronizado
Etapa da Protocolo de Extragéo
Extragao Souza (2018) Padronizag&o
Tris-HCI 100 mM pH 7,4, MgCl2-
Tris HCL- 100mM, MgCI2- 5mM , KCI-
_ . 5mM , KCI- 50 mM,Tween 0,45%,
Lise Celular 50 mM,Tween 0,45% e Triton X-100 a )
. Triton X-100 a 1% e proteinase K a
1% e proteinase K a 10 mg/mL
20 mg/mL
L Fenol-cloroférmio-alcool isoamilico Fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
Purificacao

25:24:1

25:24:1

Precipitagao

Alcool absoluto

Isopropanol e acetato de sddio 3M

Lavagem

Alcool a 70%

Ressuspenséo

500 pl de agua ultrapura (MilliQ)

50 pl de agua nuclease free

Fonte: Elaboracdo prépria, 2024

5.2.3 Protocolo de extragao lll

Com base na execugao do protocolo de de extracdo proposto por por

Fernandes et al. (2004), baseado na extragdo por micro-ondas e salting out, foi

padronizado um protocolo de extragdo que visava um rendimento adequado para

analises moleculares futuras, bem como, uma adaptagdo metodolégica frente a

otimizacao do método. As principais alteracbes estao dispostas no Quadro 4 e o

protocolo padronizado esta disposto no APENDICE D. O protocolo Il trata-se de

um método simultdneo de desparafinizagao e de extragao por salting-out com uso

de micro-ondas.
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Quadro 5: Comparagéo entre o método de Fernandes et al. (2018) e o método padronizado

Etapa da Extragao

Protocolo

Pereira et al. (2008)

Padronizacao

Tris-HCI 50mM, pH 8,5, EDTA

Tris-HCI 100 mM pH 7.,4,; EDTA 10

Lise Celular ] mM pH 8,0 e Triton X-100 a 0,5% e
1mM e Triton X-100 0,5% )
proteinase K (20 mg/mL)
Purificagao Acetato de amonio 6M Acetato de aménio 8M
Precipitacao Isopropanol Isopropanol
Lavagem Alcool a 70% Alcool a 70%
Ressuspenséo 100-200 pL de agua (MilliQ) 150 pl de agua nuclease free

Fonte: Elaboracéo prépria, 2024

Neste protocolo, o material parafinado e clivado foi depositado em um

microtubo de 2,0 mL e adicionou-se de 200 a 400 pL de tampao de extragao, a

depender, do volume do tecido, o que nao poderia ultrapassar mais de 1,5mL do

tubo. Os tubos foram bem fechados, vedados com parafilme, levados ao forno de

micro-ondas e submetidos a cinco pulsos de 10 segundos cada, numa poténcia de

720 W, para fundir a parafina.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos, a 14.290 rpm,

ficando a parafina depositada como um anel nas paredes dos tubos, conforme

indicado na Imagem 2. O tecido parcialmente digerido, presente no sobrenadante,

foi transferido para outro tubo limpo. Posteriormente, as espécimes foram pesadas

em balanga analitica e o tecido foi macerado e iniciou-se a extragéo.
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Imagem 4: Aspecto dos tecidos apds a desparafinizagéo pelo protocolo IlI

Na letra A esta disposto a espécime de figado e na letra B a espécime de bago.

Fonte: Elaboracao prépria, 2024

Neste ponto, ja foi possivel observar que este método tornava o processo de
desparafinizagado incompleto ou dificultava o acesso ao tecido devido ao bloqueio
com o anel de parafina, o que poderia acarretar em um resultado insatisfatorio da
extracdo de DNA, devido a possivel presenca de contaminantes em parafina residual
(Lucena-Aguilar et al., 2016).

5.2.4 Protocolo de extragao IV

Com base na execucéao do protocolo de de extragcdo proposto por por Rivero
et al. (2006), foi padronizado um protocolo de extragdo que visava um rendimento
adequado para analises moleculares futuras, bem como, uma adaptacéo
metodologica frente a otimizagcdo do método. As principais alteragbes estao

dispostas no Quadro 5 e o protocolo padronizado esta disposto no APENDICE E.
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Quadro 6: Comparacgéao entre o método de Rivero et al. (2006) e 0 método padronizado

Etapa da Protocolo

Extracao Rivero et al. (2006) Padronizagao

Tris-HCI 1M, pH 8,0; EDTA 0,5M, Tris-HCI 100 mM pH 7,4; NaCl 150

Lise Celular pH 8,5; NaCl 1M e proteinase K mM; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS a
(0,25 mg/mL) 20% e proteinase K (20 mg/mL)
Purificacao Acetato de aménio 4M Acetato de aménio 8M
Precipitagao Isopropanol Isopropanol
Lavagem Alcool a 70% Alcool a 70%

30-50 pL de agua ultrapura
Ressuspensédo 150 pl de agua nuclease free
(MilliQ)

Fonte: Elaboracao prépria, 2024

5.3 ANALISE QUANTITATIVA DA INTEGRIDADE DO DNA

Durante e apdés a padronizagdo do método, foi realizada a analise
quantitativa, realizada utilizando o espectofétometro Nanodrop Lite. A analise
completa antes da padronizagado (piloto) e apds, encontra-se disponivel nos
APENDICES F a J, subdivididos por espécimes utilizadas. A analise quantitaiva
esta disposta conforme as espécimes utilizadas, nas Tabelas 1 a 5.

O grau de purificagao da amostra com relagao a contaminacgao por proteinas
foi obtido pelo calculo da relagdo entre as absorbancias em 260 e 280 nm
(A260/A280), com valores de inclusdo compreendidos entre 1.8+0.2, conforme
utilizado por Abdulla et.al (2022) e Lucena-Aguilar et al. (2016).

Além disso, também foram obtidos dados acerca da concentragdo em ng/uL,
bem como a concentragdo em nanogramas obtidos a partir dos microgramas de
tecido recém desparafinizado (ng/mg). Os resultados estédo dispostos nas tabelas a
seguir conforme as espécimes de tecido utilizadas (figado, bago, rim, cérebro e
mandibula), de acordo com cada protocolo de extragdo utilizado. E importante
destacar, que todos os protocolos de extragao passaram pelo mesmo protocolo de

desparafinizagdo padronizado, disposto no APENDICE A.



Tabela 1: Analise em espectofétometro modelo Nanodrop Lite das espécimes de figado

CODIGO 260 nm 260/280 ng/ul mg ng/mg

Fl 13.207 1.73 660,4 13 2540,0

Fll 16.956 1.74 847,8 16 2649,3

PROTOCOLO | Flll 33.370 1.74 1668,5 16 5214,0
FIvV 20.258 1.73 1012,9 16 3165,3

Fl 36.024 0.56 1801,2 50 1801,2

PROTOCOLO Il Fll 27.889 0.00 1394,5 52 1340,8
F1 23.235 1.70 1161,7 119 1464,3

F2 29.028 1.67 1451,4 171 1273,1

PROTOCOLO Il Fll 11.981 1.60 599 140 641,7
Fl 10.062 1.74 530,11 63 1262,1

PROTOCOLO IV Fll 31.511 1.66 1575,60 64 3692,8

Fonte: Elaboracao prépria, 2024

Tabela 2: Analise em espectofétometro modelo Nanodrop Lite das espécimes de bago

CODIGO 260nm 260/280  ng/uL mg ng/mg

Bl 24.900 1.74 1245 11 5659,0
Bl 33.352 1.75 1667,6 12 6948,3
PROTOCOLO | BllI 36.443 1.74 18221 12 7592,0
BIV 13.221 1.72 661,1 8 4131,8
BI 5.318 0.00 265,9 37 359,3
PROTOCOLO Il Bl 27.187 0.00 1359,3 27 2517,2
B1 0.918 1.37 45,9 69 33,2
B2 32.841 1.66 1642,0 70 1172,8
PROTOCOLO Il BI 32.431 1.61 1621,6 112 723,9
BI 20.860 1.63 1043,00 35 1490,0
PROTOCOLO IV Bl 20.582 1.63 1029,10 30 1715,1

Fonte: Elaboragao propria, 2024



Tabela 3: Analise em espectofétometro modelo Nanodrop Lite das espécimes de rim

CODIGO 260 nm 260/280 ng/ul mg ng/mg

RI 7.062 1.73 353,1 11 1605,0

PROTOCOLO | Rl 4.306 1.72 215,3 10 1076,5
RI 22.405 1.73 1120,3 75 746,9

PROTOCOLO Il RII 34.981 0.54 1749,1 67 1305,2
R1 6.297 1.53 314,9 154 306,7

R2 3.620 1.29 181 184 147,5

PROTOCOLO il RI 16.391 1.76 819,5 169 727,3
RII 4.973 1.63 248,6 136 2741

RI 19.838 1.64 991,90 84 1771,2

PROTOCOLO IV Rl 35.064 1.79 1753,20 84 3130,7

Tabela 4: Analise em espectofétometro modelo Nanodrop Lite das espécimes de cérebro

Fonte: Elaboragao proépria, 2024

CODIGO 260nm 260/280  ng/uL mg

Cl 0.062 1.55 3,1 16

cll 0.009 1.91 0,4 13

PROTOCOLO | cl 0.047 1.34 23 13
CIv 0.171 1.49 8,6 12

Cl 10.060 1.27 503 38

PROTOCOLO Il o]l 8.360 1.34 418 45
C1 2.883 1.23 1441 125

C2 0.270 0.97 13,5 168

PROTOCOLO Il Cl 0.021 1.00 1 55
Cl 3.019 1.21 151,00 51

PROTOCOLO IV o 0.126 1.21 6,30 46

46

Nesta espécime nenhuma das extragdes foi incluida com valores deterinados no nanodrop, deste

modo o rendimento ng/mg nao foi atribuido.

Fonte: Elaboragao prépria, 2024
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Tabela 5: Analise em espectofétometro modelo Nanodrop Lite das espécimes de mandibula

CODIGO 260nm 260/280  ng/ul mg
Ml 0.096 1.50 4,8 13
MII 0.198 1.47 9,9 16
protocoro) M 0.065 1.44 3,2 13
MIV 0.079 1.56 4 15
MI 2.055 1.42 102.8 37
PROTOCOLO Il | MII 2.878 1.41 143.8 32
MI 0.263 0.95 13,1 68
PROTOCOLO Il | MIl 0.018 0.70 0,9 41
MI 0.114 1.16 5,70 52
PROTOCOLO IV |  MIl 0.066 1.37 3,30 46

Nesta espécime nenhuma das extragdes foi incluida com valores deterinados no nanodrop, deste
modo o rendimento ng/mg n&o foi atribuido.

Fonte: Elaboragao prépria, 2024

A andlise em espectofotbmetro demonstrou que apenas as espécimes de
figado, baco e rim apresentaram uma extracao de DNA satisfatéria, com valores da
relacao 260/280 variando entre 1,6 a 1,9, em todos os quatro protocolos. Em
contrapartida, as espécimes de cérebro e mandibula ndo apresentaram valores
satisfatérios da relacdo 260/280, ou apesar de valores satisfatérios, a analise
qualitativa destas amostras ndo demonstrou presenca de DNA, o que sugere uma
contaminagao com proteinas.

A relagao 260/280 seguiu padroes de escolha com base nos estudos de
Abdulla et.al (2022), Lucena-Aguilar et al. (2016) e Yi et al. (2020), deste modo, foi
atribuido que os valores considerados para uma boa extragao estariam em torno de
1,6 a 1,9, com valores ideais mais proximos de 1,8. Ademais, de acordo com
Lucena-Aguilar et al. (2016) se a relagao 260/280 obtida for de valores inferiores ou
iguais a 1,6 (1,6), isto pode indicar a presenga de proteinas, fenol ou outros
contaminantes que absorvem fortemente ou préximo de 280 nm.

Os valores selecionados conforme a relagdo 260/280 condizem com os
dados propostos nos estudos de Funabashi et al. (2012); Rivero et al. (2012) e Yi
et al. (2020), com valores em torno de 1,8 +0.1, nas espécimes de rim, figado e

baco. Nao foram observados estudos com dados de materiais FFIP de espécimes
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de cérebro sem neoplasias ou acometimento por doencas, bem como, espécimes
de mandibula descalcificadas com acido nitrico a 10%.

Além da relagao 260/280, para uma eventual amplificacdo do DNA através
da reacdo em cadeia da polimerase, € necessario que a concentracdo do DNA
extraido esteja acima de 100 ng/uL (Abdulla et.al; 2022), valor obtido por todas as
extragdes consideradas satisfatorias com base na relacdo 260/280, o que vai de
acordo com valores observados nos estudos de Yi et al. (2020), com valores entre
150 e 230 ng/pyL. Vale destacar que neste estudo, a partir das amostras
selecionadas, o menor valor de rendimento foi de 248,6 ng/uL, observado na
amostra de rim (RII) do protocolo lll.

Alguns tecidos possuem maior degradagao talvez em virtude de nao haver
uma padronizag¢ao no processo de fixagdo com formol a 10%, ja que este fixador é
descrito como agravante em danos ao DNA (A Steiert et al., 2023; Do et al., 2015;
Doty et al., 1971; Douglas et.al; 1998; Hoffman et al., 2015) em decorréncia da
necessidade de fixar os tecidos e imediatamente apds a fixacédo iniciar seu
processamento, entretanto, devido a demora natural do processamento, € instituido
a necessidade do acumulo de amostras para entdo realizar o processamento,
neste processo de espera algumas amostras ficam um tempo acima do necessario
(>24h) em contato com o formol.

Neste trabalho ndo foi possivel observar valores satisfatérios de extragao de
DNA nas espécimes de cérebro e mandibula, a partir da andlise da relagao
260/280. As espécimes de cérebro utilizadas foram fixadas no formol por tempo
nao determinado, visto que, especificamente, estes blocos, nao possuiam data de
obtencdo da espécime e tempo de fixacdo. O que pode acarretar nos danos ja
previstos, da exposi¢cao continuada ao formol (Funabashi et al., 2012; Turashvili et
al., 2012), deste, modo, essa variavel talvez possibilitou que nenhum dos
protocolos fosse capaz de extrair DNA nessas amostras. Além disso, as espécimes
de cérebro, ao contrario das demais, sao obtidas de orgaos humanos, o que difere
ao comparar os dados com as outras espécimes, originadas de modelos murinos.

Em relacdo a mandibula, um tecido descalcificado, espécimes que sofrem a
descalcificacdo com acidos fortes, como a mandibula, sofrem danos a estrutura do
DNA (Alers et.al; 1999; Bauer, 1988; Singh et al., 2013; Zoledziewska et al.,

2002),além disso Singh et al. (2013) ja descreve que mesmo o uso do agente
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quelante, o EDTA, ao combina-lo com o &acido cloridrico, um acido forte; seu
desempenho tanto em relacdo ao rendimento quanto a integridade foi
significativamente prejudicado. Deste modo, considerando o contexto do laboratorio
na qual foi desempenhado este trabalho, a padronizacdo da descalcificagdo dos
tecidos segue o uso do acido nitrico a 10%, o que afeta consideravelmente nos

danos sofridos pelo material genético.

5.4 ANALISE QUALITATIVA DO RENDIMENTO DA EXTRAGCAO

ApoOs a analise quantitativa e qualitativa das amostras piloto, conforme
demonstrado nos Apéndices F a M foi padronizado que era necessario a utilizacao
do gel de agarose a 2%, com marcador de 50 pares de base (pb), além disso, foi
utilizado uma corrente de 100 mA e 80 volts, durante 90 minutos.

As amostras utilizadas foram selecionadas com base nas analises
qualitativas (valores da relagdo 260/280 entre 1,6 e 1,9 e valor em ng/ul acima de
100) e estao dispostas na Tabela 6. Os resultados das analises qualitativas estao
expostos nas Imagens 5 e 6. E importante notar, que o padréo de eletroforese das
amostras FFIP é de um tecido fragmentado, com raras aparicbes de bandas,
conforme apontado por Kalmar et al., 2000; Libdrio et al., 2005; Yi et al., 2020. Os
padrdes eletroforéticos dos estudos citados, estao dispostos nos Anexos F, G e H,
respectivamente.

Foram correlacionados os dados da analise quantitativa e qualitativa e foi
possivel observar que nem sempre, os valores adequados da razao 260/280 iriam
refletir em um padrdo visivel de eletroforese, mesmo que sendo um padrao
fragmentado. Isto se justifica no fato de algumas amostras apresentarem um baixo
rendimento, seja na propor¢ao ng/ul ou na proporgao ng/mg.

Nesta fase, como esperado, as amostras de cérebro e mandibula, que nao
haviam obtidos resultados satisfatorios na analise quantitativa, nao obtiveram
nenhum padrdo eletroforético, considerando-as novamente como amostras sem

extracdo de DNA.



Tabela 6: Amostras selecionadas com base na relagéo 260/280 e valor em ng/ul
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Protocolo Espécime Cdodigo 260/280 ng/ul ng/mg
Protocolo | Figado Fl 1.73 660,4 2540,0
Protocolo | Figado Fll 1.74 847,8 2649,3
Protocolo | Figado Fll 1.74 1668,5 5214,0
Protocolo | Figado FIV 1.73 1012,9 3165,3
Protocolo | Baco Bl 1.74 1245,0 5659,0
Protocolo | Baco BlI 1.75 1667,6 6948,3
Protocolo | Bago BIIl 1.74 1822,1 7592,0
Protocolo | Baco BIV 1.72 661,1 4131,8
Protocolo | Rim RI 1.73 353,1 1605,0
Protocolo | Rim RII 1.72 215,3 1076,5
Protocolo I Rim RI 1.73 1120,3 746,9
Protocolo 11l Figado F1 1.70 1161,7 1464,3
Protocolo Il Figado F2 1.67 14514 1273,1
Protocolo 11l Figado Fll 1.60 599,0 641,7
Protocolo Il Bago B2 1.66 1642,0 1172,8
Protocolo 11l Bacgo Bl 1.61 1621,6 723,9
Protocolo Il Rim RI 1.76 819,5 727,3
Protocolo Il Rim RII 1.63 248,6 2741
Protocolo IV Figado Fl 1.74 530,11 1262,1
Protocolo IV Figado Fll 1.66 1575,60 3692,8
Protocolo IV Baco Bl 1.63 1043,00 1490,0
Protocolo IV Baco BII 1.63 1029,10 1715,2
Protocolo IV Rim RI 1.64 991,90 1771,3
Protocolo IV Rim RII 1.79 1753,20 3130,7

Fonte: Elaboragao propria, 2024
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Como esperado, as amostras analisadas qualitativamente,
apresentaram um padrdao de degradacao do DNA. No entanto, apesar disto, a
maioria das amostras selecionadas durante a avaliagdo quantitativa, apresentam
resultados satisfatorios nesta etapa. As amostras depositadas no gel de agarose
da Imagem 5, correspondem aos protocolos | e || e as amostras depositadas no
gel de agarose da Imagem 6, correspondem aos protocolos Il e IV.

Na Imagem 5, as amostras indicadas de 2 a 13 foram extraidas pelo
protocolo |, de 2 a 5, € possivel observar as amostras de figado, de 7 a 10, as
amostras de baco e de 12 a 13 as amostras de rim. As amostras de figado e bago
extraidas pelo protocolo |, apresentam o padrédo degradado, porém, com uma
concentragéo elevada de material com valores por volta de 100pb (indicado pela
intensidade de cor verde), o que se associa com seus valores de rendimento
acima de 600 ng/ul.

Em contrapartida, as amostras de rim, indicadas de 12 a 13,
demonstraram um padrdo degradado, porém sem predominancia de intensidade
de cor, compativel com uma extragao ineficiente e com pouco material, isto se
justifica pois seus valores de rendimento estdo abaixo de 400 ng/ul. A amostra
indicada em 15 foi extraida pelo protocolo Il e apresenta o padrao de
degradagao, porém sem a possibilidade de identificar uma maior prevaléncia de
material em alguma quantidade de pares de base.

Na Imagem 6 as amostras de 2 a 8, foram extraidas pelo protocolo llI,
e as amostras de 10 a 15 extraidas pelo método IV. De antemao, sem observar
as espécimes, ao comparar os dois protocolos € possivel perceber que as
amostras do protocolo IV apresentam um padrao eletroforético, com intensidade
de cor compativel com valores acima de 100pb. Na imagem, de 10 a 11, é
possivel observar as amostras de figado, de 12 a 13, as amostras de bago e de
14 a 15 as amostras de rim.

Por outro lado, as amostras do protocolo Ill, apresentam padroes
diversos de tamanho e intensidade. Ao correlacionar os dados com a analise
quantitativa, é possivel perceber que os valores da razdo 260/280 se aproximam
de 1,6, o que Lucena-Aguilar et al. (2016) ser uma indicagdo da presenca de
proteinas, fenol ou outros contaminantes. Destaco uma observacgao feita durante

o processo de padronizacdo deste protocolo, era possivel observar que processo
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de desparafinizagdo por micro-ondas era incompleto e dificultava o acesso ao
tecido devido ao bloqueio com o anel de parafina, o que resultou em valores
alterados e um padrédo nao satisfatério nas analises quantitativa e qualitativa,

compativel com uma contaminagéo, possivelmente, por parafina.
5.5 SELECAO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO

Com base nos dados obtidos e, considerando que todas espécimes
passaram pelo mesmo processo de desparafinizagcdo, salvo o protocolo lll; foi
possivel determinar que os protocolos com padrao eletroforético mais homogéneo
e maior quantidade de amostras extraidas eram os protocolos: I, Il e IV. E
importante ressaltar que a variagdo metodoldgica com auxilio micro-ondas, nao
obteve diferencas significativas em relagéo aos protocolos sem seu uso. Seguindo
com a analise de dados, os protocolos com valores da razdo 260/280 mais
préximos de 1,8 e maiores rendimentos em ng/ul e ng/mg, encontravam-se nas
amostras extraidas pelos protocolos | e IV. A comparacao entre estes protocolos

esta disposta na Tabela 7.

Tabela 7: Comparacgao dos resultados dos Protocolos | e IV

PROTOCOLO | PROTOCOLO IV
CODIGO | 260/280 ngluL ngimg tel'i‘;Z° CODIGO | 260/280 ngluL ng/mg teﬁ‘;2°
FI 173 6604 25400 18h FI 174 5301 12622  36h
Fil 174  847.8 26494  18h Fil 166 15756 36928  36h
Fill 174 16685 52141  18h BI 163 10430 44700  36h
FIV 173 10129 31653  18h BII 163 10291 51455  36h
BI 174 12450 56591  36h RI 164 9919 17713  36h
BII 175 16676 69483  36h RII 179 17532 3130,7  36h
Bill 174 18221 75921  36h
BIV 172 6611 41319  36h
RI 173 3531 1605  18h
RIII 172 2153 10765 18h

Fonte: Elaboracao prépria, 2024

Ao analisar e comparar os dados quantitativos e qualitativos das amostras

dos protocolos | e IV, conforme exposto nas Imagens 5 e 6, foi possivel observar
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que todas as amostras extraidas apresentaram fragmentacédo do DNA, conforme
esperado para tecidos FFIP. Além disso, o padrdo de tamanhos, mesmo
fragmentados, se manteve semelhante entre as espécimes extraidas. Por fim, foi
possivel observar que, mesmo, com a degradagao, as amostras dos protocolos | e
IV apresentaram padrdes de intensidade de cor acima de 50 pb.

A partir disto, foram comparados os resultados destes protocolos, conforme
expresso na tabela 7 e foi possivel observar que apesar dos resultados dos
protocolos | e IV serem satisfatorios, houve destaque entre eles. Assim, o protocolo
I, demonstrou 0 menor tempo maijoritario de etapa de lise em relagdo ao protocolo
IV; o protocolo | possuiu mais valores com proximidade de 1,8 na relagdo 260/280;
o protocolo | possuiu os melhores valores de rendimento ng/uL e ng/mg, chegando
a cerca de 1822,1 ng/uL e 7592,1 ng/mg.

Com essas interpretagcdes, o Protocolo |, método de extragcdo por fenol-
cloroférmio, foi padronizado e escolhido como melhor método para extracdo de
DNA em tecidos FFIP, de acordo com as condi¢des experimentais do laboratério
de Imunopatologia experimental (LABIPEX). Destaca-se a necessidade de ensaios

futuros com reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

6 CONCLUSAO

e Foi possivel padronizar a técnica de desparafinizacdo em tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina (FFIP);

e Foi possivel padronizar a técnica de extragdo de DNA em tecidos parafinados
n&o-descalcificados;

e N&o foi possivel padronizar a técnica de extracdo de DNA em tecidos

parafinados e descalcificados.
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APENDICE A: PROTOCOLO DE DESPARAFINIZAGAO
PADRONIZADO

Derreta a parafina incluida no tecido, remover o tecido do cassete e clivar em

quenos tramanhos

Adicione 1000 pL de Xilol aquecido em banho maria a 60°C

. Coloque tubos no banho maria a 60°C por 15 minutos

Agiterapidamente em vértex e centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos

. Verta o tubo cuidadosamente

. Realize os passos de 2 a 5 mais 2 vezes, totalizando 3 lavagens

Adicione 1000 pL de alcool absoluto a temperatura ambiente

Agite em vortex por 1 minuto e centrifugue a 14.000 rpm por 5 minutos
Despreze o sobrenadante

. Realize os passos de 7 a 9 mais 2 vezes, totalizando 3 lavagens
Adicione 1000 pL de alcool 90° a temperatura ambiente

Agite em vortex e centrifugue a 14.000 rpm por 5 minutos

Despreze o sobrenadante

Adicione 1000 uL de alcool 80° a temperatura ambiente

Agite em vortex e centrifugue a 14.000 rpm por 5 minutos

Despreze o sobrenadante

Adicione 1000 uL de alcool 70° a temperatura ambiente

Agite em vortex e centrifugue a 14.000 rpm por 10 minutos

Despreze sobrenadante

Remova o maximo de alcool residual com pipeta e inverta em papel toalha
Adicione 1000 pL de agua destilada estéril

Agite em vortex e centrifugue a 14.000 rpm por 10 minutos

Despreze o sobrenadante

Inverta o tubo em papel toalha até sair o maximo de agua e inicie a extragao
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APENDICE B: PROTOCOLO DE EXTRAGAO | PADRONIZADO

1. Adicione 1000 pl de solugao tampao de extracao

Agite em vortex vigorosamente e centrifugue a 12.000 rpm por 3 minutos
Descarte o sobrenadante

Adicione 1000 pl de tampao de extracao

Adicione 100 pl SDS 20%

o a0 k~ w DN

Adicione 20 pl de proteinase K (20 mg/mL)

N

Coloque tubos no banho maria a 56°C por 12 a 24h ou até clarificar amostra

8. Incube a 95°C, durante 10 minutos, para a inativagao da proteinase K residual e

de proteinas contaminantes.
9. Adicione 500 ul de fenol cloroférmio-alcool isoamilico
10.Agite em vortex vigorosamente
11.Mantenha os tubos a temperatura ambiente por 15 minutos
12.Centrifugue a 8000 rpm por 15 minutos
13.Recupere a fase aquosa e adicione 500 pl de cloroférmio-alcool isoamilico
14. Centrifugie a 8000 rpm por 15 minutos

15. Recupere a fase aquosa e transfira para novo tubo e repita as etapas 13 a 15

novamente

16. Adicione 100 pl de acetato de sédio 3M a temperatura ambiente

17.Adicione 1000 ul de isopropanol resfriado

18. Misture por inversdes suaves e armazene a -20°C por 1 hora ou overnight
19. Centrifugue a 15.000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante (verter)
20. Adicione 1000 pul de alcool a 70° resfriado

21. Agite em vortex e centrifugue a 15.000 rpm por 10 minutos

22. Despreze o sobrenadante e evapore o alcool residual invertendo o tubo em

papel toalha

23. Ressuspenda o pellet em 50 yl de agua nuclease free e armazene em a -18°C
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APENDICE C: PROTOCOLO DE EXTRAGAO Il PADRONIZADO

1. Adicione 1000 ul de solucédo tampao de extragao
Agite em vortex vigorosamente e centrifugue a 12.000 rpm por 3 minutos
Descarte o sobrenadante

Adicione 1000 pl de tampao de extracao e 100 ul SDS 20%

o b~ DN

Adicione 20 pl de proteinase K (20 mg/mL)
6. Coloque tubos no banho maria a 56°C por 12 a 24h ou até clarificar amostra

7. Incube a 95°C, durante 10 minutos, para a inativagao da proteinase K residual e

de proteinas contaminantes.
8. Adicione 500 pl de fenol cloroférmio-alcool isoamilico
9. Agite em vortex vigorosamente
10.Mantenha os tubos a temperatura ambiente por 15 minutos
11. Centrifugue a 8000 rpm por 15 minutos
12.Recupere a fase aquosa e adicione 500 pl de cloroférmio-alcool isoamilico
14. Centrifugu e a 8000 rpm por 15 minutos

15. Recupere a fase aquosa e transfira para novo tubo e repita as etapas 13 a 15

novamente

16. Adicione 100 pl de acetato de sd6dio 3M a temperatura ambiente

17.Adicione 1000 ul de isopropanol resfriado

18. Misture por inversdes suaves e armazene a -20°C por 1 hora ou overnight
19. Centrifugue a 15.000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante (verter)
20. Adicione 1000 ul de alcool a 70° resfriado

21. Agite em vortex e centrifugue a 15.000 rpm por 10 minutos

22. Despreze o sobrenadante e evapore o alcool residual invertendo o tubo em

papel toalha
23. Ressuspenda o pellet em 50 pl de agua nuclease free

24. Armazene em congelador a -18°C
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APENDICE D: PROTOCOLO DE EXTRAGAO Il PADRONIZADO

O material desparafinado e clivado foi depositado em um microtubo de 2,0 mL

1.
2.

9.

Adicione 1.200 uL do tampao de lise feche e vede os tubos com parafiime

Leve os tubos ao micro-ondas, submetendo-os a cinco pulsos de 10 segundos

cada, na poténcia maxima (720W), para fundir a parafina

Centrifugue por 10 minutos a 15.000 rpm, ficando a parafina depositada como

um anel nas paredes dos tubos
Transfira o tecido, presente no sobrenadante, para outro tubo limpo

Adicione 200 pL do tampéo de lise e incube os tubos a 42°, durante 24 horas e

mais 3 horas a 56°C.

Apos a digestdo completa do tecido e clarificagdo da amostra, os tubos devem

ser incubados a 95°C, durante 10 minutos
Adicione 200 uL de solug¢ao de acetato de aménio 8M, pH 8,5, a cada tubo

Agite durante 20 segundos por inversao e centrifugue a 15.000 rom durante 5

minutos, a temperatura ambiente, para a precipitagao das proteinas.

Transfira sobrenadante para um tubo limpo e repita as etapas 7 a 9

10. Adicione 600 uL de isopropanol gelado

11.Agite suavemente e incube overnight a -20°C.

12.Centrifugue a 15.000 rpm durante 10 minutos, para precipitacdo do DNA

13.Despreze o sobrenadante e inverta os tubos sobre papel-toalha para retirar o

liquido residual.

14. Adicione 600 pL de etanol a 70% gelado

15. Centrifugue a 15.000 rpm durante 10 minutos, para purificar o DNA

16.Inverta os tubos sobre o papel toalha para secar.

17.Ressuspender o precipitado contendo o DNA purificado em 150 uL de agua

DNAse free, incubando por 30 minutos a 65°C para dissolugao completa.

18. Armazene a -18°C
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APENDICE E: PROTOCOLO DE EXTRAGAO IV PADRONIZADO

1. Adicione 1.000 pL do tampéo de de extracao

2. Agite em voértex e centrifugue a 10.000 rpm (desprezando o sobrenadante ao

final)

3. Adicione 500 pL de tampao de extracdo com 20 pL de proteinase K

(20mg/mL) ao tecido previamente macerado e agite os tubos em vortex

4. Incube a 56 °C por pelo menos 3 horas ou overnight, com adigao eventual de

20 pL de proteinase K a cada 24 horas.

5.  ApoOs a digestdo completa do tecido e clarificagdo da amostra, os tubos
devem ser incubados a 95°C, durante 10 minutos, para a inativacdo da proteinase

K residual e de proteinas contaminantes.

6. Adicione 500 pL de solucdo de acetato de aménio 8M, pH 8,5, a cada tubo e

homogeneize durante 20 segundos por inversao.

7.  Centrifugue a 15.000 rpm durante 5 minutos, a temperatura ambiente, para a

precipitacdo das proteinas.

8. Adicione 600 uyL de isopropanol gelado ao sobrenadante obtido, agitando

suavemente e incubando overnight a -20°C.

9. Apos este periodo, centrifugue os tubos a 15.000 rpm durante 10 minutos,
para precipitacdo do DNA, o sobrenadante deve ser desprezado e os tubos

invertidos sobre papel-toalha para retirar o liquido residual.

10. Adicione 600 pL de etanol a 70% gelado e centrifugue os tubos a 15.000 rpm
durante 10 minutos e inverta-os sobre o papel-toalha a fim de evaporar o alcool

residual.

11. Ressuspenda o precipitado em 150 pl de agua nuclease free incubado por

30 minutos a 65°C para dissolugao completa do pellet

12. Armazene a -18°C
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ANEXO A: PROTOCOLO DE DESPARAFINIZAGCAO DESCRITO POR Kawatta et

1.

al. (2010)

Realizar 10 cortes histolégicos de aproximadamente 3-10 um e inserir cortes

em microtubo de 2 mL

o o A~ w b

10.
11.
12.
13.

Adicionar 1200 pL de Xilol

Colocar os tubos 15 minutos a 37°C na estufa

Agitar em vértex por 1 minuto

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos

Desprezar sobrenadante

Repetir os passos 2 a 6 mais duas vezes, totalizando 3 lavagens
Adicionar 1200 uL de alcool absoluto

Agitar em vortex por 1 minuto

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos

Remover Alcool com Pipeta

Repetir os passos 8 a 11 mais duas vezes, totalizando 3 lavagens

Deixar os tubos abertos na estufa a 37°C por 10 minutos
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ANEXO B: PROTOCOLO DE EXTRAGAO I DESCRITO POR Pereira et al. (2009)

1. Realize a microtomia de 5 secg¢oes de 20 um e realize a desparafinizagao
2. Apos resfriamento, foram adicionados 500ul de solugao tampao de extragao
3. Adiciona-se 100 pl SDS a 10%

4. Adiciona-se 1 mg/ml de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, California, USA),

5. Aguardar a digestdo a 56°C por 72 horas ou até a clarificagdo da amostra ->
Subsequentemente, foi feita a inativagao da proteinase K por aquecimento em 95°C

por 10 minutos.

6. O DNA foi extraido adicionando-se a esta solugdo o0 mesmo volume de solugéo
de

fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1).
7. Esta mistura foi agitada em vortex e centrifugada por 5 minutos a 8.000 rpm

9. A fase aquosa foi recuperada, onde foi adicionado 1000ul de solucdo de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) seguido do procedimento anteriormente descrito

para recuperacao da fase aquosa.

10. Foram acrescentados 100 ul de acetato de sodio 3M

11. Foram acrescentados 1000 ul de isopropanol resfriado

12. Agitar vigorosamente em vortex e armazenar a -20°C por 24 horas
13. Centrifugar solugao por 30 minutos a 12.000 rpm, sob refrigeracéao.

14. O pellet obtido foi lavado com 500 ul de etanol 70% refrigerado, centrifugado 15
minutos em 15.000 rpm

15. Apds evaporacgao do etanol em temperatura ambiente, o pellet foi reconstituido

em 50 pl de agua ultrapura.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

ANEXO C: PROTOCOLO DE EXTRAGAO Il DESCRITO POR Souza (2018)

. Utilizar 5-8 cortes histologicos de 3 micrémetros cada

. Adicionar cortes a microtubos de 1,7 mL

. Utilizar método de desparafinizacao

. Adicionar a amostra seca 1000 uL de tampao de extragao

. Adicionar 5 uL de proteinase K (10mg/mL)

. Manter as amostras aquecidas a 55°C por 3 horas

. Adicionar 1500 pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:21)
. Inverter suavememte por 5 minutos

. Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos

Transferir sobrenadante para outro tubo

Adicionar 1500 uL de cloroférmio-alcool isoamilico ao sobrenadante
Inverter suavememte por 5 minutos

Adicionar 1000 uL de alcool gelado

Centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos

Desidratar DNA na estufa a 60°C

Ressuspender DNA em 500 pL agua Milli-Q estéril

77
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ANEXO D: PROTOCOLO DE EXTRAGAO Il DESCRITO POR Fernandes et al.

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

(2004)

200 pL de tampao de lise foram adicionados aos tubos contendo os espécimes

de tecido parafinado.

Os tubos foram bem fechados, vedados com parafilme, levados ao forno de
micro-ondas e submetidos a cinco pulsos de 10 segundos cada, na poténcia

maxima, para fundir a parafina (700W)

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos, a 14.290 rpm,

ficando a parafina depositada como um anel nas paredes dos tubos.

O tecido parcialmente digerido, presente no sobrenadante, foi transferido para

outro tubo limpo.

Adicionar 200 yL de tampéao de lise e os tubos foram incubados em banho-

maria, durante 24 horas, a 42°C, e mais 3 horas a 56°C.

Apos a digestdo completa do tecido, os tubos foram incubados a 95°C, durante
10 minutos, para a inativagcdo da proteinase K residual e de proteinas

contaminantes.
Adicionar 200 uL de solucéo de acetato de amédnio 6M, pH 8,5, a cada tubo

Agitar durante 20 segundos por inversao e centrifugar a 14.290 rpm durante 5

minutos, a temperatura ambiente, para a precipitacdo das proteinas.
Transferir sobrenadante para um tubo limpo

Adicionar 600 pL de isopropanol gelado, agitar suavemente e incubar durante a
noite a -20°C.

Centrifugar a 14.290 rpm durante 10 minutos, a 4°C, para precipitagdo do DNA
Desprezar o sobrenadante

Inverter os tubos sobre papel-toalha para retirar o liquido residual.

Adicionar 600 uL de etanol a 70% gelado

Centrifugar a 14.290 rpm durante 10 minutos, a 4°C, para purificar o DNA

Inverter os tubos sobre o papel-toalha e deixar abertos por 15 minutos para

secar.

Ressuspender o precipitado contendo o DNA purificado em 100-200 pL de
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agua ultrapura (MilliQ) estéril, incubando por 30 minutos a 65°C para dissolucéo

completa.

18. Armazenar a -20°C.
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ANEXO E: PROTOCOLO DE EXTRAGAO IV DESCRITO POR Rivero et al. (2006)

1. Apb6s a desparafinizacdo, as amostras foram colocadas em 200-400 pL de

tampao de digestéo e proteinase K a (0,5mg/mL)

2. A digestao foi realizada por 3-5 dias a 55-60 °C, com substituicdo diaria de

proteinase K

3. Quando a digestdo de proteinas foi considerada adequada, a proteinase K foi

inativada por calor a 95 °C por 10 minutos

4. Apos a inativagdo da proteinase K, os microtubos receberam 200 yL de solugdo

estoque de acetato de aménio a 4M

5. Os microtubos foram agitados vigorosamente por 20 segundos em alta

velocidade, incubados em gelo por 5 minutos
6. Centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos

7. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, e 600 uL de isopropanol foram

adicionados.

8. Centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos
9. O pellet de DNA foi lavado em etanol a 70%.
10. Centrifugados a 12.000 rpm por 1 minutos
11. O sobrenadante foi descartado.

12. O DNA foi dissolvido em 30-50 pL de solugao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 e
EDTA 1 mM, pH 8) e mantido a 4 °C
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ANEXO F: PADRAO DE ELETROFORESE DE DNA DE TECIDOS FFIP (Libério et al., 2005)
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