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RESUMO

INTRODUCAO: Sabe-se 0 quio importante sdo as amostras de DNA para avaliacdo de tecido tu-
moral. Tendo em vista que atraves da sua integridade pode-se ter bons resultados para analises de
mutacdes génicas. OBJETIVO: Avaliar a qualidade do DNA obtido a partir de material tumoral
emblocado em parafina de pacientes com cancer colorretal. METODOS: A populacio alvo foi com-
posta por 132 pacientes com cancer colorretal admitidos para tratamento oncol6égico no Hospital Har-
oldo Juacaba. O estudo foi realizado no setor de patologia do Hospital Haroldo Juagaba/Instituto do
Cancer do Ceara (HHJ/ICC), onde foram analisadas as informag6es dos laudos anatomopatologicos,
revisdo de prontudrios fisicos e eletrénicos e revisdo de ldminas histologicas para demarcacdo da area
tumoral. RESULTADOS: Na seguinte pesquisa ficou evidenciado que dos 132 pacientes identifica-
dos como portadores de algum tipo de cancer colorretal, observou-se que foi possivel obter DNA
viavel para analise somente de 56 amostras. CONCLUSAO: Foi relatado que a absorcio de DNA
depende do solvente usado. As solucGes acidas representardo a propor¢do de 260/280 em 0,2 a 0,3,
enquanto uma solugdo bésica representara a propor¢do em 0,3. Portanto, se comparar a proporcao
260/280 para diferentes amostras de DNA.
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1. INTRODUCAO

Para o Brasil, estimam-se, para cada ano do triénio de 2020-2022, 20.520 casos de cancer de
célon e reto em homens e 20.470 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de
19,63 casos novos a cada 100 mil homens e 19,03 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2021). A
incidéncia é maior na faixa etéria entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de desenvolvimento au-
mentam a partir dos 40 anos.

O cancer colorretal esta entre o terceiro tumor com maior frequéncia nos paises desenvolvidos,
possuindo importante componente genético. Segundo os dados do INCA (2021) a taxa de mortalidade
se encontra como a segunda maior, portanto cerca de 39% dos casos de CCR situam-se no reto.

Os fatores prognosticos do cancer colorretal possuem multiplas variaveis que podem interca-
lar com o estado clinico da doenca. A andlise e 0 mapeamento do genoma humano em conjunto ao
desenvolvimento de técnicas moleculares permitem que sejam feitas analises genémicas, tendo em
vista que o cancer advém de mutacdes génicas (LOSSO, et al., 2012).

A instabilidade de microssatélites (MSI) possui como definicdo a alteracdo do sequencia-
mento repetitivo do DNA, quando a extragdo de células em determinados tumores ocorre pode-se
observar que esse sequenciamento apresenta alteragfes no numero de unidades repetidas que pode
suceder em um ou mais microssatélites (LOSSO, et al., 2012).

A correcdo para determinadas alteracfes acontece atraves de algumas proteinas com fungéo
de realizar reparos, pois, 0 DNA esta sempre sofrendo modificacdes, portanto esse reparo tem como
principal funcdo manter a integridade do DNA. Essas proteinas sdo produzidas a partir de genes
conhecidos como MMR (PINHO, 2002).

Nestes tumores, a deficiéncia nas enzimas de reparo da via de mal pareamento (MMR), tais
como MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, resulta em um fendtipo conhecido como instabilidade de mi-
crossatélites (MSI). MSI é reconhecida como uma das principais vias carcinogénicas do cancer col-
orretal, tumor que pode fazer parte da sindrome de Lynch (LS). A identificacdo do MSI no cancer
colorretal é importante, pois 0 MSI pode servir como uma ferramenta de triagem para detectar LS,
um marcador prognostico para o desfecho do paciente e um marcador preditivo para a resposta a
quimioterapia e a imunoterapia (DE' ANGELIS et al., 2018).

O complexo MMR é responsavel por reconhecimento e correcdo de diversoserros de
pareamento de bases nitrogenadas do DNA e a auséncia de alguma dessas proteinas interfere nessa

correcdo aumentando significantemente a predisposicéo ao cancer em decorréncia do estabelecimento
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de instabilidade microssatélite (SINICROPE, 2019). Tal deficiéncia pode ser decorréncia de mu-
tacOes génicas inativadoras da expresséo das proteinas de reparo. Nesse sentido, os dados de imuno-
histoquimica merecem ser correlacionados com a presenca de mutacdes em genes de reparo de DNA
que afetem a sua expressédo (BLUME-JENSEN et al., 2015).

Deficiéncia ou inativacdo de uma ou mais vias de reparo levam ao aparecimento de novos
alelos que ndo estdo presentes no DNA normal, sendo chamado “fenétipo de instabilidade de mi-
crossatélites” (“fendtipo MSI”) ou “fenotipo de erro de replicagdo”. Microssatélites sdo pequenas
sequéncias de repeticdes sucessivas dispersas pelo genoma de mamiferos. As unidades de repeticéo
variam de 1 a 4pb de tamanho e a sequéncia inteira de uma repeticdo tipica € menor do que 100pb de
comprimento (BOWCOCK et al., 1993; JIAN-HUA et al., 2005).

2. OBJETIVO
Avaliar a qualidade do DNA obtido a partir de material tumoral emblocado em parafina de
pacientes com cancer colorretal atendidos em um centro de referéncia para tratamento oncoldgico.

3. METODO

Casuistica

A populacéo alvo foi composta por 132 pacientes com cancer colorretal admitidos para trata-
mento oncoldgico no Hospital Haroldo Juagaba. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa sob nimero de protocolo: CAAE 74549317.0.0000

Local de Estudo

O estudo foi realizado no setor de patologia do Hospital Haroldo Juagaba/Instituto do Cancer
do Ceara (HHJ/ICC), onde foram analisadas as informacdes dos laudos anatomopatologicos, revisao
de prontuérios fisicos e eletronicos e revisdo de laminas histologicas para demarcacgdo da area tumoral.
A partir destas demarcaces, foram realizadas as extragdes de DNA, utilizando a amostra bioldgica
oriunda da area tumoral.

Na sequéncia o0 DNA foi extraido a partir de cortes dos tecidos fixados em formalina e con-
servados em parafina (FFPET), de acordo com instrugdes do kit Cobas DNA Sample Preparation.

Extracdo de DNA. (Tumoral).

As amostras de tecido tumoral (resultantes de biopsia, ou mastectomia) fixadas em parafina

(FFPE — Formalin-fixedparaffinembedded) foram feitos cortes histologicos com Spum de espessura
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para confeccionar laminas histoldgicas. O DNA serd extraido a partir das células fixadas. As laminas
foram primeiramente desparafinizadas em Xilol e alcool e 0 DNA foi extraido usando o Kit de Ex-
tracdo de DNA de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As amostras de tecido tumoral (resultantes de biopsia, ou mastectomia) fixadas em parafina
(FFPE — Formalin-fixedparaffinembedded) foram feitos cortes histolégicos com Sum de espessura
para confeccionar 1dminas histoldgicas. O DNA sera extraido a partir das células fixadas. As laminas
foram primeiramente desparafinizadas em Xilol e alcool e 0 DNA foi extraido usando o Kit de Ex-

tracdo de DNA de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 132 pacientes identificados como portadores de algum tipo de cancer colorretal, obser-
vou-se que foi possivel obter DNA viavel para analise somente de 56 amostras.

A medicdo de RNA é conduzida medindo a absor¢éo ultravioleta a 260 nm e 280 nm. O cél-
culo da concentracdo de RNA ¢ baseado na absorbancia a 260 nm. Além disso, a pureza do RNA é
julgada como a propor¢do de 260 nm/280 nm e uma baixa proporcdo indica contaminagdo por
proteina. (Okamoto T, Okabe S.)

Antes de usar amostras de DNA em técnicas analiticas, a qualidade e a usabilidade devem ser
determinadas por meio de indicadores de qualidade de DNA, que incluem pureza e integridade do
DNA. A proporcéo de absorcdo a 260 e 280 nm € usada para avaliar a pureza do DNA.3Uma propor-
céo de ~1,8 ¢ geralmente aceita como “pura” para o DNA.4Se a proporcdo for consideravelmente
menor (<1,6), pode indicar a presenca de proteinas, fenol ou outros contaminantes que absorvem
fortemente a ou perto de 280 nm. Pelo contrario, como as leituras de absor¢ao ndo podem discriminar
entre DNA e RNA, a presenca de RNA pode levar ao aumento da proporc¢éo e essa possibilidade deve
ser considerada para evitar a quantificacdo excessiva do DNA. (Lucena-Aguilar G, Sanchez-Ldpez
AM, Barberan-Aceituno C, Carrillo-Avila JA, Lopez-Guerrero JA, Aguilar-Quesada R.)

5. CONCLUSAO
Foi relatado que a absorcdo de DNA depende do solvente usado. As solucdes acidas repre-
sentardo a propor¢do de 260/280 em 0,2 a 0,3, enquanto uma solugdo basica representara a propor¢ao
em 0,3. Portanto, se comparar a proporc¢do 260/280 para diferentes amostras de DNA, é importante
aranti 0 pH e a forca ibnica dos tampdes de eluicdo usados sejam 0os mesmos. Além disso, a
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absorbancia a 260 nm e os valores de 260/280 sdo reprodutiveis quando o tampéo de baixo teor de
sal é usado como tamp&o de eluigdo, mas ndo agua. E de suma importancia citar que o DNA pode se
fragmentar, pode ocorrer também uma necrose, dificultando entdo a qualidade desse DNA, assim
como um bom pré analitico pode auxiliar na qualidade desse DNA, antes de emblocado o material,
um formol tamponado também insere-se na qualidade, lembrando que estes materiais emblocados
foram recebidos pela primeira vez em 2008, portanto € um material cujo tempo ja esta transpassado.

A quantidade e a qualidade desse DNA ficam comprometidos, devido ao tempo de arma-
zenamento do tumor emblocado em parafina, logo a qualidade e a quantidade ficam reduzidas e com-
prometidas, 0 que impacta nas analises genéticas, muitas das vezes até inviabilizando essas analises.
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