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Resumo

Introdugdo: Alguns fatores, como a presenga de
substdancias inibidoras e degradagdo do DNA, podem
contribuir para a falha na detec¢do de genes, através
da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir
de DNA extraido de material parafinado. A dilui¢do
do DNA frequentemente pode reduzir o numero de ini-
bidores e contaminantes e ainda assim conter DNA
suficiente para a amplificagdo em PCR. Objetivo:
Avaliar a influéncia da dilui¢do de solugoes de DNA
extraido de material parafinado na amplificagdo por
PCR do gene p-globina humana. Material e método:
Foram utilizados 30 blocos parafinados de carcino-
mas epidermoides de orofaringe referentes a pacien-
tes diagnosticados e tratados no Centro de Oncologia
Bucal da FOA-UNESP. A extragdo do DNA foi reali-
zada com o sistema QIAamp DNA minikit (Quiagen).
O DNA obtido foi quantificado e avaliado quanto a
pureza por espectrofotometria. Dois grupos foram
formados com diferentes quantidades de DNA, sendo
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que o Grupo I foi constituido pelo DNA originalmente
extraido e o Grupo Il com o mesmo DNA, porém di-
luido com adicdo de dagua ultrapura. Foi realizada a
PCR utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para
p-globina. Resultados: No Grupo 1, 33,33% das amos-
tras foram positivas para o gene f-globina, enquan-
to no Grupo 11, 23,33% foram positivas. Conclusdo:
Neste estudo, a diluicdo do DNA extraido de material
parafinado ndo alterou estatisticamente a quantidade
de amostras positivas por PCR para o gene f-globina,
embora os resultados obtidos sugiram que esta seja
uma das formas de aumentar a eficacia do método de
amplificagdao por PCR.

DESCRITORES

Reagdo em cadeia da polimerase. Inclusdo do teci-
do. Carcinoma de células escamosas.

INTRODUCAO

Com o avancgo técnico-cientifico da biologia mo-
lecular, vérias técnicas tém sido disponibilizadas nos
ultimos anos, sendo que, com o auxilio da técnica da re-
acdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir de 1985,
ocorreu uma revolucdo na analise de acidos nucleicos.
Com isso, 0s materiais de arquivos tornaram-se uma
importante fonte de pesquisa de DNA pela patologia
molecular. Soma-se a este fato o inestimavel valor des-
se tipo de analise para estudos epidemiologicos retros-
pectivos®,

Devido aos exames histopatologicos rotineiramen-
te realizados, os tecidos parafinados sdo as principais
fontes de material bioldgico de arquivo. No entanto, a
dificuldade em detectar o DNA pela PCR em espécimes
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fixados em formol e incluidos em parafina tem sido re-
latada®.

Alguns fatores podem contribuir para a falha na
realizagdo da PCR com DNA extraido de material
parafinado, como a presenga de substancias inibido-
ras da enzima DNA polimerase'”!® e a degradagdo do
DNA!'*!8_ que pode ocorrer devido ao tempo entre a re-
mogao cirurgica do tecido e a fixagdo, tipo de fixacdo e
duracdo da fixagao’.

A dilui¢ao do DNA pode reduzir o nimero de ini-
bidores ¢ contaminantes numa reagdo ¢, ainda assim,
manter DNA suficiente para a amplificagdo por PCR*.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a influ-
éncia da diluicdo do DNA extraido de material parafi-
nado na amplifica¢do pela PCR do gene da B-globina
humana.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Aragatu-
ba (FOA-2006-01177). Neste estudo, foram utilizados
30 blocos parafinados de carcinomas epidermoides de
orofaringe, originalmente fixados em formol a 10%, re-
ferentes a pacientes diagnosticados e tratados no Centro
de Oncologia Bucal da Unidade Auxiliar da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba, UNESP.

Foram obtidos de trés a seis cortes histologicos dos
blocos de acordo com o seu tamanho, de modo que o
material coletado pesasse aproximadamente 25 mg sem
excesso de parafina. Este material foi acondicionado
em tubos de polipropileno de 1,5 mL. Aos tubos foram
adicionados 1.200 mL de xilol, sendo os mesmos agita-
dos em vortex durante 1 minuto e centrifugados a velo-
cidade de 14.000 rotag¢des por minuto (rpm) durante 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e adicionaram-
se 1.200 mL de alcool absoluto. Os tubos foram agita-
dos em vortex durante 1 minuto e centrifugados a velo-
cidade de 14.000 rpm durante 5 minutos. O alcool foi
removido com pipeta e os tubos permaneceram abertos
durante 10 minutos na estufa a 37°C para evaporagao
completa do alcool. Em seguida, foi realizada a extra-
¢do do DNA com o sistema de extracdo QlAamp DNA
minikit (Quiagen®) conforme instrugdo do fabricante,
obtendo-se volume final de 100 mL de solu¢do de DNA
purificado.

A quantidade e a pureza do DNA gendémico foram
determinadas pela densidade oOptica em espectrofoto-
metro (NanoDrop® ND- 1000 UV-VIS). Neste momen-
to, foram formados dois grupos, sendo que no Grupo I
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foi utilizado o DNA originalmente extraido e, no Grupo
II, o mesmo DNA foi diluido com acréscimo de agua
ultrapura, para padronizar concentragdo do DNA em 10
ng/mL; contudo, devido as variagdes de pipetagem, as
concentra¢des variaram de 10 a 29 ng/uL.

Os componentes para PCR com volume final de
25 mL foram: agua ultrapura q.s.p. (Invitrogen Life
Technologies™, Brasil); 2,5 mL de tampao de PCR
10X (10 mM de Tris-HCI pH 8 e 50 mM de KCl (In-
vitrogen Life Technologieso, Carlsbad, CA, EUA);
4mM de MgCl, (Invitrogen®); 0,25 mM de dNTPs (de-
soxiribonucleotideo 5°- triophosphates — dATP, dCTP,
dGTP e dTTP — GE Heathcare, Piscataway NJ, EUA);
15 pmol de cada oligonucleotideo (PCO4/GH20 - In-
vitrogen©®); 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen).
Apoés a mistura, em outra sala de procedimentos e sob
fluxo laminar, foram adicionados 5 mL do DNA de
cada amostra. Controles positivo e negativo foram uti-
lizados em todas as reagdes.

As reacdes foram conduzidas em um termoci-
clador com a seguinte programacado: desnaturagdo
inicial a 95°C/10 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C/1 minuto, hibridizagao a 65°C/1
minuto e extensao a 72°C/2 minutos, seguidos de ex-
tensdo final a 72°C/8 minutos. Os produtos de PCR
para o gene P-globina (268 pares de base) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados em brometo de etidio, visualizado sob luz
ultravioleta ¢ documentado com Sistema Kodak Di-
gital Sciencel D®.

REesuLTADOS

No Grupo I, 10 amostras de 30 (33,33%) foram po-
sitivas (amostras 1, 2, 3, 5, 15, 16, 18, 21, 27 ¢ 30) para
a amplifica¢ao do gene p-globina (Figura 1), sendo que
a concentracdo das amostras variou de 58,79 a 585,91
ng/mL, com média de 151,94 ng/mL, e a razdo 260/280
variou de 1,52 a 2,1 (Tabela 1). Cabe ressaltar que cada
amostra foi quantificada trés vezes e os valores supra-
citados representam a média. No Grupo II, 7 amostras
de 30 (23,33%) foram positivas (3, 12, 18, 21, 24,29 ¢
30) para a amplificagdo do gene B-globina (Figura 2),
sendo que a concentracdo das amostras variou de 10,09
a 28,33 ng/mL, com média de 14,86 ng/mL, e a razao
260/280 variou de 1,47 a 2,06 (Tabela 1). Das 10 amos-
tras positivas do Grupo I, quatro também foram positi-
vas no Grupo II. Das sete amostras positivas no Grupo
II, trés foram negativas no Grupo I. A analise estatistica
revelou que nao ha diferenga significativa entre os gru-
pos (p=0,14).
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 2% corados com
brometo de etidio com resultado da amplificagéo por PCR do

gene da 3-globina (268pb) em 30 amostras parafinadas de
carcinoma epidermoide de orofaringe (1-30), Grupo .
PM: peso molecular de 100pb; Co: controle positivo (sangue

humano); No: controle negativo (sem DNA).
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 2% corados com
brometo de etidio com resultado da amplificacéo por PCR do

gene da -globina (268pb) em 30 amostras parafinadas de

carcinoma epidermoide de orofaringe (1-30), Grupo II.
PM: peso molecular de 100pb; Co: controle positivo (sangue

humano); No: controle negativo (sem DNA).

Tabela 1
Quantidade e pureza do DNA gendémico

Grupo |: amostras originais ng/pL 260/280 Grupo lI: amostras diluidas ng/pL 260/280
1 132,5 1,52 1 10,09 1,63
2 233,97 1,86 2 18,65 1,95
3 70,52 1,88 3 10,3 1,89
4 75,4 1,68 4 12,33 1,62
5 88,4 1,82 &) 14,15 1,47
6 100,8 1,72 6 13,24 1,6
7 70,71 1,76 7 10,58 1,67
8 161,49 1,84 8 17,34 1,82
9 72,97 1,73 9 12,23 1,77
10 239,12 1,78 10 11,63 1,84
11 208,08 1,95 11 13,48 1,82
12 121,48 1,95 12 12,61 2,06
13 247,87 1,95 13 11,51 1,77
14 154,82 1,69 14 11,43 1,76
15 86,65 1,73 15 17,45 1,85
16 81,49 1,72 16 16,84 1,64
17 58,79 1,57 17 12,66 1,64
18 121,17 1,86 18 13,38 1,83
19 78,08 1,71 19 12,85 1,92
20 111,51 1,85 20 16,04 1,73
21 158,49 1,91 21 17,67 1,92
22 147,6 1,84 22 17,1 1,67
23 130,52 1,74 23 16,69 1,69
24 182,2 1,97 24 16,14 1,91
25 381,99 1,89 25 27,79 1,72
26 65,08 1,88 26 11,36 1,89
27 170,27 1,94 27 17,21 1,86
28 128,08 1,82 28 11,96 1,97
29 585,91 1,79 29 12,9 1,9
30 92,11 2,1 30 28,33 1,87
Média 151,94 1,81 Média 14,86 1,79
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DiscussAo

Neste trabalho, ndo houve diferenca estatistica-
mente significativa nos resultados de positividade
quanto a amplificagdo por PCR do gene da B-globina
em amostras parafinadas. A literatura aponta uma gran-
de diversidade na quantidade do DNA utilizada para
a realizacdo da PCR. Ha relatos apenas do volume de
DNA utilizado sem referéncia a sua concentra¢do'!’, e
apenas sobre a quantidade de DNA sem referéncia ao
volume*'>"7, estudos em que o volume e a quantidade
do DNA sdo descritos**1321:3 ¢, finalmente, estudos
onde foi realizada a dilui¢@o pura e simples do DNA
sem a padronizagdo da concentragdo de DNA.

Ap0s a diluigdo do DNA obtido a partir das amos-
tras, a média da concentragdo das amostras foi de 14,86
ng/mL, considerando-se que utilizamos 5 mL de volu-
me na PCR, e a média de DNA utilizada foi de 74,3 ng.
Estes valores estdo proximos aos utilizados por autores
que obtiveram 55% de amostras amplificadas', indice
superior ao do presente trabalho, que foi de 23,33% de
positividade para amplificagdo do gene -globina. Vale
lembrar que segundo An e Fleming', quantidades me-
nores que 50 ng de DNA em reagdes de PCR podem
causar falhas na amplificacdo deste gene.

Considerando que a diluigdo do DNA frequente-
mente reduz o numero de inibidores e contaminantes e
ainda assim possui DNA suficiente para a amplificagdo
em PCR?*, era de se esperar uma melhora na taxa de
amplificacdo, pois a média de concentragdo DNA do
Grupo [ foi de 151,94 ng/mL e do Grupo II de 14,86 ng/
mL, ou seja, praticamente 10 vezes menor. Por outro
lado, alguns autores consideram que um grande aumen-
to na quantidade de DNA nao influencia na taxa de am-
plificagdo, desde que use uma concentragado de até 2000
ng de DNA por reagao’.

A quantidade de material parafinado para iniciar a
extragdo de DNA ndo parece ser essencial para o su-
cesso da PCR, pois existem bons resultados com cortes
histologicos de 5, 10 ou 100 um'2. Vale ressaltar que
a quantidade de tecido utilizada na etapa da extragdo
do DNA foi padronizada em 25 mg, de acordo com as
orientacdes do fabricante do sistema de extracdo de
DNA QIAamp DNA minikit (Quiagen). Grandes quan-
tidades de tecido podem conter grandes quantidades
de inibidores da PCR'>!¢, desta forma uma quantidade
maior que 25 mg poderia prejudicar a extracdo de DNA
de boa qualidade. Um trabalho relata que a qualidade do
tecido, neste caso representado pela celularidade, é que
deve ser o fator determinante para avaliar a quantidade
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de tecido necessaria para iniciar a extragdo'. No pre-
sente trabalho, os blocos de tecidos parafinados foram
avaliados por meio de cortes histologicos previamente
a coleta do material e foi confirmada a existéncia de
neoplasia, que consiste em tecido extremamente celula-
rizado, o que resulta em um bom material para realizar
a extracdo do DNA.

Alguns autores consideraram que a detecgdo de
fragmentos maiores do que 200 pares de base ndo ¢
obtida com sucesso a partir de material parafinado'?,
porém outros autores referem ter conseguido 6timos
resultados com fragmentos acima de 400 pb?. No
presente trabalho, utilizou-se o gene B-globina em
fragmento de PCR com 268 pares de bases e houve
dificuldade de amplificagdo, porém em estudo ante-
rior obteve-se 85,7% de amplificagdo pelo mesmo
método®. Ainda segundo Cao et al.*, a amplificagio
de um gene, levando-se em consideragdo seu tama-
nho, depende do método de extragdo utilizado. Fato-
res como a presenga de substancias inibidoras'’ e a
degradagdao do DNA pelas substancias fixadoras dos
tecidos, tais como o formol, podem ter influencia-
do a taxa de detec¢dao do gene B-globina no presente
estudo.

Outra tentativa de melhorar a eficiéncia de ampli-
ficagdo da PCR poderia ser a troca do método de extra-
¢do e purificagdo do DNA, pois, nesta etapa, incluem-se
passos que objetivam reduzir a concentragdo residual
de proteinas e componentes da membrana que possam
inibir a atividade da Taq polimerase'®. Alguns autores
relatam que o método fenol cloroférmio apresenta me-
lhores resultados quando comparado ao sistema ora
empregado *°.

Apesar de a analise de absorbancia (260/280) das
amostras serem compativeis com percentuais encontra-
dos na literatura ?, a quantidade de amostras positivas
foi muito baixa. A diminuicdo da quantidade de DNA
no ensaio visando a diminuir o excesso de substancias
inibidoras foi tentada. Isto é frequente na extracdo de
DNA a partir de amostras de sangue, pois a diluigdo
do DNA também diminui os ions Fe++ que sdo com-
petidores dos ions Mg++, necessarios a agdo da DNA
polimerase’!!.

Apesar de nao ter sido estatisticamente signifi-
cativo, o presente trabalho apontou a diminui¢do da
taxa de amplificagdo positiva do gene estudado. O
insucesso pode ter ocorrido em razdo da degrada-
¢ao do DNA das amostras, assim como em outros
trabalhos>".
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No Grupo I, seis amostras positivas com DNA ori-
ginalmente extraido ndo foram amplificadas ap6s a di-
lui¢@o, demonstrando que a dilui¢do ndo foi a melhor
forma para aumentar a quantidade de amostras positi-
vas amplificadas por PCR.

Por outro lado, cabe ressaltar que trés amostras
positivas do Grupo II ndo haviam sido amplificadas
utilizando-se o0 DNA do Grupo I. Isso indica que a me-
nor quantidade de DNA pode conter menos inibidores

tentativa de aumentar o nimero de amostras positivas
por PCR.

CoNncLusAo

A dilui¢do do DNA extraido de material parafina-
do ndo alterou estatisticamente a quantidade de amos-
tras positivas por PCR para o gene B-globina, embora
os resultados obtidos sugiram que esta seja uma das
formas de aumentar a eficacia do método de amplifi-

e favorecer a PCR, tornando a diluicdo uma opg¢ao na cagdo por PCR.

ABSTRACT

Evaluation of DNA dilution extracted of paraffin-embedded material for PCR amplification

Introduction: Several reasons may lead to the failure of polymerase chain reaction (PCR) using DNA purified
from paraffin-embedded materials: presence of inhibitors and degradation of target DNA. DNA dilution will often
reduce the concentration of potential inhibitors and still contain enough DNA to allow PCR amplification. Objec-
tive: To evaluate the dilution influence of DNA purified from paraffin-embedded materials on p-globin PCR ampli-
fication. Material and Method: Paraffin-embedded blocks from 30 patients with oropharynx squamous cell carci-
nomas, diagnosed and treated at the Oral Oncology Center were selected. DNA extraction was performed using
OlAmp minikit (Quiagen). DNA was quantified and evaluated for purity by spectrophotometer analysis. Two groups
were _formed with different amounts of DNA: group I had the originally extracted DNA and group Il had the same
DNA, however diluted with ultrapure water addition. PCR was performed in both groups using oligonucleotides for
human B-globin gene. Results: For Group I, amplification of the p-globin gene sequence was successful in 33.33%
of the samples and for Group 11, in 23.33%. Conclusion: Dilution of the DNA extracted of paraffin-embedded mate-
rials did not modify statistically the amount of positive samples p-globin gene amplified in PCR, although the results

suggest that this is a way to increase the method for efficacy amplification of PCR.

DESCRIPTORS

Polymerase chain reaction. Tissue embedding. Carcinoma, squamous cell.
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