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Situacao clinica

Sindrome Mielodispldasica
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Situacao clinica
T

Sindrome Mielodispldasica

Dados do SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results) — 2007 — 2011

4,9 casos por 100.000 habitantes (COGLE, 2015)

0,14 caso por 100.000 habitantes/ano — idade menor que 40 anos

36 casos por 100.000 habitantes/ano — idade maior que 80 anos (SEKERES,
2010




Situacao clinica

Sindrome Mielodisplasica

*sDoenga rara
**Doenca prioritariamente de idosos

**Dificuldades de
amostras de medula dssea

obten¢do de



Situacao clinica — Amostras de FFPE

Banco de amostras

y ¥EE

FFPE — Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded tissue
sections

v'Representam uma valiosa e extensa fonte de
material para pesquisa biomédica;

v'"Método nao invasivo;

v'Diversificado diariamente nos laboratérios de
patologia clinica;

v'Possibilidades gendmicas, transcriptdmicas e
protedmicas.
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Extracao de Acidos Nucleicos — in house

SDS, Trizol, Mercaptoetanol, Guanidina-
tiocianato

Lise Celular

TRIZOL, Fenol, Guanidina tiocianato,

Separagdo dos Componentes Cloroférmio, Alcool Isoamilico

Celulares

Precipitagdo de DNA/RNA Isopropanol, Etanol
Lavagem de DNA/RNA Etanol 75%

Ressuspensdo ddH,0-DEPC / TE



Extracdo de Acidos Nucleicos — Kits

interphase: DNA



Effect of Fixatives and Tissue Processing on the Content
and Integrit}’ Of N'I_]_C]_eic ACidS The American Journal of

PATHOLQGY

| Pathobiolo

Mythily Srinivasan, Daniel Sedmak, Scott Jewel"[F B4

Processo de fixacdo do tecido com formaldeido:
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Effect of Fixatives and Tissue Processing on the Content

.ﬂnd Inte I'i Of NUC].eiC ACidS The American Journal of
Bty PATHOLOGY
Mythily Srinivasan, Daniel Sedmak, Scott Jewell"[F8 =41 pdlEsauonalEaobiclosy
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Hoffman et al. Formaldehyde Crosslinking: A Tool for the Study of Chromatin Complexes. DOI 10.1074/jbc.R115.651679



Tecido

Amostras
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Sabemos das

. . Entdo, o que precisamos
consequéncias do

saber para a obtengdo

processamento tecidual
. ) destes alvos?
nas biomoléculas...

Qualidade da amostra!



FFPE — Qualidade da extracao

Pensando em um uso futuro de amostras FFPE...
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Critérios de avaliacao

1.

2.

Tipo de amostra
Manipulagao da amostra
Fixacao tecidual
Parafinizacao

Coloracéao

Tempo de armazenagem



FFPE — Qualidade da extragcao
Tipo de amostra

Cada tecido tem uma funcao fisiolégica especifica e € unico no que diz respeito

a sua estrutura e composicao célular.

Variagao da
Velocidade

I

Degradacao
Inducao
Modificagao das
Biomoléculas

Histo!

Os procedimentos para
remocao e fixacdo do tecido
devam ser feitos o mais rapido
possivel



FFPE — Qualidade da extragcao
Tipo de amostra

Tecido tumoral
_— Nao s&o distribuidas de forma homogénea

TECIDO MAMARIO

% Diferentes padroes de expressao génica
s Diferentes perfis de expressao proteicas
% Provavel diferencas nos padroes de

mutacoes
FIBROADENOMA

Células saudaveis



FFPE — Qualidade da extracao
Manipulacao da amostra

Preocupacao com a amostra desde o procedimento cirurgico

—

Menor tempo possivel

Tempo

Tempo

Possibilidades de autélise

Fixagcdo do

Alteragoes na expressao génica e

tecido

proteica

\ _ Sugere-se o registro do tempo

cirurgico e do tempo de fixagcao pés
Menor tempo possivel ciru rgia_



FFPE — Qualidade da extragcao
Fixacao tecidual

Solucdo de Formol a 10% onde pode conter 3.7% de

Fixacao de tecidos !
formaldehyde como também entre 1—-1.5% de methanol

% Solucdo de Formalina nédo s Crosslinks
tamponada ou acida { A \
‘:’ = |in ) ( ) (
Soluggo  de  Formalina v DNA <—> RNA <——> PROTEINAS
Neutra tamponada > 5

Trés fatores sao importantes quanto a extensao da fixacao tecidual e a qualidade da
obtencao do acido nucléico:

Espessura da amostra Volume da solugédio Duragdo do processo
de tecido de formalina de fixagdo




FFPE — Qualidade da extragcao
Fixacao tecidual

[ Espessura da amostra de tecido |

f Espessura do tecido

Cortes <4mm Orgéos inteiros

785pb
613pb
400pb
206pb
96pb

Ahlfen et al. (2007). Determinants of RNA quality from FFPE samples. PloS ONE 12, e1261.

Formol 1 mm por hora

Velocidade de penetracao

Evitar a fixagado excessiva na periferia e
a falta de fixacdo no centro.

Degradagao de RNA em amostras de
tecido com tamanho superior a 1cm;

Sugere-se a fixacéo de tecidos com, no
maximo, 5 mm de espessura



FFPE — Qualidade da extragcao
Fixacao tecidual

[ Volume da solugdo de formalina ]

o 10: 1 Fixac&o ideal

il

L FORL _19}6' i

tVqume tFixagéo tontrole da amostra
Expressao génica e protéica



FFPE — Qualidade da extragcao
Fixacao tecidual

[ Duracdo do processo de fixagdo ]

Fixacao tecidual = maximo de 24 horas para evitar a fixacao excessiva

20h fix. /-> Amplificacdo
a

1010 nt
785 nt
. 613 nt
9 400 nt
206 nt

I Q& nt

72h fix.

kDa

175=—

83 ==
62—
48—

33—

25—

Liver

1h

3h 6h

%h

---_-___. —

15h 24h

36h 48h

migéo e

quantidade de
expressao proteica

Ahlfen et al. (2007). Determinants of RNA quality from FFPE samples. PloS ONE 12, e1261.



FFPE — Qualidade da extragcao

C O O O S
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Parafinizacao
Processamento histoldgico
60°C/30min.
I Il 1} | Il ]|
\ J
| |
Diafanizacao Parafinizacao

Desidratacao

| de alta qualidade nao diluidos com agua, e
' a duragdo e temperatura de todo o processo
+ de incorporagcdo devem ser otimizadas para
permitir a desidratacdo completa. :

I H,O residual I
l\) Manuten

I Protedlise I

)

cao da integridade
proteica



FFPE — Qualidade da extragcao
Parafinizacao

Processamento histoldgico

60°C/30min.

|

Parafinizacao

Inclusao

Diferentes tipos de parafinas demandam distintos tipos de temperatura de fusao

tAIta T°C de fusdo t Alta T°C de aquecimento t Degradagao da amostra

Para recuperacéo de acidos nucleicos e proteinas » Parafina de baixo ponto de fusao



FFPE — Qualidade da extragcao
Coloracéao

Evitar ao maximo coloracées das amostras de FFPE
Azul de metileno - MAMA

Degradacgao

Insumos para

DNA

RNA

Proteinas

Coloracdo de Nissl
Cresil Violeta




FFPE — Qualidade da extragcao
Tempo de armazenagem

Blocos de FFPE devem ser idealmente armazenados quanto a temperatura

Temperatura Degradacao DNA/RNA/Proteinas

Comparacgao de distintas temperaturas de armazenamento na integridade de RNA

12 months

Tp 4°C RT 37°C

Spleen

3 dias po6s FFPE

Ahlfen et al. (2007). Determinants of RNA quality from FFPE samples. PloS ONE 12, e1261.
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FFPE — Qualidade da extragcao
Tempo de armazenagem

RNA e DNA

miR-29

Heart

Kidney

/\Maior recuperagao

1

Liver Brain

small RNA

Frequentemente fragmentado

@ Menor rec

OT=0
OT = & months, 25°C
BT = & months, 37°C




FFPE

Como proceder para a obtencao de
biomoléculas a partir de amostras FFPE?

—

Patente




Punch ou Slides?

Area: 3 x 3mm | Corte: 10-20um
Inicial: 10mg/amostra I Inicial: 4x10um/amostra
Maximo: 25mg/amostra - Maximo: 2x20pum/amostra



Desparafinizacao

/ DNA /RNA \ / Proteinas \
Digestdo com proteinase K; Xileno Heptanos
Xileno Heptanos Aquecimento Western-bloting D.PAGE

KDay 4 i 3 & % i m -
— :
. - 3 B
TheSCIENC f.i—"lﬂi"’ ajmmu wE U::i :,U:i
@ Maior eficiéncia
; /

\_
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Desparafinizacao
1

/ Deparaffinization Solution

(Qiagen — #19093)

ssUtilizada para extracdo de DNA/RNA ——— - ”l
de amostras FFPE;

**Uso simulténeo com Proteinase K;

**Parafina condensa na parede do tubo
ou no sobrenadante.

&‘Separagao por pipetagem /




AllPrep DNA/RNA FFPE Kit
Qiagen

ssPara purificacdo simultanea de DNA
genémico e RNA total (incluindo small
RNA) a partir de secg¢des de tecido
fixadas com formalina e embebidas em
parafina (FFPE) a partir de um método de
solubilizacao com patente pendente.

[ Seccoes ] [ Colunas ] [D:'?AE':A/ ]

[ E otimizado para reverter o maximo possivel de modificagéo de formaldeido sem ]
maiores degradagoes de DNA e RNA




AllPrep DNA/RNA FFPE Kit
Qiagen

Bind total RNA Bind genomic
DNA
Total RNA

]
AllPrep DNA/RNA FFPE Procedure

FFPE tissue sections

Remove paraffin and Genomic DNA
dry, then lyse with
proteinase K digestion
l Treat with
Cool on ice and then centrifuge DNase, then Wash
to obtain RNA-containing wash
supernatant and

DNA-containing pellet

r’d R

Incubate Lyse pellet with
supernatant proteinase K

at 80°C digestion, then
l l incubate at 90°C

Elute @% Elute
Eluted RNA Eluted DNA



FormaPure Total
Beckman Coulter

Centrifugagao

= 2 B & “Para purificacdo simultanea de
' ' - DNA gendémico e RNA total
(incluindo small RNA) a partir de

seccoes de tecido fixadas com v
formalina e embebidas em parafina >
(FFPE) a partir de um método de
solubilizacao com patente pendente. -
[ Secgdes ] [ Mo ] [DNA/RNA] S —

Mantém acidos nucleicos de integridade mais alta para dar suporte a sensibilidade
aprimorada das aplicagoes de sequenciamento de proxima geracdo (NGS).




FormaPure RNA Total
Beckman Coulter




RNA

TRANSFER

BND

SEPARATE

FormaPure DNA Total
Beckman Coulter

WASH SEPARATE DNASE TREATMENT BIND SEPARATE WAH

SEPARATE



Quick-DNA/RNA FFPE Miniprep Kit
Zymo Research

*Processamento Facil: Solucido de Desparafinizacio
incluida para remocdo simples de parafina. Nao é
necessario uso de Xileno.

(@ “*Recuperacao melhorada: Uso de digestao (Proteinase
~A OO R K) e de calor garantem a recuperagao maxima.
ZYMO RESEARCH T

The Fewury of Soicmoe ix do Make Thiwgs Simpie =
\

«+Alta Qualidade: DNA n&o reticulado e RNA livre de
DNA estao prontos para todas as aplicagdes posteriores,
incluindo PCR, Next-Gen Sequencing, etc.

[ Secgoes ] [ Colunas ] [ DNA/RNA ]

As quimicas Unicas do produto foram otimizadas para a recuperagdo maxima de DNA
e de espécies de RNA (complexos ou de regulagdo).




Quick-DNA/RNA FFPE Miniprep Kit
Zymo Research

FFPE Tissue
Co-Purification Deparaffinization Parallel Purification
\

Proteinase K Digestion

P @

Total Nucleic Acid DNA RNA
DMNA & RNA in Cne Fraction DNA & RNA in Separate Fractions
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Estudos Genomicos

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

EpaTac® e PIPR
Lyais 12 (48]

EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit




Estudos Transcriptomicos e Protedmicos

Erz:, RNeasy FFPE Kit

Qproteome FFPE Tissue Kit

IQVKJ miRNeasy FFPE Kit




Reflexoes

Limitacoes das pesquisas com FFPE:
0 Falta de interesse dos Laboratérios de Patologia Clinica por pesquisa cientifica;

O TCLE - blocos sao de propriedade do paciente;

0 Guarda dos blocos por 5 anos (Resolugao CFM n° 1.472, de 10 de margo de
1997, e o Parecer CFM n°® 13/94) — estudos de epidemiologia molecular.

O Blocos danificados (punch ou slices??);

O Alto custo dos estudos em Biologia Molecular.



Douvidas?

Contatos:
howard.junior@pesquisador.cnpq.br
Laboratério de Citogenomica do Cancer
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
Universidade Federal do Ceara

Laboratério de
Citogendmica
do Cancer



