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Resumo

A Sequenciacao de nova geracao (Next-generation sequencing (NGS)) refere-se a uma
tecnologia de sequenciacao de alto rendimento. O uso da NGS especificamente aplicada a
caracterizacao de tumores salidos, enfrenta desafios significativos devido a natureza dos tecidos
disponiveis para andlise. O Tecido Fixado em Formol e Impregnado em Parafina (TFFIP) é o
método mais utilizado para preservar a morfologia histoldgica, os cidos nucleicos e as proteinas
para fins de diagndstico. O objetivo deste trabalho foi a avaliacao da influéncia dos fatores pré-
analiticos a que os tecidos estao sujeitos no Laboratdrio de Histologia do Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra (IPOC). Os resultados deste estudo mostraram que a duracao de fixacao, o
tipo de processamento, a drea tumoral e o periodo de arquivo dos blocos de parafina impactam
na quantidade e qualidade de ADN recuperado de TFFIP. Desta experiéncia conclui-se que a
duracao de fixacao dos tecidos nao deve ultrapassar os quatro dias. O processamento que menos
compromete a quantidade e qualidade de ADN foi aquele em que o agente diafanizador foi o xilol
e deve ser utilizada parafina com ponto de fusao que nao ultrapasse os 62°C. Efetivamente, os
fatores pré-analiticos devem, sem qualquer duvida, ser bem controlados de modo a garantir que

estudos moleculares posteriores nao sejam comprometidos.

Palavras-chave: Sequenciacdo de Nova Geracao (NGS), Acido desoxirribonucleico (ADN), Tecido

Fixado em Formol e Impregnado em Parafina (TFFIP), Fatores pré-analiticos



Abstract

Next-generation sequencing (NGS) refers to massive high-performance sequencing technology.
The use of NGS, specifically for solid tumors, faces significant challenges due to the very nature
of tissues available for analysis. The Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded (FFPE) is the
method of choice when it concerns preserving histological morphology, nucleic acids, and
proteins for diagnostic purposes. Our aim was to evaluate which and how pre-analytic factors
impact on the quantity and quality of the recovered DNA in the context of our lab. Our results
showed that time of fixation, tissue processing, tumoral area and period of archive play a role on
both the quantity and quality of the recovered DNA. We found that time of fixation should not be
longer than four days. Using xylol and paraffin with a fusion point not higher than 62°C produced
the bestresults in terms of quantity and quality of recovered DNA. Altogether, our results showed
that pre-analytic factors do play an important role and should be tightly controlled to assure that

downstream molecular analysis is not compromised.

Keywords: New Generation Sequencing (NGS), Deoxyribonucleic acid (DNA), Formalin-Fixed and

Paraffin-Embedded (FFPE), Preanalytical Factors
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1. Introducao

0 aumento do conhecimento da biologia tumoral e a constatacao que, de facto, as alteragoes
moleculares sao modeladoras do crescimento tumoral e podem levar a resisténcia e
suscetibilidade as terapéuticas, fez com que a identificacao e caracterizacao das mesmas seja
pertinente.

A Sequenciacao de nova geracao (Mext-Generation Sequencing (NGS)) foi rapidamente adotada
nos laboratdrios clinicos pois permite o estudo de vdrios genes, ou regides de genes, num unico
teste de uma forma simples, rapida e econdmica, quando comparada com a Sequenciacao de
Sanger. Outra vantagem desta técnica é de necessitar de quantidades minimas de Acido
DesoxirriboNucleico (ADN), podendo ser obtido de diferentes amostras bioldgicas, incluindo
Tecido Fixado em Formol e Impregnado em Parafina (TFFIP) (1-4).

A NGS é uma tecnologia de sequenciacao massiva de alto rendimento que permite realizar e
recolher dados de milhares de reacoes de sequenciacdo simultaneas gerando uma quantidade
sem precedentes de informacdo genética. Posteriormente, a informacao genética obtida é
submetida a uma analise bioinformatica realizada através da comparacao com sequéncias
referéncia do genoma. Esta andlise permite inferir se as variantes detetadas sao vdlidas e qual o

seu significado clinico (1,5,6).
1.1. Sequencia¢do de Nova Geragao - A Técnica

O fluxo de trabalho da técnica NGS compreende 3 etapas: (i) construcao da biblioteca; (ii) reacao
de sequenciagao; (iii) andlise de dados (Figura 1). Todos estes passos sao de extrema importancia
e devem ser feitos de uma forma rigorosa uma vez que a NGS é uma técnica muito sensivel.

Embora os protocolos de construcao da biblioteca variem consoante o tipo de plataforma NGS a
ser utilizada, esta envolve dois passos principais: a fragmentacao do ADN molde em fragmentos
de tamanho adequado (normalmente 200-500 pares de base (pb)); e a ligacdo de um adaptador
que contém uma cadeia de ADN modificada associada a um barcode. Este ultimo permite que a
sequenciacao ocorra, identifica a origem da amostra e que varias amostras sejam reunidas e
sequenciadas simultaneamente (3). A fragmentacao pode ser feita por métodos fisicos,
enzimaticos ou quimicos (7). O tamanho dos fragmentos de ADN-alvo na hiblioteca final é um
parametro importante para a construcao da biblioteca NGS e depende da plataforma de

sequenciacao (3,7).



Construcao da
biblioteca

Reacao de
sequenciacao

Anadlise de dados

Figura1- Etapas da NGS

Antes da reacao de sequenciacao a biblioteca deve ser purificada. Este processo envolve a
remocao de fragmentos de tamanhos indesejados que irao interferir com as etapas de
sequenciacao e de andlise de dados. A quantificacao e avaliacao da qualidade da biblioteca sao
passos importantes e necessdrios (3,5).

Antes da sequenciagao a hiblioteca é convertida em moléculas de ADN de cadeia simples. A
maioria das plataformas NGS requer ainda uma amplificacdo clonal antes da sequenciacao. A
amplificacdo clonal permite obter milhares de cdpias idénticas de um fragmento de ADN
garantindo que o sinal possa ser distinguido do ruido de fundo (7). A amplificacdo clonal implica a
imobilizacao da molécula em cadeia simples sequida por uma reacao em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction (PCR)) da mesma. A quantificacdo de ADN apds esta fase é de
grande importancia e deve ser realizada com equipamento especializado, uma vez que excesso
de ADN pode levar a que haja inibicao da reacao, enquanto que quantidade insuficiente de ADN
pode levar a falhas na PCR o que pode resultar em desequilibrio de alelos ou mesmo falha de
amplificacdo de alelos especificos (5).

A sequenciacao baseia-se no principio de sintetizar uma nova cadeia complementar a partir de
uma molécula molde em cadeia simples. A sequéncia é determinada a medida que as bases sao
incorporadas na nova cadeia. Este método é designado como sequenciacao por sintese (3).

Uma quantidade enorme de dados € gerada pela NGS e a sua correta interpretacao € um grande
desafio. Apds a sequenciacao é produzido um ficheiro de texto que ndo s6 armazena a sequéncia
de nucledtidos como atribui uma pontuacao de qualidade para cada base (text-based format for
storing both a biological sequence and its corresponding quality scores(FASTQ)). Esta pontuacao

reflete a probabilidade da base estar corretamente identificada. A sequéncia obtida é entao



mapeada e alinhada automaticamente recorrendo a ferramentas bioinformaticas, que efetuam a
sua comparagao com sequéncias de referéncia, resultando num ficheiro mapa de alinhamento
binario (Binary Alignment Map (BAM)). O software produz um segundo ficheiro com as variantes
identificadas (Variant Call Format (VCF)) que contém informacdes sobre a variante detetada, a
sua localizacao e o numero de leituras realizadas desse local contendo sequéncias wild-typee
mutadas. Existem diferentes tipos de variantes, cada uma exigindo uma abordagem
computacional diferente para uma identificagao fidvel e especifica (3,7).

A interpretacao destes dados requer conhecimento prévio da regiao de interesse, ou seja, qual a
percentagem da sequéncia alvo que foi efetivamente sequenciada (amplitude de cobertura) e
guantas vezes foi sequenciada cada base (profundidade de cobertura ou de leitura). Existem
muitas ferramentas de anotacao disponiveis e todas fornecem uma descri¢ao do que é conhecido
sobre a variante identificada, disponibilizando hiperligacoes para outras bases de dados curadas
de variantes conhecidas (3,7).

Assim que o conjunto de sequéncias esteja completo, e as variantes tenham sido identificadas, é
importante interpretar os dados tendo em conta o contexto clinico. Se uma variante for
encontrada, é importante saber qual o seu valor clinico. A presenca de uma variante nao é
suficiente para assumir que é clinicamente patogénica e a sua interpretacao vai continuar a
depender do contexto clinico (3). Para uniformizar a interpretacao dos dados obtidos, foram
desenvolvidas orientac6es internacionais, como por exemplo, os critérios do American College of

Medical Genetics (ACMG) (8).
1.2. Sequencia¢ao de Nova Geracao - Tumores sdlidos

0 uso da NGS, especificamente para a identificacao de variantes em tumores sdlidos, enfrenta
desafios significativos devido a natureza dos tecidos disponiveis para andlise. O TFFIP é o
método mais utilizado para preservar a morfologia histoldgica do tecido, os acidos nucleicos e as
proteinas para fins de diagndstico.

Varidveis pré-analiticas, abrangendo todas as fases desde a obtencao da amostra até a andlise,
podem influenciar os resultados obtidos por métodos de diagndstico moleculares afetando, em
dltima andlise, as decisdes de tratamento e, por sua vez, os resultados clinicos (9). Os erros na
fase pré-analitica sao a fonte mais comum de todos os erros ocorridos nos laboratdrios clinicos.

De facto, 60 a 70% dos erros associados ao laboratdrio sao devidos a erros pré-analiticos (10).



Identificar e minimizar os efeitos introduzidos pela variabilidade pré-analitica é dificil, uma vez
que os mesmos podem ser especificos do tipo de amostra bioldgica, da plataforma analitica
utilizada e do alvo molecular/proteico de interesse (11). A implementacao de recomendacdes
para otimizacao dos procedimentos pré-analiticos na rotina do laboratdrio, como por exemplo, a
etiquetagem na colheita, transporte para o laboratdrio, analise, processamento e arquivo da
amostra, podem garantir a qualidade das amostras bioldgicas dos pacientes fornecendo umnovo

nivel de confianca e precisao nos resultados da analise molecular (10).
1.3. Sequenciacao de Nova Geracao - Fatores pré-analiticos

Os fatores pré-analiticos que estao associados ao sucesso da andlise tanto histoldgica como
molecular, incluindo a NGS, nos TFFIP sao: o tempo total de isquemia, o tipo de amostra, duragao
da fixacao dos tecidos, processamento dos tecidos, descalcificacao dos tecidos 6sseos, area
tumoral, fragao celular tumoral, viabilidade tumoral, tempo e condi¢oes de arquivo dos blocos de
parafina TFFIP (figura 2) (2,12,13). Um outro fator que pode afetar os resultados da NGS, e que
deriva dos anteriores, é a quantidade e qualidade dos acidos nucleicos inicial para a construcao

da biblioteca, a primeira e crucial etapa da NGS (13).

eTempo total de isquemia

¢ Tipo de amostra

* Duragdo da fixacdo dos tecidos
eProcessamento dos tecidos

* Descalcificagdo dos tecidos 6sseos
eArea tumoral

eFragdo celular tumoral

e Viabilidade tumoral

* Tempo e condigdes de arquivo dos
blocos de parafina TFFIP

Figura 2 - Fatores pré-analiticos que influenciam a NGS

Duracado total de isquemia

Isquemia é definida como sendo a interrupg¢ao do fluxo sanguineo nos tecidos. A duracao total de
isquemia compreende o periodo de isquemia a quente e o periodo de isquemia a frio. A isquemia
a quente comeca quando ocorre a interrupgao do fornecimento de sangue ao tecido, no decorrer

da cirurgia, para a sua resseccao. A isquemia a frio corresponde ao tempo entre a resseccao do



tecido e oinicio dafixacao (10,14,15). A duracao total de isquemia é amplamente aceite como uma
varidvel importante na analise de macromoléculas, tais como ADN, a partir de amostras de
tecidos. Os efeitos demonstraveis de um atraso na fixacao podem depender da plataforma
utilizada para a andlise dos acidos nucleicos. Os resultados de amplificacao dos acidos nucleicos,
por PCR, em TFFIP, ndo sdo alterados com um tempo de isquemia a frio até 24 horas (17). Uma
vez que nenhuma recomendacao para o tempo de isquemia a frio é o ideal para todos os tecidos,
todas as classes de moléculas, ou todas as plataformas de analise, a recomendacao de uma hora

é considerada como uma orientacao prudente e exequivel (10,12,16,17).

Tipo de amostra

As amostras tumorais podem ser obtidas por resseccao cirdrgica, bidpsias excisionais, bigpsia
por agulha fina e citologias aspirativas por agulha fina. As amostras cirurgicas de resseccao e
biopsias excisionais geralmente fornecem grandes sec¢6es tumorais sendo possivel a obtencao
de uma maior quantidade de acidos nucleicos quando comparadas com amostras de bidpsias por
agulha fina, estando associadas a melhores resultados de NGS (12,13,18). Goswami et al. (2016)
mostraram que as amostras provenientes de resseccao cirurgica e hidpsias excisionais
apresentaram as maiores taxas de sucesso de NGS (97%). A taxa foi reduzida para 80% em

amostras de hidpsia por agulha fina e para 50% nas amostras citoldgicas (18).

Fixacdo dos tecidos

Idealmente, os tecidos devem ser fixados imediata e completamente ap6s serem ressecados
cirurgicamente. A fixacao adequada dos tecidos é fulcral tanto para estudos histoldgicos como
moleculares, pois sem este processo todos os tecidos se degradariam e a analise seria inutil. A
fixacao dos tecidos € o processo pelo qual as células do tecido sao fixadas de um modo fisico e
quimico. Deste modo, as atividades bioquimicas e proteoliticas das células sao bloqueadas para
que as células e/ou tecidos possam nao s6 resistir ao processo natural de degradagao, mas
também a alterac6es morfoldgicas, distorcoes ou decomposicoes que advenham do tratamento
subsequente a que sdo sujeitos (19,20).

Os objetivos da fixacao consistem em: (i) preservar o tecido o mais préximo do seu estado em
vida; (i) evitar alteragdes na constituicao quimica das células; (jii) fixar as proteinas e inativar
enzimas proteoliticas responsaveis pelo fendmeno de autdlise; (iv) prevenir qualquer alteragao

de forma e tamanho do tecido no momento do processamento; (v) tornar o tecido firme a duro;



(vi) prevenir qualquer crescimento bacteriano no tecido; (vii) tornar possivel uma coloragao étima
de modo a manter as relacées microscopicas originais entre células, componentes celulares e
material extracelular com a menor interrupcao da organizacao do tecido (19,21).

A fixacao depende do coeficiente de difusao do fixador e da taxa a qual este reage com os
componentes do tecido. O coeficiente de difusao em uma hora é a distancia em milimetros em
que o fixador penetra no tecido e estd inversamente relacionado com a raiz quadrada do tempo.
Na rotina laboratorial os tecidos sao fixados durante 24 a 72 horas. No entanto, para as analises
moleculares é recomendado um intervalo de 6 a 24 horas (19,20,22). Uma fixacao ineficiente
pode levar a degradacao dos acidos nucleicos ou a uma alteracao na expressao genética em
locais do tecido que nao foram penetrados pelo fixador, enquanto que uma fixacao prolongada
pode resultar em crosslinkingextenso e fragmentacao dos acidos nucleicos (2,9).

Ao escolher um fixador tem de se ter em conta os efeitos que cada fixador causa nos tecidos.
Estes incluem alteracdes moleculares ou perdas nos tecidos fixados, tumefacao ou retracdo dos
tecidos, variagoes na qualidade da coloracao histoquimica e imunohistoquimica, efeito na andlise
molecular e capacidade de manter a estrutura dos organelos celulares. Até a data, nao foi
identificado um fixador universal ouideal (23). Na Anatomia Patoldgica, o fixador de escolha para
a maioria dos laboratdrios tem sido formaldeido tamponado a 10%.

As reacoes do formaldeido com as macromoléculas sao numerosas e complexas. No que diz
respeito ao ADN, o formaldeido inicia a desnaturacao da molécula quebrando as pontes de
hidrogénio entre as cadeias nas regides ricas em Adenina-Timina (AT) do ADN de cadeia dupla,
criando locais de interacao quimica (22). Existem quatro possiveis interacdes do formaldeido
com o ADN: (i) reagao de adicao, em que o formaldeido € adicionado a base do ADN para formar
um grupo de hidroximetilo (metilol -CH2 OH); (ii) reacao electrofilica lenta de N-metilol numa base
de amino para formar uma ponte de metileno entre dois grupos amino; (iii) formacao de locais
apurinicos e apirinicos (sitios AP) através da hidrdlise das ligacdes N-glicosidicas, deixando
residuos livres de purina e pirimidina, respetivamente; (iv) pode causar uma hidrdlise lenta das
ligacoes fosfodiéster, principalmente as ligacdes curtas de polideoxirribose com pirimidina
intacta (22). Todos estes danos interferem tanto com a amplificacao como com a sequenciacao,
e podem levar a artefactos na sequenciacao, tais como a desaminacao de citosina para uracilo
resultando num aumento de alteragdes Citosina>Timina/Guanina>Adenina (C>T/G>A) (24).
Williams et al. (1999), com o objetivo de determinar a presenca e frequéncia de artefactos na

sequéncia de ADN, provocados pela fixacao em formaldeido, compararam os resultados obtidos



na amplificacao por PCR e sequenciagcao de amostras de cancro de células basais com variantes
descritas. Para tal, colheram em espelho amostras de tecido fresco congelado e tecido TFFIP.
Estes autores demonstraram que nas amostras de tecido congelado todos os exoes estudados
foram amplificados, ao contrdrio do observado nos TFFIP, em que nao houve amplificacao num
dos exdes em estudo. Em relagao a sequenciagao verificaram que nas amostras congeladas nao
foram detetadas variantes para além das ja descritas, enquanto que nas amostras TFFIP foram
detetadas alteracoes nao descritas. Os autores sugerem que estas ultimas possam ter sido
devidas a ligacdes cruzadas nos nucledtidos de citosina causadas pela fixacao com formaldeido
e que a Tag-polimerase durante a amplificacao nao reconheca a citosina. Deste modo, em vez de
uma guanina foi incorporada uma adenina (25). Bonnet et al. (2018) obtiveram resultados
semelhantes. Estes autores comparam substituicoes C>T e G>A entre amostras de tecido fresco
congelado e tecido TFFIP, em que o numero de substituicdes foi maior nos TFFIP do que nas

amostras de tecido fresco congelado (26).

Processamento de tecidos

0 processamento dos tecidos é um processo fisico que envolve solu¢des quimicas que reagem
com os espécimes hioldgicos. O principio do processamento é a remocao da agua do tecido, e a
sua impregnacao por outro meio (geralmente parafina) capaz de fornecer o suporte adequado ao
tecido, com a rigidez suficiente para que a microtomia seja possivel. Os passos principais sao
desidratacao, diafanizacao e impregnacao (Figura 3).

A desidratacao remove as moléculas de dgua livres do tecido uma vez que o meio de impregnacao
(parafina) ndo é miscivel com dgua. As capacidades hidrofilicas do agente desidratante
combinadas com um aumento gradual da sua concentracdao vao resultar num deslocamento
lento e constante de dgua livre e a remogao de dgua estrutural ligada (moléculas de agua ligadas
a proteinas por pontes de hidrogénio e que fazem parte da configuracao estrutural dos
aminodcidos). Estes agentes desidratantes vao competir com as moléculas do tecido pela
disponibilidade de moléculas de agua. O periodo de imersao nos agentes de desidratacao varia de
acordo com o tamanho e a permeabilidade do tecido. Se o tecido estiver exposto durante muito
tempo a uma concentracao elevada de agente desidratante pode sofrer uma retracao
significativa. No entanto, se a desidratacao for incompleta o agente de impregnacao nao vai
infiltrar adequadamente no tecido o que vai levar a que haja artefactos nos TFFIP que ficam

sujeitos a degradacao (19,20).
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moléculas de dgua Alcool etilico
livres do tecido
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30 tecido Parafina a 62°C

Figura 3 - Fases do processamento de tecidos

A diafanizacao tem como objetivo a remocao do agente desidratante para facilitar a
impregnacao. Os agentes de diafanizacao devem ser misciveis tanto com os reagentes
desidratantes, para os remover eficazmente, como com o agente impregnador para permitira sua
infiltracao completa.

0 xilol é o agente de diafanizacdo mais utilizado no processamento de tecidos. E um liquido
inflamavel incolor com um odor aromatico caracteristico. Este agente remove rapidamente o
alcool dos tecidos tornando-os incolores. A sobre-exposicao dos tecidos a este agente
diafanizador durante o processamento pode provocar endurecimento dos tecidos. Apesar de ser
o agente diafanizador mais utilizado, o xilol é toxico. Alguns dos efeitos toxicos do xilol incluem
neurotoxicidade aguda, lesdes cardiacas e renais, discrasias sanguineas, eritema cutaneo, pele
seca e descamacao e infecdes secundarias (27). Na tentativa de eliminar o xilol dos laboratdrios
de anatomia patoldgica surgiram muitos agentes diafanizadores alternativos, incluindo
reagentes de limoneno, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, 6leos vegetais (28).

Um destes agentes alternativos é o isopropanol. Este reagente tem baixa acidez, é miscivel com
agua, alcoois e é menos toxico que o xilol. Adicionalmente, ndo compromete a qualidade dos
tecidos para o estudo histoldgico. Metgud et al. (2013) compararam amostras de tecido fixadas
em formaldeido processadas em dois protocolos de processamento diferentes, um que usava
como agente diafanizador o xilol e outro o isopropanol. A avaliacao dos tecidos revelou que as

pontuagdes médias para a qualidade do tecido foram semelhantes (28). Num outro estudo foi



avaliada a qualidade do processamento de amostras de cérebro, usando quatro protocolos
diferentes, dois com xilol e dois com isopropanol. Foram avaliados 23 parametros de qualidade
dos tecidos e concluiram que em todos os protocolos eram obtidos resultados semelhantes (29).
A impregnacao tem como objetivo fornecer suporte ao tecido removendo o agente de
diafanizacao. O agente de impregnacao, através de um processo de difusao, infiltra-se nos
espacos do tecido onde estavam as moléculas de dgua. O tecido é embebido com o meio de
impregnacao que forma uma matriz prevenindo a distorcao da estrutura tecidual durante a
microtomia (19,20). A parafina é o meio de impregnacao universalmente aceite para o
processamento de tecidos. O seu ponto de fusao varia entre 47°C e 70°C.

0 passo de desparafinacdao das amostras na extracao de acidos nucleicos é um passo crucial na
guantidade e qualidade de dcidos nucleicos recuperados (30). O uso de parafina com ponto fusao
elevado faz com que a desparafinacao das amostras na extracao dos acidos nucleicos seja mais
dificil (31). Evers et al. (2011) demonstraram que existe uma diminuicao do rendimento de acido
ribonucleico (ARN) obtido apds o passo de impregnacao na parafina, com uma reducao de 10x
guando comparado com os restantes passos do processamento (32).

Para uma melhor qualidade de resultados, tanto a nivel morfolégico como a nivel molecular,
devem ser documentados dados sobre os tempos, temperaturas, presenca de vacuo, o tipo de
processador, o tipo de processamento e os reagentes utilizados aquando do processamento de

tecidos (33).

Descalcificacao dos tecidos 6sseos

Para que se possa examinar histologicamente o tecido 6sseo ou calcificado, deve fazer-se a
descalcificacdao depois da fixacao e antes do processamento dos tecidos e da microtomia. A
descalcificacdo é o processo pelo qual os ides de calcio presentes nos tecidos sao removidos. E
uma etapa essencial para que avaliagao histoldgica de rotina seja possivel.

A descalcificacao tem um impacto significativo nos resultados da NGS nas amostras dsseas.
Geralmente, os agentes descalcificadores contém dcidos fortes que degradam os dcidos
nucleicos e diminuem a sua taxa de recuperacao das amostras (18). Acidos fracos e agentes
guelantes, como o dcido férmico e o &cido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA)) respetivamente, sdao mais lentos do que os agentes acidos fortes no
processo de descalcificagao mas sao muito mais suaves e menos propensos a interferir com os

acidos nucleicos (11). Singh et al. (2013) demonstraram que existe uma diminuicao significativa



na quantidade e integridade do ADN obtido de amostras submetidas a uma descalcificacao com

acidos fortes (cloridrico, nitrico) quando comparados com 14% EDTA e acido férmico (34).

Area tumoral, fracdo celular tumoral e viabilidade tumoral

0 tamanho da area tumoral determina o rendimento de ADN/ARN, sendo este um fator pré-
analitico fundamental para que o resultado da NGS seja fidvel (12). A taxa de sucesso da NGS é
muito menor em amostras com drea tumoral menor que 10mm?, do que em amostras com dreas
tumorais entre 10 a 60mm2 (18).

A avaliacao da fracao de células neopldsicas nos tecidos € vital para a correta interpretacao dos
resultados da NGS. A fracao celular tumoral consiste na proporcao entre a quantidade de células
tumorais e células normais no estroma da amostra. A amostra deve incluir o0 maior nimero
possivel de células tumorais. A amostra selecionada deve ter uma fracao tumoral minima entre
10% a 20% (13). Uma fracao tumoral baixa pode afetar a fiabilidade dos diagndsticos
moleculares, que pode originar resultados falsos negativos (2).

A fracao celular tumoral depende do tipo de tumor, alguns tendem a ter baixa celularidade ou
podem conter regides necrdticas que podem afetar a quantidade e qualidade dos acidos
nucleicos. No entanto, isto pode ser parcialmente resolvido recorrendo a macrodisseccao. Para
tal, recomenda-se que seja feita uma marcacao, por um anatomopatologista, do tecido tumoral
na lamina de Hematoxilina-Eosina (HE). Deste modo, aumenta-se o rendimento da drea para
extracao, e consequentemente a quantidade de células neoplasicas necessdrias para andlises
posteriores (35).

A viabilidade do tecido tumoral é essencial para o sucesso da NGS. Os tecidos tumorais podem
ter areas de necrose associadas. A necrose é um processo fisioldgico caracterizado pela rutura
irreversivel da membrana plasmadtica, organelos e nucleo, devido a danos celulares graves e
disfuncao, incluindo a caridlise, o que dificulta o sucesso da sequenciacao (13). Deste modo, a

quantidade de area necrdética deve ser minima.

Tempo de arquivo dos blocos de parafina TTFIP
Os TFFIP devem ser mantidos em condicOes secas, isentas de pragas e a temperatura ambiente.
0 tecido apds ser impregnado com parafina, fica estdvel por periodos prolongados (10,31). 0 ADN

recuperado dos blocos de parafina mantidos nestas condi¢oes sao comparaveis em qualidade ao
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longo de um periodo de 1a 12 anos (18). No entanto, a quantidade diminui em TFFIP arquivados

com mais 3 anos (36).
1.4. Qualidade e quantidade dos acidos nucleicos recuperados de TFFIP para NGS

Para a NGS, a semelhanca de outras técnicas de biologia molecular, é essencial garantir uma boa
qualidade e quantidade de acidos nucleicos, seja ADN ou ARN. A quantidade inicial de dcidos
nucleicos utilizada para a construcao da biblioteca é extremamente importante, uma vez que a
fraca qualidade da amostrainicial pode levar a erros de sequenciacao (32). Devido a sensibilidade
e especificidade desta técnica, e a quantidade limitada de material bioldgico disponivel, a escolha
do método mais apropriado de extracao para a obtencao de dcidos nucleicos com quantidade e
qualidade satisfatdrias deve ser feita com o maximo cuidado (37).

Varios estudos ja determinaram que a NGS pode ser realizada em acidos nucleicos a partir de
amostras TFFIP (26,38-41). Num estudo foram colhidas amostras de tecido fresco congelado e
tecido TFFIP em espelho de tumores gastrointestinais. Neste estudo, foram comparados os
resultados da sequenciacdo de todo o exoma (Whole Exome Sequencing (WES)) destas
amostras, sendo demonstrado que o WES é vidvel nas amostras TFFIP e com resultados obtidos
comparaveis aos obtidos nas amostras de tecido fresco congelado (38). Num outro estudo foram
analisadas amostras, colhidas em espelho de tecido fresco congelado e tecido TFFIP a partir de
seis tipos diferentes de tecidos humanos, a fim de averiguar a potencial utilizacao de amostras
de TFFIP em estudos clinicos retrospetivos e prospetivos baseados em NGS. A analise dos dados
da sequenciacao de ADN mostrou concordancia para 70-80% das variantes nas amostras de
tecidos frescos congelados e TFFIP arquivadas por menos de trés anos (39).

A quantidade minima necessaria de ADN para estudos NGS vai variar, entre outros fatores, do
tipo de plataforma de NGS, da qualidade do ADN, do limite de detecao necessario e da escolha do
protocolo de preparacao da biblioteca. A quantidade minima de ADN em cadeia dupla necessdria
para a maioria das plataformas de NGS é de 50 a 200ng (24). No entanto, é possivel obter bons
resultados com quantidades inferiores, tal como demonstrado por Goswami et al. (2016) e Singh
etal.(2013) (18,42).

A integridade do ADN extraido nao pode ser subestimada, pois esta pode afetar a qualidade da
sequenciacao e consequentemente dos resultados obtidos. O intervalo de tamanho de

fragmento inicial do ADN, depende da plataforma a utilizar (43).
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi a avaliacao da influéncia de alguns fatores pré-analiticos a que os
tecidos estdo sujeitos no Laboratdrio de Histopatologia (LH) do Servico de Anatomia Patoldgica
(SAP) do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra (IPOC), na quantidade e integridade do
ADN obtido. Pretende-se, com este estudo, definir um guia de referéncia para minimizar os
efeitos dos fatores pré-analiticos durante a fase de processamento dos tecidos para que a NGS
permita obter resultados confiaveis em todo o tipo de amostras.

No ambito deste trabalho foi avaliado o impacto dos fatores pré-analiticos na quantidade e
integridade do ADN recuperado dos TFFIP. Foram avaliados: (i) duracao da fixagao dos tecidos,
(ii) processamento dos tecidos, (iii) drea tumoral (iv) fracdo celular tumoral, (v) viabilidade tumoral,

(vi) tempo e condicdes de arquivo dos blocos de parafina.
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3. Material e métodos
3.1. Amostras

Para este estudo foram selecionadas amostras de tecido TFFIP processadas nos anos de 2019
e de 2021, incidindo em tecidos provenientes de resseccoes cirurgicas de tumores malignos de
mama e c6lon. Foram selecionadas 451 amostras.

Numa primeira fase foi consultada a base de dados do SAP. Para cada amostra foi recolhida a
data de entrada no LH e a data de processamento de tecidos. As amostras foram divididas em 3
intervalos de fixacao: (i) intervalo 1:1a 4 dias de fixacao; (ii) intervalo 2: 5 a 10 dias; (jii) intervalo 3:
superior a 11 dias. Os dias de fixacao foram calculados a partir data de entrada no LH e da data de
processamento de tecidos.

0 passo seguinte foi o levantamento das laminas coradas por HE de cada amostra do arquivo
para avaliacao microscopica da fracao tumoral, viabilidade tumoral e medicao da drea tumoral. A
fracao tumoral foi calculada recorrendo ao cdlculo da razao entre os campos 6ticos observados
com células tumorais e o numero total de campos observados. De forma a otimizar a quantidade
e qualidade do ADN obtido, as amostras com fracao tumoral menor que 10% e com necrose
superior a 25% foram excluidas deste estudo, uma vez que autores propdem uma percentagem
minima de fracao tumoral para a NGS de 10% (44,45) e que a percentagem de células necréticas
presente no tecido seja a menor possivel (33). Assim, foram excluidas do estudo 127 amostras,
resultando um total de 324 amostras (217 amostras do ano de 2019 e 107 do ano de 2021).
Seguidamente, as amostras selecionadas foram agrupadas de acordo com o protocolo de
processamento: processamento A (desidratacao com dlcool etilico, diafanizacao com xilol e
impregnacao com parafina a 62°C); processamento B (desidratacdao com dlcool etilico,
diafanizacao com isopropanol e impregnagao com parafina a 70°C e 65°C) (Anexo 1e 2).

Apenas foram utilizadas amostras consideradas excedentdrias pelos anatomopatologistas de
modo a nao comprometer revisoes histoldgicas nem estudos futuros. Todas as amostras foram
anonimizadas. Foi obtida a aprovacédo da Comissao de Etica do Instituto Portugués de Oncologia

de Coimbra (IPOC).
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3.2. Obtencao de material para estudo de ADN

As 324 amostras de tecido TFFIP validadas foram levantadas do arquivo do SAP.

Foram realizadas, por microtomia, 10 sec¢oes a 10pm para tubo de microcentrifuga 1,5ml.

Nas amostras em que a fracao tumoral era entre 10 e 20% foi efetuada macrodisseccao. Nestas
amostras foram efetuadas 5 sec¢oes de 10pym para laminas adesivadas. Apds marcacado da area

tumoral, a zona selecionada foi recuperada para um tubo de microcentrifuga 1,5ml.
3.3. Extracao de ADN

A extracao de ADN foi feita pelo método fenol-cloroférmio, segundo o protocolo do LBM (Anexo
3).

A quantificacao foi feita pelo método de fluorometria utilizando o kit AccuGreen High Sensivity
dsDNA Quantification Kit (Biotium Fremont, CA) e 0 fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Waltham, MA, USA). O
protocolo sequido foi o fornecido pelo fabricante do 47¢(Anexo 4). A concentracao de ADN de cada
amostra foi calculada segundo a férmula fornecida pelo fabricante:

Cf= (leitura Qubit x V,, reagao)/V, amostra
3.4. Integridade do ADN recuperado

Aintegridade do ADN recuperado foi avaliada por PCR, de acordo com o protocolo do LBM.

Para tal, foi feita a amplificacao do gene housekeeping f-globina, com os sequintes primers: 3-
glohina GH20 5 -GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3"; (20uM, Eurofins MWG Operon, Ebersherg, Germany) -
glohina PCO4 5"-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ (20uM Eurofins MWG Operon, Ebersherg, Germany).

As concentracoes dos reagentes necessarios para a PCR por reacao, estao descritos na Tabela
1.

O programa para a PCR incluiu uma desnaturacao inicial a 94°C por 9 minutos; seguido por 40
ciclos constituidos por 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 57°C; 1 minuto a 72°C; e uma extensao final a

72°C por 5 minutos.
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Tabela1- Concentrages dos reagentes necessdrios para a PCR por cada reacao

Reagente Concentracao final

H.0 Perfazer um volume final de 50yl
Taq Buffer 1x

MgCl; 2mM

d.NTPs 200pM

Primer Foward 10p.moles

Primer Reverse 10p.moles

Tag ADN polimerase 25U

ADN molde 50ng

Foi dada uma classificacao para a integridade do ADN obtido: 1 — banda definida; 2 - banda
presente; 3 — banda ausente.
Nas amostras de TFFIP com uma concentracao de ADN recuperado menor que 10ng/pl nao foi

feita a avaliacao de integridade do ADN recuperado.
3.5. Andlise estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente no software IBM Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para o0 MacOS versao 28.0 (spss Inc, llinois, Chicago). Foi feita uma analise descritiva
para analise de medida de tendéncia central (média), medidas de dispersao (minimo e maximo) e
distribuicao de frequéncias. Os resultados foram estimados usando o intervalo de confianga 95%
e o nivel de significancia foi de 0,05 (* p-value<0,001; ** p-value<0,05).

Foram verificadas as possiveis associacoes, relacoes e diferencas entre os resultados de
quantificacao e integridade do ADN recuperado com os fatores pré-analiticos: duracao da
fixagao, tipo de processamento, drea tumoral na amostra, fracao tumoral, tempo de arquivo da
amostra, tipo de tecido.

De forma a avaliar se a quantidade de ADN recuperado era diferente entre os intervalos de
fixacaorealizou-se o teste de hipdteses nao paramétrico Kruskal-Wallis sequido de Teste Sheffé
para comparacoes multiplas. O teste Kruskal-Wallis foi também realizado para avaliar se a
percentagem de necrose tinha impacto na quantidade do ADN, bem como, para avaliar se a drea
do tumor tinha impacto na qualidade de ADN recuperado. Foi feito o teste de hipéteses
paramétricas Teste ¢ para amostras independentes para avaliar se a quantidade de ADN era

diferente entre tipo de processamento, tempo no arquivo e tipo de tecidos. A avaliacao do
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impacto na qualidade do ADN recuperado dos fatores: duracao da fixacao; tipo de
processamento; percentagem de necrose; tempo de arquivo e tipo de tecido, foi feita por
intermédio do teste de independéncia do Qui-quadrado de hipdteses nao-paramétricas. A
correlacao de Pearson foi usada para avaliar se a quantidade de ADN recuperado estava

relacionada com o tamanho da drea tumoral.
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4. Resultados
4.1. Caracterizacao da amostra

Foram selecionadas 324 amostras de tecido TFFIP dos anos 2019 e 2021 que preencheram os
critérios de inclusao definidos. Das 324 amostras selecionadas, 125 amostras foram sujeitas ao
processamento A e 199 amostras ao processamento B. Das 125 amostras de tecido TFFIP
sujeitas ao processamento A, 64 amostras eram de c6lon e 61 amostras de mama. Das 199
amostras submetidas ao processamento B, 69 amostras eram de c6lon e 130 amostras eram de

mama (Figura 4).

324 Amostras
125 199
Processamento Processamento
A B
64 Célon 61 Mama 69 Cdlon 130 Mama

Figura 4 - Distribuicao das amostras por processamento e tecido

4.2. Concentracao de ADN recuperado

A quantificacao da concentracao de ADN obtido das amostras de tecido TFFIP foi feita pelo
método de fluorometria.

A concentracao média de ADN recuperado nas 324 amostras de tecido TFFIP foi de 90,2ng/pl
+55,0 (min. 0,7ng/pl e mdx. 200ng/pl). Em 304 amostras obteve-se concentracao de ADN
superior a 10ng/pl, e, destas, 233 amostras obtiveram concentracdes acima de 50ng/pl.
Observou-se que oito amostras obtiveram concentracao mais elevada (200ng/pl). Estas foram
processadas no ano de 2021, sujeitas ao processamento A e foram submetidas a fixacao com
formol até quatro dias. A fracao tumoral variou entre 40% e 90% e a drea tumoral entre 0,8cm?

e 2,5cm?. Destas amostras, cinco apresentavam areas de necrose (Tabela 2).

17



Tabela 2 - Caracterizacao das amostras com quantidade mais elevada de ADN recuperado

N2estudo

cs8
c59
cn
c83
92
c168
c1rr
C190

Proc. - processamento; EPP — Colheita para tubo microcentrifuga 1,5ml; Conc ADN — Concentragao de ADN obtido

Ano

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

Tecido

Cdlon
Cdlon
Cdlon
Cdlon
Mama
Cdlon
Cdlon

Mama

Proc.

> > > > > > >

A

Fraccao

Tumoral

(%)
481
51,4
482
478
90
40
52,1
64

Necrose  Colheita

(%)

10

o o ul unnunn O

5

EPP
EPP
EPP
EPP
EPP
EPP
EPP
EPP

Areatumor
(cm?)

0,8
0,8

16
09
25
21

Conc ADN
(ng/nl)

200
200
200
200
200
200
200
200

Intervalo
Fixacao
(dias)
1-4

Quanto as amostras com concentracao de ADN recuperado menor que 10ng/pl observou-se que

18 amostras foram processadas no ano de 2019 e duas no ano de 2021. Das amostras do ano de

2019, trés amostras eram de célon e 15 de mama. As trés amostras de célon foram submetidas

ao processamento B. Das 15 amostras de mama, duas foram submetidas ao processamento A e

13 amostras foram submetidas ao processamento B. No que respeita ao ano de 2021, as duas

amostras eram de mama, submetidas ao processamento B. A fracao tumoral destas amostras

variou entre 25% e 100% e a drea tumoral entre 0,1cm? e 1,5cm?. Apenas trés amostras

apresentavam necrose. 12 amostras foram fixadas até 4 dias, quatro amostras tiveramentre5a

10 dias de fixagao e quatro amostras foram sujeitas a mais de 11 dias de fixacao (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizagdo das amostras com concentragao de ADN recuperado menor que 10ng/pl

Ne Ano Tecido @ Proc. Fracao Necrose Colheita Areatumor Conc ADN Intervalo
Estudo Tumoral (%) (cm?) (ng/pl) Fixagao
(%) (dias)
A51 2019 Mama B 80 0 MD 03 71 >11
A56 2019 Mama B 58,8 10 EPP 09 85 >11
A88 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 46 >11
A89 2019  Mama A 25 0 EPP 0,2 8.2 1-4
AN 2019 Cdlon B 100 0 MD 15 55 5-10
A124 2019  Mama A 375 0 EPP 13 8,6 1-4
A167 2019 Mama B 70 0 MD 04 93 1-4
A186 2019 Mama B 100 0 MD 06 49 1-4
A196 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 84 5-10
A208 | 2019  Mama B 30,2 5 EPP 1 9,6 1-4
A209 2019 Mama B 100 0 MD 0,1 2,5 5-10
A217 2019 Mama B 100 0 MD 05 93 1-4
A234 2019 Cdlon B 38,9 5 EPP 15 57 5-10
A253 2019 Célon ' B 100 0 MD 04 59 >11
A258 2019 Mama B 36,4 0 EPP 04 9.2 1-4
A263 2019 Mama B 313 0 EPP 03 31 1-4
A289 2019 Mama B 100 0 MD 03 9 1-4
A290 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 34 1-4
c5 2021 Mama B 90 0 MD 03 07 1-4
39 2021 Mama B 100 0 MD 03 49 1-4

Proc. - processamento; EPP — Colheita para tubo microcentrifuga 1,5ml; MD — Macrodisseccao; Conc ADN — Concentragao de ADN obtido

4.3. Integridade do ADN recuperado

A integridade do ADN recuperado foi avaliada pela presenca de uma banda com 260pb que
amplifica parte do gene Aousekeeping f-globina. Foi dada uma classificacao para a integridade
do ADN recuperado segundo a banda obtida: 1 — banda definida; 2 - banda presente; 3 — banda
ausente.

As 20 amostras que nao obtiveram 10ng/ul de concentracao de ADN recuperado nao foram
avaliadas para a integridade, uma vez que esta é a quantidade minima necessaria para a
execucao da NGS, como proposto por Chen et al. (2015) e Goswani et al. (2016) (13,18).

Das 304 amostras de tecido TFFIP que obtiveram concentracao de ADN superior a 10ng/l,
16,8% das amostras obtiveram banda definida; 17,7% das amostras tiveram banda presente e

65,5% das amostras nao apresentaram banda (Figura 5).
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Figura 5 — Ndmero de amostras por classificacao da banda de 260pb do gene fousekeeping 3-globina

Na Figura 6 esta representado o tipo de bandas que foram obtidas por eletroforese em gel de

agarose a 2% da banda 260pb do gene /housekeeping 3-globina.

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose a 2% da banda 260pb do gene

housekeeping B-globina obtida das amostras TFFIP

Linha 1 - Marcador de pesos moleculares de 100pb; Linha 2 — Banda definida (1): Linha3 -
Banda definida (1); Linha 4 — Banda presente (2); Linha 5 - banda ausente (3); Linha 6 —
Banda definida (1); Linha 7 — Banda ausente (3)

Estesresultados mostram que das 304 amostras avaliadas, apenas 105 amostras apresentaram

uma qualidade adequada para a execugdo da NGS.
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4.4. Fatores pré-analiticos na quantidade e qualidade do ADN recuperado
4.4.1. Duracao dafixacao: impacto na quantidade e qualidade do ADN recuperado

A duracao de fixagao das amostras foi dividida em 3 intervalos: intervalo 1) 1a 4 dias de fixagao;
intervalo 2) 5 a 10 dias; intervalo 3) superior a 11 dias. O intervalo de fixacao de cada amostra foi
calculado a partir da data de entrada da amostra no LH e data em que foi submetida ao
processamento de tecidos.

Das 324 amostras avaliadas para a quantidade de ADN recuperado, 59,0% das amostras tiveram
uma duracao de fixacao 1a 4 dias (intervalo 1); 22,5% das amostras foram submetidas a 5 a 11
dias de fixacao (intervalo 2) e 18,5% das amostras tiveram uma fixacao superior a 11 dias

(intervalo 3) (Figura 7).
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1a4 5a10 >11
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Figura 7 - Numero de amostras por intervalo de fixacao

A concentracdo média de ADN recuperado para cada intervalo foi: 104,2ng/pl+58,8 nas
amostras fixadas até 4 dias; 68,7 ng/pl+40,7 nas amostras com 5 a 10 dias de fixacao e 71,5
ng/ul+43,7 nas amostras com mais de 11 dias de fixacao (Tabela 4). A diferenca entre a
concentracao média do intervalo de 1 a 4 dias de fixacao e do intervalo 5 a 10 dias foi de 35,3
ng/pl, e entre o intervalo superior a 11 dias foi 32,7ng/pl. Existe uma diferenca estatisticamente
significativa entre a média de concentracao de ADN recuperado nas amostras com fixagao entre
1a 4 dias e amédia de ADN recuperado nas amostras fixadas durante 5 a 10 dias e mais de 11 dias

(teste Screffép-value <0,001). Entre os intervalos 5 a 10 dias de fixagao e mais de 11 dias de fixacao nao

21



houve diferencas estatisticamente significativas (teste Scteffé p-value > 005) (Tabela 4).

Efetivamente, houve uma reducao de cerca de 30% na concentracdo de ADN recuperado das

amostras com fixacao entre 5 a 10 dias e com fixagao superior a 11 dias quando comparada com

a concentracao média obtida das amostras com1a 4 dias de fixagao (Figura 8).

Tabela 4 - Concentragao ADN recuperado em funcao dos intervalos de fixagao

Intervalo de fixacao (dias)

1a4 5a10 >N
n 191 73 60
Concentragao (ng/l)
Média 104,2+58,8 68,7+£40,7 75+437
Minima 0,7 25 46
Méxima 200 190 164
Diferenca da concentracdo média
ng/0l)
1a 4 dias de fixacao 353 32,7
5210 dias de fixacao -35.3 -2,6
>11dias de fixacao -32,7 2,6
Intervalo de confianca 95%
1a 4 dias de fixacao [17,5.53,0] [13,6.51,8]
5a10 dias de fixacao [-531;-17,5] [-25,1;20,0]
>11 dias de fixacao [-51,8;-13,6] [-20,0;25/1]
p-value(Teste Kruskal-Wallis) <0,001*
p-value(Teste Scheffé)
1a 4 dias de fixacao <0,001* <0,001*
5210 dias de fixacao <0,001* >0,05
>11 dias de fixacao <0,001* >0,05

*Teste Kruskal-Wallis p-value <0,001 —Existe diferenga estatisticamente significativa entre as médias dos 3 intervalos de fixacao

para um intervalo de confianca de 95%

*Teste Scheffé p-value<0,001 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de confianga de 95%, entre a

concentragao média de ADN recuperado nas amostras fixadas de 1a 4 dias quando comparada com a média de concentragdes das
amostras sujeitas a uma fixacao entre 5 a 10 dias e superior a 11 dias de fixacao
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Figura 8 - Relacao entre a concentragcao média de ADN recuperado e os intervalos de fixacao
*Teste Scheffé p-value<0,001 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para umintervalo de confianca de 95%, entre

a concentracdo média de ADN obtida das amostras fixadas de 1 a 4 dias quando comparada com a média de concentragées das
amostras sujeitas a uma fixacao entre 5 a 10 dias e com mais de 11 dias de fixagao

No que concerne a integridade do ADN recuperado de TFFIP, das 304 amostras avaliadas, 179
amostras tiveram uma duracao de fixacao até 4 dias; 69 amostras de 5 a 10 dias de fixacao e 56
amostras mais de 11 dias de fixacao.

Das amostras com duracao de fixacdo de 1a 4 dias, 26,2% das amostras apresentavam banda
definida; 21,8% das amostras banda presente e em 52% das amostras nao se observou banda.
Nas amostras com 5 a 10 dias de fixacao, 2,9% das amostras tiveram banda definida; 7,2% das
amostras apresentaram banda presente e 89,9% das amostras nao apresentavam banda. Nas
amostras sujeitas a uma fixacao com mais de 11 dias, em 3,6% das amostras observaram-se
bandas definidas; 17,9% das amostras tinham banda presente e 78,6% das amostras nao
obtiveram banda (Tabela 5). Existe uma relagao estatisticamente significativa entre a duracao da
fixacdo e aintegridade do ADN recuperado (Teste X2p- vare<0,001) (Tabela 5). De facto, observou-se
que em todos os intervalos de fixacao mais de 50% das amostras apresentam banda ausente.
Apesar disso, no intervalo de 1a 4 dias de fixacao 83 amostras apresentaram banda definida ou
presente comparativamente com 7 amostras no intervalo de 5 a10 dias de fixacao e 12 amostras

no intervalo superior a 11 dias de fixacao (Figura 9).
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Tabela 5 - Relagao da classificagao das bandas com 260pb do gene fousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado com os

intervalos de fixagao

Banda
Intervalos de fixagao n Definida Presente Ausente p-value
(dias)
1ad 179 26,2% (n=47) 21,8% (n=39) 52,0% (n=93)
5a10 69 2,9% (n=2) 72%(n=5)  899%n=62) | 0007
>1 56 35% (n=2) 179%(n=10)  78,6% (n=44)

*Teste Xfp— value <0,001 - Existe uma relagao estatisticamente significativa, ao nivel de 0,05, entre a integridade de ADN recuperado das

amostras e a duragao da fixagao
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Figura 9 — Numero de tipo de bandas com 260pb do gene fousekeeping B-globina obtidas do ADN recuperado por intervalo de

fixacao

0 numero de bandas definidas e presentes no intervalo de 1 a 4 dias de fixagao é superior ao nimero de bandas definidas e presentes no

intervalo de 5 a10 dias de fixagao e ao intervalo superior a 11 dias de fixagao

Estes resultados sugerem que uma fixagao superior a 4 dias tem um impacto negativo tanto na

quantidade como na qualidade do ADN recuperado de TFFIP.

4.4.2. Tipo de processamento de tecidos na qualidade e quantidade de ADN recuperado

Para estudar se o tipo de processamento de tecidos teria impacto na concentracao de ADN

recuperado para estudos moleculares, foram selecionadas amostras submetidas a dois

protocolos diferentes de processamento: processamento A e processamento B.
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Das 324 amostras, 125 amostras foram sujeitas ao processamento A e 199 amostras ao
processamento B.

A média da concentracao de ADN recuperado das amostras sujeitas ao processamento A foi
122,6ng/ul+49,7 enquanto que das amostras processadas pelo protocolo B foi de
69,8ng/ul+48,0. Existe uma diferenca estatisticamente significativa entre a concentracao de
ADN recuperado das amostras sujeitas ao processamento A e ao processamento B (Teste ¢ p-
value<0,001) (Tabela 6). De facto, as amostras sujeitas ao processamento A tiveram uma
concentracao média de ADN recuperado cerca de 50% superior quando comparada com a
concentracao média de ADN obtido nas amostras processadas com o processamento B e essa

diferenca foi de 52,8ng/ul (Figura 10).

Tabela 6 - Concentracao ADN recuperado em fungao do tipo de processamento

Processamento
A B

n 125 199
Concentragao de ADN (ng/Cll)
Média 122,61+49,7 69,8448,0
Minima 8.2 07
Maxima 200 190
Diferenca da concentracao de 52,8
ADN média (ng/0l)
Intervalo de confianga 95% [41,9.63,8]
p-value(Teste 8 <0,001*

*Teste ¢ p-value<0,001 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de confianca de 95%, entre a
concentracao de ADN obtido das amostras submetidas ao processamento A e as amostras processadas com o processamento B

25



200,0 T

100,0

Concentragdo de ADN recuperado (ng/pl)

.0 1

A B
Processamento

Figura 10 - Relacao entre concentracao de ADN recuperado e tipo de processamento
* Teste t p-value<0,001 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de confianga de 95%, entre

a concentracao de ADN obtido das amostras submetidas ao processamento A e as amostras processadas com o
processamento B

Em relagao a avaliacao da integridade do ADN recuperado (204 amostras) 124 amostras foram
sujeitas ao processamento A e 180 amostras foram submetidas ao processamento B. Nas
amostras sujeitas ao processamento A, 355% das amostras apresentaram bandas definidas,
25,8% bandas presentes e 38,7% amostras ndao apresentaram banda. Por outro lado, das
amostras submetidas ao processamento B observou-se bandas definidas em 3,9% das
amostras, bandas presentes em12,2% das amostras e em 83,9% das amostras nao se observou
banda (Tabela 7). Existe uma relacao estatisticamente significativa entre a integridade do ADN
obtido e o tipo de processamento (Teste X2 p-value < 0,001) (Tabela 7). As amostras sujeitas ao
processamento B apresentaram maior frequéncia de auséncia de banda, do que aquelas
submetidas ao processamento A (Figura 11), o que sugere que o ADN recuperado das primeiras

poderd estar mais degradado.

Tabela 7 - Relagao da classificacao das bandas com 260pb do gene /ousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado com o
tipo de processamento

Banda
processamento n Definida Presente Ausente p-value
A 14 355%(n=44)  258%(n=32)  387%(n=48)
B 180 3.9% (n=7) 122%(n=22)  839% (n=151) <0,007"

* Teste Xfp-va/ue< 0,001 - Existe uma relagao estatisticamente significativa, ao nivel de 0,05, entre a integridade do ADN obtido das amostras
e o tipo de processamento
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Figura 11 - Frequéncia da classificacao das bandas com 260pb do gene fousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado e
tipo de processamento

* . . . . . < . . TN
0 niimero de bandas definida e presentes nas amostras sujeitas ao processamento A é superior ao nimero de bandas definida e presentes
nas amostras sujeitas ao processamento B

Estes resultados sugerem que o processamento A permitiu recuperar ADN em maior quantidade

e qualidade do que o processamento B.
4.4.3. Areatumoral:impacto na quantidade de ADN recuperado mas nao na qualidade

A média da drea tumoral das 324 amostras TFFIP foi de 1,3cm?+0,88 (min. 0,1cm? e max.
4,8cm?). Existem evidéncias estatisticas significativas para se afirmar que a drea tumoral e a
concentracao de ADN obtido de TFFIP estao relacionadas (r=0,357; p-vale<0,001) (Tabela 8). De
facto, verificou-se que existe uma relacao fraca e direta entre as duas, havendo, assim, uma
ligeira tendéncia para a concentracao de ADN aumentar com o aumento da drea tumoral (Figura

12).

Tabela 8 - Concentragao ADN recuperado em fungao da area tumoral

n Concentracao Area tumoral (cm? Correlacdo de p-value
média (ng/Cl) Pearson(r)
Média 13+0,88
324 90,2+55,0 Minima 0,1 0,357 <0,001*
Maxima 48

* r=0,357; p-value<0,001 - Existe relagao estatisticamente significativa, ao nivel de 0,05, entre a concentracao de ADN recuperado e a drea
tumoral das amostras
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Figura 12 - Grafico de dispersao entre a drea tumoral e a concentragao de ADN recuperado

Area tumoral

Relativamente a integridade do ADN recuperado, a média da drea tumoral nas 304 amostras

estudadas foi de 1,3cm?+0,9 (min. 0,2cm? mdx. 2,5cm?). Nas amostras que tiveram banda

ini | umoral variou entre 0O, , : r r |
definida a area tumoral variou entre 0.2 e 4 0cm? nas amostras com banda presente a area

tumoral variou entre 0,2 cm? e 4,2cm? e nas amostras sem banda a drea tumoral variou entre

0,2cm?e 4,8cm?(Tabela 9). Nao se observaram diferencas estatisticas significativas entre a area

tumoral das amostras e a qualidade do ADN recuperado (Teste Aruskal-Wallis p-value>0,05).

Tabela 9 - Areatumoral emrelacdo com o tipo de handa com 260pb do gene AousekeepingB-globina obtidas do ADN recuperado

Area tumoral p-value
(cm?) por tipo de banda
: Area tuToraI Definida Presente Ausente
(cm?)
(n=51) (n=54) (n=199)
Média 13+09 14409 15+11 1,340,8 >0,05

304 Minima 0,2 0.2 0,2 0,2
Maxima 2,5 4 4.2 48

Teste Kruskal-Wallis p-value >0,05 - Nao existem evidéncias estatisticas entre a drea tumoral das amostras e a qualidade do ADN

recuperado

Estes resultados sugerem que a concentracao de ADN recuperado de TFFIP

€ superior nas

amostras com dreas tumorais maiores. 0 mesmo nao acontece para a integridade, nao sendo

influenciada pelo tamanho da drea tumoral.
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4.4.4. Necrose abaixo dos 20% nao tem impacto na quantidade e qualidade do ADN

recuperado

A percentagem de necrose foi calculada através da observacao das laminas coradas por HE no
microscopio 6tico. Das 324 amostras de tecido TFFIP, 210 amostras nao apresentavam focos de
necrose; 50 amostras apresentavam 5% de necrose; 37 amostras tinham 10% de necrose; 14
amostras possuiam 15% de necrose e 13 amostras apresentavam 20% de necrose. A média das
concentracdes de ADN recuperado das amostras sem necrose foi 86,9ng/pl+55,4; as amostras
com 5% de necrose tiveram uma média de 107ng/ul+55,1; as amostras com 10% de necrose
obtiveram 91,8ng/ul+50,0 de concentracdo média; as amostras com 15% de necrose
apresentaram uma média de 92,3ng/pl+61,7 de concentragao e as amostras com 20% necrose
obtiveram 723ng/ul+13,0 de concentracdo média. Nao existe impacto estatisticamente
significativo entre a percentagem de necrose e a concentracao de ADN recuperada dos TFFIP

(Teste Kruskal-Wallis p-value-0,05) (Tabela 10).

Tabela 10 - Concentragdes do ADN recuperado em relagao com a percentagem de necrose

Concentragao ADN (ng/pl)
Necrose (%) n Média Minima Maéxima p-value
0 210(64,8%) | 86,9+554 07 200
5 50(154%) | 107+55/1 57 200
10 37(114%) | 918+50,0 85 200 >005
15 14 (4 3%) 9234617 10,6 186
20 13 (4,0%) 7234130 10,8 160

Teste Kruskal-Wallis p-value > 0,05 - Nao existe impacto estatisticamente significativo entre a % de necrose e a
concentracao de ADN recuperada dos TFFIP

No que diz respeito a integridade do ADN recuperado (304 amostras) das 194 amostras sem
focos de necrose, 32 amostras obtiveram banda definida; 26 amostras apresentaram banda
presente e 136 nao obtiveram banda. No que concerne as amostras com 5% de necrose (47
amostras), sete amostras obtiveram banda definida; 10 amostras apresentavam banda presente
e em 30 amostras a banda estava ausente. Em relagao as amostras com 10% de necrose (36
amostras), cinco amostras obtiveram banda definida, sete amostras tinham banda presente e 24
amostras nao obtiveram banda. Das 14 amostras com 15% de necrose, apenas duas obtiveram

banda definida, enquanto cinco obtiveram banda presente e em sete a banda estava ausente. Em
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relacao as amostras com 20% de necrose (13 amostras), trés amostras tiveram banda definida,
seis amostras apresentavam banda presente, enquanto que quatro nao apresentaram banda.
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados (teste X2 p-value >0,05)

(Tabela 11).

Tabela 11 - Relacao da classificagao das bandas com 260pb do gene /ousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado com as
percentagens de necrose

Banda
Necrose % n Bandadefinida Bandapresente = Bandaausente p-value
0 194 16,5%(n=32) 13,4% (n=26) 70,1% (n=136)
5 47 14,9% (n=7) 21,3% (n=10) 63,8% (n=30)
10 36 13,9% (n=5) 19,4% (n=7) 66,7% (n=24) 70,05
15 14 14,3% (n=2) 35,7% (n=5) 50% (n=7)
20 13 23,1% (n=3) 46,2% (n=6) 30,7% (n=4)

Teste X2 p-value 0,05 - Ndo existe relagdo estatisticamente significativa entre a intregridade de ADN recuperado e a percentagem de
necrose presente nos TFFIP

Estes resultados sugerem que percentagens de necrose presentes nas amostras de TFFIP que
variem entre 5% a 20% nao tém impacto na quantidade de ADN recuperado nem na sua

qualidade.

4.4.5. Tempo no arquivo dos blocos de parafina e o seu impacto na quantidade e qualidade

do ADN recuperado

0 tempo no arquivo dos blocos de parafinaincidiu nos anos de 2019 e de 2021. Das 324 amostras,
217 amostras eram do ano de 2019 e 107 amostras de 2021.

A média de concentracao de ADN recuperado dos TFFIP no ano de 2019 foide 77,2ng/pul+49,1e
no ano de 2021de 116,4ng/ul+57,2, e a diferenca entre concentragoes médias foi de 39,2ng/ .
Existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias de concentracao ADN
recuperado nas amostras dos dois anos em estudo, 2019 e 2021 (Teste ¢p-value<0,001) (Tabela 12 e

Figura13).
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Tabela 12 - Concentracao do ADN recuperado em relagao aos anos de arquivo

Ano de arquivo

2019 2021
n 217 107
Concentragao (ng/l)
Média 77,2149/ 116,4£57,2
Minima 25 07
Maxima 196 200
Diferenca da concentracao 39,2
média (ng/l)
Intervalo de confianga 95% [27,2,513]
p-value(Testet) <0,001*

*Teste t p-value <0,001- Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de confianga de 95%, entre as
concentragoes do ADN recuperado entre os dois anos de arquivo

200,0 S
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100,0

50,0

Concentragao ADN recuperado (ng/pi)

2019 2021

Ano do arquivo

Figura13 - Concentragdo do ADN recuperado em relagao aos anos de arquivo
Teste ¢ p-value < 0,001 - Existe uma existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de

confianca de 95%, entre as concentracoes do ADN recuperado entre os dois anos de arquivo

Das 304 amostras avaliadas para a integridade do ADN recuperado, 199 amostras eram do ano
de 2019 e 105 amostras do ano de 2021. Das 199 amostras do ano 2019, 15,6% das amostras
obtiveram banda definida; 18,6% das amostras apresentaram banda presente e 65,8% das
amostras nao obtiveram banda. Nas amostras do ano 2021, 19,0% das amostras obtiveram
banda definida; 16,2% das amostras apresentavam banda presente e 64,8% das amostras nao

apresentavam banda. Nao existem evidéncias estatisticas para se afirmar que a integridade do

31



ADN recuperado e o tempo de arquivo das amostras de tecido TFFIP estdo relacionadas (Teste

p-value-0,05) (Tabela13).

Tabela 13 - Relacao da classificagao das bandas com 260pb do gene /ousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado com
os anos de arquivo

Banda
Anode N Definida Presente Ausente p-value
arquivo
2019 199 15,6% (n=31) 18,6% (n=37)  65,8%(n=131)
>0,05
2021 105 19% (n=20) 16,2% (n=17) 64,8% (n=68)

Teste x° p-value> 0,05 - Nao existem evidéncias estatisticas para se afirmar que a integridade do ADN recuperado e o
tempo de arquivo das amostras de tecido TFFIP estdo relacionadas

Estes resultados sugerem que o tempo de arquivo tem impacto na quantidade de ADN
recuperado das amostras. Quanto a qualidade do ADN recuperado esta nao é influenciada pelo

tempo de arquivo.
4.4.6. Tipo de tecido pode impactar a quantidade e qualidade do ADN recuperado

A escolha das amostras TFFIP incidiu sobre tecido tumoral de c6lon e mama. Das 324 amostras,
133 eram de cdlon e 191 de mama.

A média da concentracao de ADN recuperado das amostras de tecido de cdlon foi de
112,6ng/ul+50,1 e a concentracdao de ADN recuperado das amostras de mama foi de
74,6ng/ul+53,0. Existem evidéncias estatisticas para se afirmar que as médias de
concentracdao do ADN recuperado das amostras TFFIP de cdlon sao diferentes da média de
concentragao de ADN obtida a partir das amostras de mama (Teste ¢p-vaiue<0,001) (Tabela 14). De
facto, houve uma diferenca de 38,0ng/ul entre a concentracao de ADN recuperado a partir das

amostras de célon e das de mama (Figura 14).
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Tabela 14 - Relacao da concentragao do ADN recuperado com o tipo de tecido

Tipo de tecido

Cdlon Mama
n 133 191
Concentracao (ng/0l)
Média 112,6+50,1 74,6+53,0
Minima 55 07
Maxima 200 200
Diferenca da concentracao 38,0
média (ng/Cl)
Intervalo de confianga 95% [26,4. 495]
p-value(Teste 9 <0,001*

¥*
Teste ¢ p-value < 0,001 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa, para um intervalo de confianca de 95%, entre as
concentrac6es do ADN recuperado entre os dois tipos de tecido

200,0 | —_T —_1

150,0 |

100,0 |

50,0 |

il 1

Célon Mama

Concentragdo ADN recuperado (ng/pl)

Tecido

Figura 14 - Concentragao de ADN recuperado em relagao com tipo de tecido
*Teste ¢ p-value < 0,001 — As concentrages de ADN recuperado das amostras de célon sao diferentes da
concentracao de ADN obtido a partir das amostras de mama



Relativamente a integridade de ADN recuperado, 130 amostras eram de cdlon e 174 amostras
eram de mama, perfazendo um total de 304 amostras. Das 130 amostras de cdlon, 21,6% das
amostras obtiveram banda definida; 19,2% das amostras apresentavam banda presente e 59,2%
das amostras nao apresentavam banda. Em relacao as amostras de mama, 12,0% de amostras
apresentaram banda definida; 16,7% amostras obtiveram banda presente e 71,3% das amostras
nao apresentavam banda (Tabela 15). Existe uma relagao estatisticamente significativa entre a
integridade do ADN recuperado das amostras de tecido TFFIP e o tipo de tecido (Teste x p-value<
005) (Tabela 15). Efetivamente, as amostras de cdlon apresentaram quase o dobro da
percentagem de bandas definidas quando comparada com a percentagem de bandas definidas

nas amostras de mama.

Tabela 15 - Relagao da classificagao das bandas com 260pb do gene fousekeeping 3-globina obtidas do ADN recuperado com o
tipo de tecido

Banda
Tipo de tecido N Definida Presente Ausente p-value
Célon 130 216% (=28)  192% (n=25)  59,2% (n=77)
Mama 174 120%0M=21)  167%(n=29)  713%(m=124) | 043"

**Teste X2 p-value = 0,043 < 0,05 - existe uma relacao estatisticamente significativa, ao nivel 0,05, entre a integridade do ADN
recuperado e o tipo de tecido

Estes resultados sugerem que o tipo de tecido tem impacto na quantidade e qualidade de ADN

recuperado.
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5. Discussao

No estado de arte em que a medicina oncoldgica atualmente se encontra, de terapia de precisao
e medicina personalizada, a avaliacao molecular dos tumores malignos tornou-se cada vez mais
importante. A NGS é uma tecnologia de sequenciacao massiva de alta execucao que tem a
capacidade de rastrear simultaneamente diferentes tipos de variantes em multiplos genes e em
multiplas amostras e que necessita de pequenas quantidades de material genético. Por este
motivo foi rapidamente implementada na area da medicina oncoldgica com o propdsito de
contribuir para o diagndstico, progndstico e orientacao terapéutica. Os TFFIP sao a fonte de
material genético de tumores sdlidos mais utilizada para a analise molecular por NGS (12,18,37).
Estes apresentam algumas vantagens em relacao aos tecidos frescos congelados,
nomeadamente serem de facil manuseio, apresentarem baixo custo de armazenamento a longo
prazo e permitirem o estudo retrospetivo, possibilitando avaliar caracteristicas histoldgicas do
cancro, incluindo lesdes pré-cancerosas (41,46). No entanto, a quantidade e qualidade dos acidos
nucleicos extraidos dos TFFIP é varidvel e depende de varios fatores pré-analiticos, o que pode
impactar os resultados da NGS (2,11,12,36,38-41). Uma quantidade e qualidade insuficiente de
acidos nucleicos pode levar afalhas na preparacao da biblioteca e levar auma baixa profundidade
de leitura (24). Por conseguinte, é de extremaimportancia assegurar que o ADN obtido dos TFFIP
seja suficiente e de boa qualidade antes da analise por NGS (50).

Neste estudo foi feita a avaliacao da quantidade e qualidade do ADN recuperado de 324 TFFIP
de amostras tumorais de mama e cdlon, colhidos nos anos de 2019 e de 2021, fixados com
intervalos de tempo diferentes e processados com dois protocolos distintos. O estudo iniciou-se
com a avaliagao da quantidade e qualidade de ADN recuperado. Observou-se que das 324
amostras TFFIP avaliadas neste estudo, 304 (93,8%) amostras obtiveram concentragao igual ou
superior a 10 ng/l, atingindo assim a quantidade minima necessdria para NGS, de acordo com o
proposto por Singh et al. (2014) e Goswani et al (2016) (18,51).

Em relacao a avaliacdao da qualidade do ADN recuperado das 304 amostras analisadas, no
presente estudo, 105 (34,5%) amostras apresentaram integridade adequada para a execucao da
NGS.

Tal como referido anteriormente, os fatores pré-analiticos tém impacto na quantidade e
qualidade do ADN recuperado de amostras TFFIP. Este trabalho teve como objetivo avaliar qual

o0 impacto destes fatores no contexto do LH e do LBM do IPOC. Foram avaliados a duracao de
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fixacao, o tipo de processamento, o tempo de arquivo dos blocos de parafina e area, fracao e
viabilidade tumoral.

0 primeiro fator que foi avaliado foi a duracao da fixacao. As amostras ressecadas sao enviadas
para o LH a fresco. O tempo que decorre desde a resseccao até serem colocadas no fixador
corresponde ao tempo de isquemia a que o tecido esta sujeito. Este tempo nao é controlado pelo
laboratdrio, uma vez que o transporte da amostra depende do servico onde foi executada a
resseccao do tecido. A amostra depois de recebida no laboratdrio é entao preparada para a
fixacao.

A fixacao é um processo quimico e fisico pelo qual as células do tecido sao fixadas para que
possam resistir a qualquer alteracao morfoldgica, distorcao ou decomposicao. O formaldeido
tamponado a10% é o fixador mais utilizado na histopatologia, para a preservacao da morfologia
tecidular. A fixagao com formaldeido provoca danos no ADN (9,52-54). Estas reacdes podem
comprometer a obtencao de ADN com quantidade e de qualidade adequada para estudos
moleculares (24).

A fixacao tem que ter a duracao necessaria para que o tecido esteja em boas condicoes para as
andlises morfoldgicas e moleculares (10). Uma fixagao incompleta pode levar a uma maior
fragmentacao do ADN. Se a fixagao for em excesso, esta pode resultar num crosslinking mais
extenso, o que compromete a obtengao de ADN (9,31,52). A duracao da fixagao depende do tipo
de tecido e do tamanho da amostra a fixar. Em amostras mais pequenas, como bidpsias por
agulha fina, o tempo de fixacao ideal sera 6h, no entanto, em pecas mais complexas a fixacao
ideal poderd ir até 3 dias (17,19,20). No laboratdrio de histologia do IPOC a fixacao pode ir de 24h
até mais de 11dias de fixacao, dependendo do tipo de amostra, do seu tamanho e do tipo de tecido.
Neste estudo foi avaliado o impacto da duracao da fixacao na quantidade e integridade de ADN
recuperado dos TFFIP nas amostras selecionadas. Observou-se que uma fixacao superior a 4
dias impactava tanto na quantidade como na qualidade do ADN recuperado. De facto, nas
amostras com fixacao por periodos mais prolongados a concentracao média de ADN recuperado
foi reduzida em cerca de um terco. De igual modo, em relacao a qualidade observou-se uma
diminuicao nas amostras submetidas a um tempo de fixacao mais longo. Os resultados obtidos
estao em alinhamento com os reportados por outros autores (41,55-58). Todorovi¢ et al. (2020)
comparam a quantidade e a integridade de ADN recuperado de diferentes tecidos saudaveis que
foram fixados por diferentes periodos. A quantidade e a integridade de ADN diminuiu em todos

os tecidos avaliados com o aumento do tempo da fixacao (56). Nam et al. (2014) fizeram a
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comparacao da integridade entre tecidos tumorais, fixadas por periodos que variaram de 3a180
dias. Os resultados mostraram que a integridade do ADN obtido diminuiu com o aumento do
tempo da fixacao (58).

Apos a fixagao, as amostras sao submetidas ao processamento de tecidos. Este processo
compreende trés fases: desidratacao, diafanizacao e impregnacao (19,20).

A desidratacao consiste na remocao das moléculas de dgua do tecido. Na rotina laboratorial, 0
agente desidratante usualmente utilizado é o alcool etilico. O tempo de desidratacao é
importante, uma vez que, uma desidratacao incompleta pode levar a degradacao molecular dos
tecidos devido a hidrdlise e uma desidratacao em excesso pode levar a retracao dos tecidos. (19)
A diafanizacao consiste na remocao do agente desidratante para facilitar a impregnacao da
parafina no tecido. Esta etapa é de extrema importancia, uma vez que o meio deimpregnacao nao
é miscivel com o dlcool. Destaforma, é fundamental a completa remocao deste agente do interior
dos tecidos, para que a preservacao das macromoléculas seja adequada (19,20). O agente
diafanizador mais utilizado na rotina histoldgica € o xilol. No entanto, este é altamente tdxico, o
que levou a procura de novos agentes diafanizadores, como o isopropanol (29).

A impregnacao tem como objetivo providenciar um meio de suporte que seja adequado para
fornecer arigidez adequada ao tecido (20). O agente impregnador utilizado na rotina histoldgica
é a parafina. A impregnacao deve ser completa de modo a remover o diafanizador dos tecidos.
Uma impregnacao incompleta leva a que os tecidos se tornem quebradicos e uma impregnacao
em excesso leva a uma retracao do tecido (19).

No LH do IPOC, existem dois protocolos de processamento de tecidos. Neste estudo, estes
processamentos foram designados processamento A e processamento B. No processamento A
a desidratacao é feita com alcool etilico, a diafanizagcao com xilol e aimpregnacao com parafinaa
62°C. No processamento B a desidratacao é feita com alcool etilico, a diafanizacao com
isopropanol e aimpregnacao com parafina a 70°C nos primeiros passos daimpregnacao e a 65°C
nos ultimos.

Neste estudo foi avaliado o impacto que os dois tipos de processamento poderiam ter na
quantidade e qualidade de ADN recuperado dos TFFIP. Os resultados obtidos mostraram uma
reducao de quase 50% na quantidade de ADN recuperado quando as amostras foram
submetidas ao processamento B. Resultados semelhantes foram obtidos aquando da avaliacao

da integridade do ADN. No seu conjunto, os resultados deste estudo mostraram que nas
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amostras sujeitas ao processamento A obtiveram-se melhores resultados, ou seja, foi
recuperada maior quantidade de ADN com melhor qualidade.

Em ambos os processamentos € utilizado como agente desidratante alcool etilico, num primeiro
passo a 70% e nos restantes a 99,9%. No entanto, enquanto que no processamento A o agente
diafanizador € o xilol, no processamento B € o isopropanol. Estes dois processamentos também
diferem no passo da impregnacao: no processamento A este é feito com parafina a 62°C,
enquanto que no processamento B a temperatura da parafina varia entre 70°C e 65°C.

Neste estudo, a diferenca de resultados do ADN recuperado, tanto na quantidade como na
qualidade, pode ser devida a utilizacao de agentes diafanizadores diferentes, bem como a
diferenca de temperatura da parafina durante aimpregnacao.

Foram feitos estudos para avaliar se existiam diferencas entre a morfologia de tecidos
processados com xilol e isopropanol (28,29,59). Smith et al. (2008) avaliou critérios de qualidade
quer a nivel de processamento, como de microtomia e coloracao por HE em amostras de tecido
submetidas a processamento com xilol ou com isopropanol. Os resultados que este autor obteve
foram semelhantes para os dois tipos de processamento (59). De modo semelhante, no LH do
IPOC no que diz respeito a imunohistoquimica em TFFIP processados pelos dois protocolos,
também nao foram observadas diferencas na marcacao das proteinas entre os tecidos
processados pelos dois protocolos (resultados nao publicados). No entanto, Caramelo et al.
(2023) tiveram resultados diferentes quando avaliaram a expressao do anticorpo PD-L1 por
imunohistoquimica. Estes autores, demonstraram que as amostras de tecido sujeitas a um
processamento que usa como diafanizador isopropanol tinham uma menor intensidade de
marcacao e menor percentagem de casos positivos para PD-L1, do que as amostras sujeitas a
um processamento que utiliza como diafanizador o xilol (60). O isopropanol altera o
enovelamento de proteinas e pode comprometer a disponibilidade e locais de ligacao do
anticorpo o que pode explicar a marcacao mais fraca (61). A utilizacdo de isopropanol no
processamento de tecidos estd associado a utilizacao de equipamentos com tecnologia de vacuo
e aquecimento (62). O isopropanol finaliza a desidratacdo iniciada pelo alcool absoluto com
recurso a temperaturas elevadas, sendo evaporado dos tecidos para permitir aimpregnacao pela
parafina (62). No processamento B o isopropanol é aquecido entre 55°C e 65°C. Temperaturas
altas podem influenciar as propriedades do ADN aumentando a taxa de degradacao (63,64). A

diferenca dos resultados obtidos na quantidade e qualidade de ADN recuperado entre os dois
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processamentos pode ter estado na utilizacao de isopropanol, no processamento B, a
temperaturas elevadas, enquanto que no processamento A o xilol estd a temperatura ambiente.
Como referido anteriormente, a temperatura das parafinas durante a impregnacao é diferente
entre os dois processamentos, o que pode explicar, em parte, a diminuicao da quantidade e
qualidade do ADN recuperado das amostras processadas com o processamento B. Autores
aconselham o uso de parafinas com ponto de fusao baixo na etapa de impregnacao no
processamento de tecidos (10,31). Adicionalmente, o uso de parafina com um ponto de fusao
elevado poderd estar associado a desparafinacao incompleta aquando da extracao de ADN, o que
pode levar a uma reducao da quantidade de ADN recuperado do tecido TFFIP (10). No presente
estudo, a desparafinacao das amostras para extracao de ADN, foi feita em simultaneo com o
passo de digestao enzimatica, em banho-maria a 56°C durante a noite, sequndo o protocolo
instituido no LBM. A desparafinacao, feita por este método, pode nao ter sido completa nas
amostras sujeitas ao processamento B, uma vez que este usa parafina com ponto de fusao mais
elevado do que no processamento A.

Por outro lado, a diferenca nos resultados pode dever-se a outros fatores pré-analiticos, como a
duracao da fixacao. Nas 324 amostras avaliadas, 125 foram submetidas ao processamento A e
199 ao processamento B. Todas as amostras submetidas ao processamento A tiveram uma
fixacao de 1 a 4 dias. No entanto, as 199 amostras submetidas ao processamento B tiveram
intervalos de fixacao diferentes: 33,2% (n=66) das amostras tiveram uma fixacao até 4 dias
enquanto que 66,8% (n=133) das amostras foram sujeitas a uma fixacao superior a 4 dias
(resultados nao apresentados). Como foi demonstrado neste estudo e amplamente descrito na
literatura, uma fixacao superior a 4 dias tem impacto na quantidade e qualidade do ADN
recuperado. Como referido, o principal efeito do formaldeido no ADN estd associado a formacao
de grupos metilol nos grupos amino das bases e ao estabelecimento de cross/inking de grupos
metileno, podendo levar a fragmentacao do ADN (56).

Apos a finalizacao dos estudos, os blocos de parafina sao armazenados no arquivo do SAP do
IPOC. O tempo de arquivo dos blocos de parafina e as condicdes de armazenamento em que estes
se encontram, tal como temperatura e humidade, podem ter impacto na qualidade e quantidade
do ADN recuperado dos TFFIP (58).

Neste estudo foi avaliado se o tempo de arquivo poderia terimpacto na quantidade e integridade
do ADN recuperado dos TFFIP. Para tal foram selecionadas amostras arquivadas dos anos de

2019 ede 2021. Amédia de concentracdao de ADN recuperado dos TFFIP arquivados hd dois anos
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foi 30% superior a média de concentracao das amostras com quatro anos de arquivo. Estes
resultados estao em conformidade com os obtidos por outros autores (57,58). Yi et al. (2020)
mostraram que a concentracao de ADN foi superior nos tecidos TFFIP com 1a 3 anos de arquivo
quando comparada com tecidos com 8 anos de arquivo. Adicionalmente, nao houve diferencas
significativas na concentracdo obtida entre os tecidos com arquivo entre 1a 3 anos (36). Guyard
et al. (2017) compararam a quantidade de ADN recuperado de TFFIP extraido em dois tempos
diferentes, com uma média de diferenca de 5 anos entre extracoes. Demonstraram que hd uma
diminuicao de aproximadamente 47% na quantidade de ADN recuperado apds os cinco anos de
arquivo (65).

Areducao de ADN recuperado nas amostras com tempo de arquivo de 4 anos pode ser explicada
por varios fatores. Entre os quais inclui-se o formaldeido residual, que se encontranos TFFIP, que
continua a reagir com o ADN durante o arquivo dos tecidos (66). Alguns autores defendem que o
arquivo dos blocos de parafina seja feita a 4°C no escuro, em oposicao a temperatura ambiente,
para reduzir este efeito do formaldeido residual no ADN (65). Outro fator que podera ter tido
influéncia neste resultado foi a duracao de fixacao a que as amostras dos dois anos foram
sujeitas. Das amostras selecionadas no ano de 2019, 50,2% (n=109) tiveram uma fixacao até 4
dias e 49,8% (n=108) das amostras foram sujeitas a uma fixagao superior a 4 dias. Enquanto que,
no ano de 2021, 76,6% (n=82) das amostras tiveram fixacao até 4 dias e 23,3% (n=25) das
amostras tiveram uma fixacao superior a 4 dias. Tal como referido anteriormente, o formaldeido
provoca danos no ADN levando a sua fragmentacao.

Em relacao a integridade, os resultados obtidos neste estudo mostraram que a duracao de
arquivo nao influenciou a integridade do ADN recuperado. Estes dados sao semelhantes aos
obtidos por outros autores (58,66). Nam et al. (2014) avaliaram a amplificagdo, por PCR, de trés
genes diferentes em amostras arquivadas com menos de 1ano e com1, 3 e 8 anos de arquivo. Os
resultados obtidos nao foram significativamente diferentes entre as amostras com menos de 1
ano e as amostras com 3 ou 8 anos (58). Kokkat et al. (2013) demostraram que a qualidade do
ADN extraido de amostras com periodos de arquivo entre 1 ano e 12 anos, é compardvel a
qualidade obtida de amostras com menos de 1ano (66).

No seu conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que a duracao de fixagao superior a
4 dias e o tipo de processamento tém impacto na quantidade e qualidade de ADN recuperado dos
TFFIP. O impacto do tempo de arquivo apenas € observado na quantidade do ADN recuperado

dos TFFIP.
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A area, a fracao e a viabilidade tumoral sao também fatores pré-analiticos que tém impacto na
guantidade e qualidade de ADN recuperado dos TFFIP (12,13). O tipo de tecido pode tambhém
interferir na quantidade de ADN, uma vez que a composicao celular é diferente entre os tecidos.
Gillooly et al (2015) verificaram que a quantidade de ADN gendmico nas células humanas varia
com o tamanho das células, células maiores continham mais ADN (67). Embora nao passiveis de
serem controlados pelo laboratdrio, estes fatores devem ser tidos em conta aquando da selecao
da amostra para os estudos moleculares.

A area do tumor na amostra pode determinar a quantidade de ADN recuperado (12). De uma
amostra de tecido que tenha uma drea tumoral entre 6 a 10cm? dever-se-3a conseguir extrair uma
quantidade de ADN adequada para a NGS (13). Neste estudo, a area tumoral teve um impacto na
concentracao de ADN obtido. Estes resultados vao de encontro aos descritos por Goswami et al.
(2022). Estes autores demonstraram que a quantidade de ADN recuperado de amostras com
area tumoral menor que 1cm? era significativamente menor quando comparada com a
concentragao de amostras com dreas tumorais entre 1a 2 cm? 2 a 6cm? e maiores que 6cm?(18).
Cho et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes (43). No presente estudo, em relacdo a
integridade do ADN recuperado, a area tumoral nao teve impacto.

A avaliacao da fracao celular tumoral é obtida pelo racio entre células neopldsicas e células
normais do estroma do tecido, através da observacao ao microscdpio 6tico (50). A percentagem
minima de fracao tumoral para analise depende da técnica a utilizar, para a NGS foi proposto que
seria 10% (44). Amostras com fracao tumoral inferior a 10% nao sao elegiveis para a NGS, uma
vez que uma fracao tumoral inferior pode causar dificuldade na detecao de variacao no numero
de cdpias (Copy Number Variation (CNV)) e na distincao entre variantes e artefactos de
sequenciacao (43). A fragao tumoral deve ser incluida no relatério molecular para uma correta
interpretacao e validacao da analise (49). Neste estudo foram selecionadas amostras com fragao
tumoral até 10 %. Penault-Llorca et al. (2022) aconselham a execucdao de macrodisseccao
guando a fragao celular de células tumorais € baixa (44). Assim, as amostras que tinham uma
fracao tumoral entre 10 e 20% foram colhidas por macrodisseccao, o que levou ao aumento da
fracao de células tumorais em relacao as restantes células, aumentando o racio para 80 a100%.
Na avaliacao feita quanto a influéncia da fracao tumoral na quantidade de ADN recuperado, esta
nao teve impacto. 0 mesmo resultado foi obtido em relagao a integridade do ADN.

A viabilidade tumoral é outro fator essencial para o sucesso da NGS, uma vez que as amostras

tumorais podem apresentar areas necraticas. A percentagem de necrose na amostra deve ser
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avaliada e interpretada com cuidado (12). Para otimizar a qualidade do ADN obtido, a
percentagem de células necrdticas presente no tecido deve ser a menor possivel (33). Quanto a
percentagem de células necréticas, as amostras selecionadas neste estudo apresentavam até
20% de necrose. Amostras com percentagem maior de necrose foram excluidas. A escolha desta
percentagem como fator de exclusao teve como base a percentagem de necrose adotada pelo
LMB derivada da experiéncia. Os resultados mostraram que tanto a qualidade como a quantidade
de ADN recuperado nao foram influenciadas pela presenca de células necrdticas no tecido.

Tal como foi referido anteriormente, o tipo de tecido deve ser tido em conta, uma vez que os
tecidos sao compostos por células diferentes (67). Deste modo, foi avaliada a influéncia do tipo
de tecido no ADN recuperado. Para tal, foram selecionadas amostras de tecido tumoral de mama
e c6lon. Obteve-se maior quantidade de ADN nas amostras de c6lon quando comparadas com as
amostras de mama. Esta diferenca de resultados pode estar associada ao tamanho da area
tumoral. De facto, havia uma diferenca de 0,4cm®+0,1 entre a drea média das amostras de cdlon
e de mama. Estes resultados podem também ser explicados pelo impacto da duracao da fixacao,
tempo de arquivo ou tipo de processamento, fatores pré-analiticos ja demonstrados terem
impacto na quantidade do ADN recuperado. De modo semelhante, o tipo de tecido teve impacto
naintegridade do ADN recuperado das amostras de tecido TFFIP.

Pelos resultados obtidos neste estudo pode-se inferir que os fatores pré-analiticos devem, sem
qualquer duvida, ser bem controlados de modo a garantir que estudos moleculares posteriores

nao sejam comprometidos.
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6. Conclusao

A NGS é uma tecnologia que permite a sequenciacao massiva de acidos nucleicos obtendo-se
uma enorme quantidade de informacao genética. Devido a sua especificidade e sensibilidade
estd rapidamente a estabelecer-se na pratica clinica, predominantemente na drea oncoldgica,
como um meio de diagndstico e orientador de terapéuticas. Os tecidos TFFIP representam um
recurso valioso para obtencdao de material bioldgico. No entanto hd diversos fatores pré-
analiticos que podem influenciar a quantidade e qualidade dos dcidos nucleicos recuperados, e,
consequentemente a taxa de sucesso da NGS.

Os resultados deste estudo mostraram que a duragao de fixacao, o tipo de processamento, a drea
tumoral e o periodo de arquivo dos blocos de parafina impactam na quantidade e qualidade de
ADN recuperado dos TFFIP. Desta experiéncia conclui-se que a duracao de fixacao dos tecidos
nao deve ultrapassar os 4 dias. O processamento que menos compromete a quantidade e
qualidade de ADN foi aquele em que o agente diafanizador foi o xilol. A parafina a ser utilizada
deve ter um ponto de fusao que nao ultrapasse os 62°C. O arquivo dos blocos deve ser feito de
preferéncia num local fresco, arejado e sem humidade. Por fim, deve-se utilizar, sempre que
possivel, a amostra mais recente. Adicionalmente, embora nao passiveis de decisao laboratorial,
devem ser tidos em conta o tempo de isquemia, drea, fracao e viabilidade tumoral. Um registo
rigoroso de todos estes fatores permite, nao s6, garantir a qualidade das amostras como obter

uma melhor correlacao com os resultados moleculares.

Perspetivas futuras

De forma a completar o presente trabalho devera ser feita uma avaliagao prética destes fatores
pré-analiticos na sequenciacao por NGS, nomeadamente na fidelidade dos resultados obtidos.
Como a NGS também pode ser realizada tendo como amostra ARN, uma proposta seria a
avaliacao doimpacto que os fatores pré-analiticos poderao ter na quantidade e qualidade do ARN

recuperado de TFFIP.
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8. Anexos

Anexo1

Processamento de tecidos A

Este protocolo foi efetuado no processador de tecidos Histocore Peloris, (Leica Biosystems Inc,

Concord, Ontario, Canada)

Tabela1- Passos do processamento de tecidos A

Passos

W oo ~NOUbDWN-=

- =
nN = 0

13

Etapas
Fixacao
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Diafanizacao
Diafanizacao
Diafanizacao
Impregnacao
Impregnacao
Impregnacao

Reagente
Formol
Etanol 70%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Xilol
Xilol
Xilol
Parafina
Parafina
Parafina

Minutos
44
30
30
30
30
60
90
45
45
90
60
60
60

Temperatura®°C
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente

62
62
62

P/V
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente
Ambiente

vV
v
V

Agitador
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med
Med

P /V -pressao/Vacuo

52



Anexo?2

Processamento de tecidos B

Este protocolo foi executado no processador de tecidos Pathos Delta (Mikestone Medical,

Kalamazoo, MI, USA)

Tabela 2 - Passos do processamento de tecidos B

Passos

O 00 ~N O Ul W NV =

NV 22 a2 a oL =
X 0 0o N i =30

Etapas
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Fixacao
Flushing
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Desidratacao
Diafanizacao
Diafanizacao
Diafanizacao
Diafanizacao
Vaporizacao
Impregnacao
Impregnacao
Impregnacao
Impregnacao
Impregnacao
Impregnacao

Impregnacao

Reagente
Formol
Formol
Formol
Formol

Etanol 70%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%
Etanol 99,9%

Isopropanol

Isopropanol

Isopropanol

Isopropanol

Parafina
Parafina
Parafina
Parafina
Parafina
Parafina

Parafina

Minutos
20
40
10
50
10
10
10
10
55
15
35
15
50
90
25
15
10
10
10
30
20

Temperatura °C
37
37
50
50

55
55
65
65
70
70
70
70
70
65
65

Pressao mBar

500
400
300
200
150
100
800
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Anexo 3

Extracao de ADN - Protocolo LBM - 1POC

(1) Digestao enzimatica

a.

b.

Adicionar um volume final de 500y, tampao de digestao (10mM TrisHcl, (pH=8); 0,IM
EDTA (pH=8); 0,5%SDS)
Incubar em proteinase K 0,5[1g/ml (Thermo Fisher Scientific, #4, US4) em banho-maria

durante a noite a 56°C

(2) Extracao de ADN

a.
b.

C.

b

g.
h

Centrifugar a temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto

Recuperar afase aquosa

Adicionar 1:1 volume de fenol-cloroférmio-alcool Isoamilico (PanReac AppliChem,
25:24:1)

Centrifugar a temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto

Repetir os passos “b. “a “e.”

Remover afase aquosa

Adicionar 1:1 volume de cloroférmio (ims)

Centrifugar a temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto

Remover a fase aquosa

(3) Precipitacao ADN

a.

b.

Adicionar 1:10 volume de acetato de sédio (3M, pH=5,2)
Adicionar 2-3 volumes de etanol frio a 99,9%

Colocar a-20°C durante a noite

Centrifugar a 4°Ca10000rpm durante 30 minutos

Retirar o sobrenadante e adicionar 1000pl de etanol a 70%
Centrifugar a 4°Ca10000rpm durante 20 minutos
Descartar o sobrenadante

Deixar secar a temperatura ambiente

Eluir o ADN recuperado em 50-300pI de Tampao TE (10mM Tris-HCl, TmM EDTA; pH=8)
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Anexo 4

Protocolo de quantificacao de ADN pelo AccuGreen High Sensivity dsDNA Quantification Kit
(Biotium) e o fluorémetro Qubit 2.0( 7rermoFisher Scientific).

1. Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente antes de usar

2. Preparar uma solucao de trabalho 1:200 AccuGreen™ Dye.: DNA Quantitation Buffer

3. Paracadaamostra e padroes pipetar 190 | de solucao de trabalho num tubo PCR de
0,5ml e adicionar 100l de amostra ou padrao

4. Incubar os tubos a temperatura ambiente e de preferéncia no escuro, durante 2 minutos

w

Quantificar 'S1”e de seguida “S2” para calibracao da curva

o

Quantificar as amostras
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