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Resumo: A rapida detecgdo de células neoplésicas
através dos diversos exames disponiveis, pode ser, muitas
vezes, determinante para a sobrevida de um paciente.
Algumas vezes os hospitais, responsaveis em manter a
Cadeia de Custddia das pecas biologicas destinadas a
exames diagnoésticos de doengas como o cancer, possuem
amostras com etiquetas trocadas, ou contaminadas,
podendo levar a um tratamento desgastante, mutilante e
desnecessario. Uma solugdo cientifica para a total
certificagdo de que uma amostra nao foi trocada ¢ o
exame de vinculo genético de verossimilhanga entre a
amostra e o sangue do paciente. Para isso ¢ necessario
desparafinizar a amostra bioldgica, previamente tratada
formando blocos de parafina, e posteriormente seguir os
protocolos de extracdo, quantificacdo, amplificagdo e
analise de fragmentos desta amostra. E importante
salientar que a parafinizagdo muitas vezes inibe a PCR
(reagdo em cadeia da polimerase). Desta forma, é
necessario um protocolo para a preparagdo desta amostra.
Este trabalho ira relatar um caso real, onde a paciente foi
instruida, por seu médico, a realizar o exame de vinculo
genético da amostra de cancer de mama, supostamente
retirada de seu corpo e do proprio sangue, por estar em
duvida quanto ao resultado da bidpsia e a procedéncia da
amostra.

Palavras-chave: PCR, vinculo genético, DNA, cancer
de mama.

Abstract: The fast detection of neoplastic cells through of
several tests available can be often to define about the
patient survival. Sometimes hospitals, responsible for
keep the Chain of Custody of biological samples used for
diagnostic tests in diseases such as cancer, have
exchanged labels, or contaminated samples, can lead to
an exhausting, mutilating and unnecessary treatment. A
scientific solution to complete assurance that a sample
was not changed is the examination of genetic linkage
likelihood between the sample and the patient's blood.
This requires deparaffinization of biological sample,
previously treated to form paraffin blocks, and after keep
the protocols for extraction, quantitation, amplification
and fragment analysis of this sample. Importantly: the
paraffinization often inhibits PCR (polymerase chain
reaction). Thus, a protocol for preparing this sample are
required. This paper will report on a real case, where the
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patient received medical advice to make the genetic
linkage of the breast cancer sample, because have doubts
about the result of the biopsy and the origin sample.
Keywords: PCR, genetic linkage, DNA, breast cancer.

Introducéo

O cancer no Brasil vem atingindo um niimero cada
vez maior de mulheres, numa faixa etaria cada vez menor,
com taxas de mortalidade cada vez mais elevadas [1].

Para o Brasil, em 2014, sdo esperados 57.120 casos
novos de cincer de mama, com um risco estimado de
56,09 casos a cada 100 mil mulheres [2].

As neoplasias sdo atualmente a segunda causa de
morte entre mulheres brasileiras, sendo que, o cancer de
mama ocupa o primeiro lugar, seguido do cancer de
pulmao, de colon e reto e de colo uterino [3].

Desta maneira, novas praticas de diagnostico precoce
e o consequente tratamento sdo de extrema necessidade
diante da atual estatistica levantada pelas autoridades de
saude [4].

Mesmo existindo, hoje, métodos diagndsticos
altamente avancados, ainda o mais recomendado pelos
especialistas ¢ o autoexame das mamas, seguido do
diagnostico por imagem, que propicia a detecgdo precoce
do cancer de mama, permitindo a visualizagdo de
pequenas lesdes ainda em sua fase inicial [5].

Se constatado nos exames fisicos ou nos exames de
imagem, alteracOes suspeitas nas mamas, o proximo
passo pode ser a realizagdo de uma bidpsia.

A bidpsia pode ser feita por puncdo, guiada por
imagem ou biopsia cirrgica quando se faz uma pequena
incisdo removendo toda a massa de tecido mamario
suspeito ou uma amostra representativa, dependendo do
seu tamanho e localizagdo [6].

O material ¢ encaminhado ao laboratério para que
seja preparada a emblocagem em parafina e a realizagdo
das avaliagdes histologicas da peca, sendo possivel
determinar a presenca de células neoplasicas [7].

A inclusdo, ou emblocagem em parafina, consiste na
impregnagdo do tecido a ser preparado, com substancia
de consisténcia mais firme e resistente, de modo a
permitir que, posteriormente, seja cortada em camadas
extremamente delgadas. Este processo se da com a
desidratagdo do tecido e a substitui¢do deste liquido por
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alcool e posteriormente por xilol. O xilol ¢ substituido
por parafina fundida e incluida em blocos [8].

Estes blocos sdo submetidos a cortes em laminas
delgadas e uniformes, com 5 a 7 micrometros de
espessura, em um equipamento de nome micrétomo, para
que as células possam ser visualizadas [9].

Este trabalho descreve os procedimentos de
desparafinizagdo e posterior genotipagem de uma
amostra obtida de uma bidpsia, cujo resultado foi,
segundo o médico responsavel, contraditorio ao aspecto
clinico do material originalmente removido.

Relato de caso

Uma paciente, jovem, mae de dois filhos, procurou
seu ginecologista com a queixa de um nodulo no seio. O
ginecologista pediu uma ecografia mamaria. Avaliando
as imagens pediu uma nova ecografia e uma mamografia.
A partir destes exames, foi sugerida uma biopsia cirfirgica,
quando, este mesmo médico, fez a ressecgdo integral do
ndédulo. Solicitou uma bidpsia, no entanto certificou a
paciente que seria um nodulo benigno, frente as suas
caracteristicas clinicas. Assim, o diagnostico foi
carcinoma ductual e lobular.

O ginecologista, agora acompanhado do oncologista,
sugeriu nova biopsia, cujo resultado foi o0 mesmo.

Como a duvida, neste momento, residia na
possibilidade da cadeia de custodia desta amostra ter sido
rompida, e esta poderia ndo pertencer a paciente em
questdo, foi solicitado que se procedesse ao exame de
vinculo genético de verossimilhanga, entre a amostra
evidencia ¢ a amostra padrdo, respectivamente amostra
produto de biopsia e amostra hematolégica da paciente.
Para isso, foi necessario desparafinizar o bloco onde se
encontrava incluido o material bioldgico da bidpsia, fazer
a digestdo deste material e dar continuidade aos
procedimentos de extragdo de DNA (4cido
desoxirribonucleico) da célula, amplificacao deste DNA,
com prévia quantificacdo e posterior analise de
fragmentos.

Materiais e Métodos

Os métodos utilizados para a preparagao de DNA,
baseado em amostras previamente fixadas em parafina,
s@o prejudicados quando da amplificacdo deste DNA por
meio da PCR (reag@o em cadeia da polimerase), devido a
baixa quantidade e qualidade do material genético obtido
apos a desparafinizagdo. Com o processo de
desparafinizagdo, o DNA ira se apresentar degradado
frente aos solventes e demais métodos utilizados para
este fim. Podem ocorrer também, contaminacdes pelos
reagentes utilizados, que poderdo atuar como fortes
inibidores da polimerase.

O processo de desparafinizagdo e digestdo de
materiais bioldgicos emblocados envolvem horas e
muitas vezes dias para se chegar a um resultado
satisfatorio [7]
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Desparafinizacao

Para dar inicio a extragdo de DNA da amostra alvo,
foi iniciada a desparafinizagdo do bloco, utilizando-se
dois tubos idénticos com 200mg de tecido parafinizado
com 600puL de xileno. Os tubos foram colocados em
banho-maria e pré-aquecidos, por 10 minutos, a 65°C, e
posteriormente aquecidos por 45 minutos a 67°C. Apos a
incubacdo, os tubos ainda quentes, foram centrifugados a
10.000 rpm, por 5 minutos, a uma temperatura de 25°C.
Apbs a centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante e ao
precipitado foram adicionados 600uL de etanol a 95° GL.
Os tubos foram novamente centrifugados a 10.000 rpm
por 5 minutos a 25°C. Terminada a centrifugagdo,
desprezou-se o sobrenadante e foi utilizado o precipitado
para se proceder a digestdo do material bioldgico [6].

Digestéo

Ao precipitado do material bioldgico obtido, apds a
desparafinizagdo, adicionou-se 1mL de agua destilada
mais 200 pL de solugdo de proteinase K na concentracao
de 10 mg/mL. O material foi incubado em banho-maria
por 3 horas, a 55°C, quando foram adicionados mais 100
pL de solucdo de proteinase K na concentracdo de 10
pg/mL, deixando-se os tubos por 9 horas a temperatura
de 60°C [6].

Ao final da digestdo proteolitica com proteinase K,
todo o material foi transferido para tubos novos, com o
acréscimo de 400 pL de fenol cloroféormio alcool
isoamilico (Merk).

O contetido dos tubos foi homogeneizado por 1
minuto e depois centrifugado a 14.000 rpm por 6 minutos
a temperatura de 25°C. Apoés a centrifugagdo, o
sobrenadante foi removido e transferido para um tubo
novo e a operacdo foi repetida por trés vezes, até que o
sobrenadante estivesse limpido, como descrito na
apostila do FBI (Federal Bureau of Investigation) [9].

O sobrenadante foi purificado ¢ concentrado através
de microconcentradores YM-100 filtros (Millipore) [8].

As amostras, entao, foram submetidas ao método de
quantificagdo através do equipamento 7500 Real Time da
Applied Biosystem, onde foi obtida uma quantidade de
DNA acima de 100ng/ul. O DNA foi diluido na
proporgao de 1:1000.

Esta amostra, assim diluida, foi submetida a
amplificacdo utilizando-se de conjuntos comerciais
Promega, PP16HS®, e seguida de analise em
equipamento automatizado de eletroforese capilar e
deteccdo de fluorescéncia laser induzida em
sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystem).

Resultados

Os resultados obtidos no eletroferograma mostran
compatibilidade alelica em todos os locus avaliados,
concluindo portanto por INCLUSAO de
VEROSSIMILHANCA de amostra de sangue da
paciente e a amostra da biopsia com um indice de
verossimilhanca de 11.028.100.585.104.600.000. Tal
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resultado indica ser aproximadamente onze quinquilhdes
de vezes mais provavel que os achados genéticos obtidos
sejam consequéncia do fato de amostra de sangue da
paciente e a amostra da biopsia possuirem uma origem
comum do que serem oriundas de individuos
aleatoriamente escolhidos da populagio. Este Indice de
Verossimilhanga ¢é calculado pela razdo entre duas
hipéteses mutuamente excludentes, a saber: Hipotese I —
o padrao de polimorfismo apresentado pela evidéncia é
decorrente do fato desta ser oriunda da paciente Hipotese
II — o padrdo de polimorfismo apresentado pela amostra
¢ consequéncia desta ser oriunda ndo da paciente e sim
de outro individuo, ndo testado e ndo relacionado ao
acusado. Seu resultado indica quantas vezes mais
provavel € a Hipotese I do que a Hip6tese I1. Estes dados
foram coletados junto ao Laboratério de Genética
Molecular Forense — Instituto de Criminalistica do
Estado do Parana — 2011.

Figura 1 — Eletroferograma obtido da amostra de sangue
da paciente, evidenciando os 16 loci analisados pelo Kit
PP16HS da Promega, captado de sequenciador 3130®
Applied biosystem. Fonte autoria propria.
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Figura 2— Eletroferograma obtido da amostra do matéria
da biopsia, evidenciando os 16 loci analisados pelo Kit
PP16HS da Promega, captado de sequenciador 3130®
Applied biosystem. Fonte autoria propria.
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Discussao

A responsabilidade dos hospitais em manter a cadeia
de custddia das pecas bioldgicas destinadas a exames
diagnosticos de doengas como o cancer ¢ de extrema
importancia.

Em ocasidoes onde pode ocorrer algum tipo de
questionamento por parte dos envolvidos exige-se um
rastreamento cuidadoso para a sua confirmagdo das
origens reais das amostras questionadas.

Uma solucdo cientifica para a total certificagdo de que
uma amostra ndo foi trocada é o exame de vinculo
genético de verossimilhanga entre a amostra e o sangue
do paciente. Para tal aplicar protocolos de extragdo,
quantifica¢do, amplificagdo e analise sdo primordiais
neste caso, salientando que a parafinizacdo muitas vezes
inibe a PCR (reacdo em cadeia da polimerase), ¢ preciso,
entdo, um protocolo para a preparagdo desta amostra.

Este relato de caso mostra que uma paciente foi
instruida por seu médico, a realizar o exame de vinculo
genético .

Conclusédo

A utilizagdo do exame de vinculo genético, neste
caso, comprovou portanto, que ndo houve a quebra da
cadeia de custodia da amostra analisada.

No caso concreto a amostra bioldgica pertencia a
paciente em questdo, que foi entdo, submetida ao
tratamento proposto de retirada do quadrante da mama e
posteriores se¢des de quimioterapia.

O presente trabalho mostra viabilidade na
implementagdo de marcadores moleculares em amostras
fixadas e emblocadas em parafina e desta forma
identifica-las por meio de avaliagdo de perfil genético.
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