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RESUMO

Neuber AC. AvaliacGo da qualidade de amostras bioldgicas criopreservadas: 13 anos de

historia do Biobanco-HCB. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2020

JUSTIFICATIVA: Um dos pilares que sustentam o progresso da pesquisa translacional é a
disponibilidade de muitas amostras bioldgicas com alta qualidade e dados associados.
Biobancos sdao responsdveis pela coleta, processamento, armazenamentoe fornecimento de
material biolégicopara fins de pesquisa. S3o denominados fatores pré-analiticos,todos os
procedimentos em vdarios estagios da amostragem do material bioldgico, que podem afetar a
sua qualidade de diversas formas, sendo o tempo de armazenamento uma importante
varidvel.OBJETIVO: Avaliar a integridade e qualidade das amostras criopreservadas no
Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos, no periodo de até 9 anos de
armazenamento.MATERIAIS E METODOS: Selecionou-se de forma aleatéria 447 participantes
com amostras pareadas de tecido tumoral e buffy coat/PBMC, armazenadas no periodo de
2008 a 2016. Todos os tecidos foram avaliados previamente por um patologista eforam
incluidos aqueles com porcentagem tumoral 2 60 e de necrose £20. A integridade do material
genético foi avaliada em relagdo ao numero de integridade do RNA (RIN) e DNA (DIN). Foram
consideradas amostras degradadas, aquelas que apresentavam integridade < 7, e integras,
com valores 2 7. O niumero de integridade de cada amostra foi comparado com o tempo de
armazenamento das mesmas.RESULTADOS: Um total de 130 (29%) amostras de tecido
tumoral foram excluidas na avaliagao feita pelo patologista. Para as amostras de DNA de
tecido tumoral, foi observado que a partir de 8.1 anos (AUC:0,68;p<0,001) de armazenamento
a frequéncia de amostras integras é inferior (68%), quando comparado ao periodo de
armazenamento menor que 8 anos (92%).Em relacdo as amostras de RNA de tecido tumoral,
observou-se que a partir de 4,5 anos de armazenamento (AUC: 0,64;p= 0,003), a frequéncia
de amostras integras é inferior (17%), quando comparado ao periodo de armazenamento
menor que 4,5 anos (45%). Para as amostras de DNA de buffy coat, observou-se que a partir
de 8 anos de armazenamento (AUC:0,77;p<0,001) ocorre uma reducdo na frequéncia de
amostras integras (74%), quando comparadas ao tempo de armazenamento menor que 8
anos (95%).Em amostras de DNA de PBMC,observou-seque a partir de 7.2 anos (AUC: 0,79;p=

0,012) de armazenamento, a frequéncia de amostras integras é inferior(54%), quando



comparado ao periodo de armazenamento menor que 7.2 anos (96%). Constatou-se também
que a integridade do DNA (p=0,15) e RNA (p =0,18) nado esta diretamente relacionada com o
tipo de topografia. Além disso, o rendimento das amostras de DNA e RNA de tecido variou de
acordo com o tipo de topografia e metodologia de quantificagdo. O presente estudo também
mostrou que amostras de buffy coat e PBMC armazenadas em -30°C apresentam um padrao
mais elevado de degradagao (26%), quando comparadas as amostras que permaneceram
armazenadas apenas em -80°C (1%; p<0,001). Por fim, observou-se uma taxa de 3% de ndo
compatibilidade das amostras analisadas por STR, sendo mais frequente em amostras
armazenadas no ano de 2008 (9%) e 2009 (7%).

CONCLUSOES: O longo periodo de armazenamento em -80°C teve impacto negativo na
integridade do RNA de amostras de tecido. A temperatura associada as peculiaridades do
armazenamento em freezer -80°C, que inclui flutuacdo de temperatura e formacdo de cristais

(intra e extracelular) podem ser os principais fatores que contribuiram para esses resultados.

PALAVRAS-CHAVES: Biobanco, pesquisa translacional, pré-analiticos, integridade, controle de

qualidade.



ABSTRACT

Neuber AC. Quality assessment of cryopreserved biological samples: 13 years of history of the

Biobank-BCH. Thesis (Doctoral). Barretos: Barretos Cancer Hospital;2020.

BACKGROUND: One of the pillars that support the progress of translational research is the
availability of a large number of high-quality biological samples and associated data. Biobanks
are responsible for the collection, processing, storage and supply biological material for
research purposes. Pre-analytical factors are all procedures in several stages of the sampling
of biological material, which can affect the quality in many ways, the storage time is an
important variable. AIMS: Evaluate the integrity and quality of the cryopreserved samples in
the Biobank Barretos Cancer Hospital up to 9 years of storage. MATERIAL AND METHODS: We
selected 447 participants in a random way with paired samples of tumor tissue and buffy coat
or PBMC stored from 2008 to 2016. All tissues were previously evaluated by a pathologist and
only those with tumor percentage = 60 and necrosis £ 20 were included. The integrity of the
genetic material was evaluated in relation to the number of integrities, RNA (RIN) and DNA
(DIN). Were considered degraded samples those showed integrity number < 7, and intact
those with values > 7. The integrity number of each sample was compared with storage time.
RESULTS: A total of 130 (29%) samples of tumor tissue were excluded in the pathologist
analysis. For DNA samples of tumor tissue, it was observed that from 8.1 years (AUC: 0.68;
p<0.001) of storage the frequency of intact samples is lower (68%), when compared to the
storage period less than 8 years (92%). Regarding RNA samples of tumor tissues, it was
observed that after 4.5 years of storage (AUC: 0.64; p= 0.003) the frequency of intact samples
is lower (17%) when compared to storage period less than 4.5 years (45%). For buffy coat DNA
samples, it was observed that after 8 years of storage (AUC:0.77; p<0.001) there is a reduction
in the frequency of intact samples (74%) when compared to the storage time less than 8 years
(95%). In PBMC DNA samples it was observed that from 7.2 years (AUC:0.79; p=0.012) of
storage, the frequency of intact samples is lower (54%), when compared to the storage period
less than 7.2 years (96%). Moreover, it was found that the integrity of the DNA (p=0.15) and
RNA (p=0.18) is not related to the type of topography. In addition, the yield of tissue DNA and
RNA samples varied according to the type of topography and quantification methodology. The

present study also showed that buffy coat and PBMC samples stored at -30°C showed a higher



pattern of degradation (26%) when compared to samples that remained stored only at 80°C
(1%; p<0.001). Finally, there was a 3% rate of mismatch of the samples analyzed by STR, with
high frequency of samples stored in 2008 (9%) and 2009 (7%).

CONCLUSIONS: The long storage period at -80°C had a negative impact on the RNA integrity
of tissue samples. The temperature associated with the peculiarities of freezer storage -80°C,
which includes temperature fluctuation and crystal formation (intra and extracellular) may be

the main factors that contributed to these results.

KEYWORDS: biobank, translational research, preanalytical, integrity, quality control.



1 INTRODUCAO

1.1 Biobancos de amostras bioldgicas humanas

Aideia de Biobanco ndo é nova, ha pelo menos 150 anos materiais bioldgicos de seres
humanos ou animais, ja eram coletados, armazenados e utilizados em pesquisa, porém sem
nenhuma regulamentacdo ou regras 1. Em 2003, apds a divulgacdo dos ultimos resultados
do Projeto Genoma Humano, o surgimento crescente de novos projetos no campo da
gendmica, e das tecnologias de sequenciamento de nova geracao, tornou-se crescente a
criacdo de grandes bancos de material biolégico humano, consagrando os Biobancos como
instrumento de producdo de conhecimento em genética humana?3. A International Society
for Biological and Environmental Respositories (ISBER) define Biobanco como o local onde é
feito o recebimento, processamento, armazenamento e/ou fornecimento de diferentes
tipos de amostras bioldgicas armazenadas adequadamente, contendo DNA, RNA e proteinas
de alta qualidade, tendo como objetivo principal a pesquisa cientifica basica e translacional
4,5.

De acordo com a resolugdo brasileira atual 441/2011 da Comiss3do Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) Biobanco é a colecdo organizada de material biolégico humano e
informagdes associadas, coletado e armazenado para futuros projetos de pesquisa,
conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade e gerenciamento institucional, sem fins comerciais °.

Sao inUmeras as defini¢cdes do termo Biobanco, de modo geral pode-se dizer que é o
local onde é feita a guarda de material bioldgico disponibilizado a pesquisadores,
considerado uma ferramenta indispensavel para a pesquisa em genética humana 2. Além
disso, na literatura é possivel encontrar também o termo Biorrepositério. De acordo com as
diretrizes brasileiras, é classificado como Biorrepositério uma cole¢do de material biolégico
coletado e armazenado ao longo de um projeto de pesquisa especifico sob responsabilidade
institucional e gerenciamento do pesquisador, o qual apresenta caracteristicas especificas

que diferem da colec3o de Biobanco® (Tabela 1).



Tabela 1 - Principais diferencas entre Biobancos e Biorrepositdrios de acordo com as

diretrizes brasileiras.

BIOBANCOS BIORREPOSITORIOS
Objetivo Varias pesquisas-indefinido Pesquisa especifica
Regulamentacao Protocolo de desenvolvimento Projeto de pesquisa
Responsabilidade Instituicdo Instituicdo
Gerenciamento Instituicao Pesquisador
Tempo de Até 10 anos ou conforme
Indeterminado
armazenamento definido no estudo
Termo de Isento de novo consentimento ou novo Novo consentimento para
consentimento consentimento para cada pesquisa cada pesquisa

Fonte: Resolugdo CNS 441/2011

1.1.1 Infraestrutura e segurancga

Para o planejamento de um Biobanco é imprescindivel que sejam considerados os
aspectos de ordem fisica e estrutural, os quais podem variar de acordo com o tipo de
material a ser armazenado bem como os recursos financeiros disponiveis ’.

Em se tratando de material biolégico humano, a estrutura padrdo recomendada
inclui um sistema de armazenamento por criopreserva¢ao das amostras em freezers -80°C,
sob monitoramento constante de temperatura, ou o armazenamento por longos periodos a
—140°C através de containers de nitrogénio liquido (NLz), considerado um método de custo
elevado e manutencao rigorosa a fim de evitar falhas e possiveis problemas relacionados ao
descongelamento das amostras &°.

Embora a criopreservacao seja o método mais adequado, o mesmo exige um bom
planejamento de espaco para atender demandas iniciais e futuras 4. As salas devem ser
mantidas refrigeradas, com temperatura ambiente de no minimo 22°C, para prevenir

desgaste excessivo dos freezers e falhas precoces ’. Os freezers devem ser equipados com



um sistema de monitoramento programados para alertar a equipe quando o mesmo estiver
operando a cima da sua configuragdao normal, além disso, alguns freezers (aproximadamente
10%) devem ser mantidos vazios, a fim de serem utilizados como backups, em caso de
emergéncias “.

Em Biobancos que fazem o uso de galdes de NL,, é necessario que seja realizado um
treinamento apropriado da equipe o qual deverd ser incluido como Procedimento
Operacional Padrdo (POP), descrevendo potenciais riscos a saude e as devidas precaucdes a
serem tomadas % Para a manipulacdo de NL2 recomenda-se que sejam utilizados
equipamentos de protecdo individual (luvas criogénicas, protetores faciais e aventais
frontais criogénicos) bem como, sensores para mensurar o nivel de oxigénio da sala, os quais
devem ser calibrados anualmente ”.

Outros métodos de preservacao e fixacdo de material bioldgico podem ser utilizados
em Biobancos, quando um sistema de criopreservacdo ndo esta disponivel 7. A inclusdo de
amostras fixadas e incluidas em parafina (FFPE, do inglés Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded), e a utilizacdo de solugbes estabilizadoras de RNA e laminas histoldgicas, sao
métodos de preservacdo de tecido, considerados alternativos e relativamente menos
custosos ’. Entretanto, a qualidade e integridade sdo bem inferiores quando comparadas ao
armazenamento por criopreservacio, limitando o uso dessas amostras 1712,

E necessério que todo Biobanco tenha um sistema de seguranca basico que garanta
a protecdo das amostras, bem como os dados associados & elas #’. Para tanto, o Biobanco
deve dispor de um sistema de seguranca 24 horas capaz de realizar chamadas de emergéncia
para uma equipe capacitada, em caso de incéndio ou acesso de pessoas n3o autorizadas .
Em se tratando de protecdo dos dados, é fundamental que seja feito o uso de softwares

seguros que preserve os dados individuais com a mesma restricdo que as informacgdes

clinicas, além disso, as informacdes pessoais devem ser substituidas por cédigos 713

1.1.2 Aspectos éticos e legais

Os Biobancos levantam uma série de questdes éticas e legais na sociedade atual, visto
que coletam, armazenam e distribuem material bioldgico humano para pesquisa’®. As
normas éticas atendem as necessidades especificas de cada pais, e devem ser

constantemente avaliadas . Além disso, os direitos, responsabilidades e obrigacdes dos



membros do Biobanco, bem como dos doadores, devem ser muito bem esclarecidos e
definidos 1.

Atualmente o Brasil ndo possui uma lei especifica para o armazenamento e utilizacao
de material bioldgico humano em pesquisa. Entretanto, encontra-se a base legislativa na
Constituicdo Federal de 1988, no Cddigo Civil e em outras legislacdes, assuntos relacionados
a essa tematica, como por exemplo, a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) 23/11- Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispGe sobre o regulamento técnico para o
funcionamento dos bancos de células e tecidos germinativos, a portaria 2201/11 do
Ministério da Saude a qual estabelece as diretrizes nacionais para Biobanco de material
biolégico humano utilizado em pesquisa, e a Resolugdo do CNS n° 441/11 sendo o
documento mais atual e de grande importancia para regulamentacao de Biobancos para fins
de pesquisa®1>16,

Sendo assim, no Brasil o processo para registro de um Biobanco inicia-se com a
confec¢do de um protocolo de desenvolvimento, formado pelo conjunto de documentos
necessarios para solicitacdo do funcionamento de um biobanco institucional, primeiramente
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e pela Comissdo Nacional de ética em
Pesquisa (Conep), em atendimento a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 441
de 12 de Maio de 2011, a qual dispdem de diretrizes para a andlise ética de projetos de
pesquisas que envolvam armazenamento de material biolégico humano ou uso de material
armazenado em pesquisas anteriores 7.

Existem quatro principios gerais que devem ser aplicados em pesquisas que utilizam
amostras humanas: 1) o consentimento do participante da pesquisa deve ser um elemento
indispensavel, 2) garantir a protecao, confidencialidade e privacidade dos dados pessoais
dos participantes, 3) oportunidades iguais e gratuidade para acesso das amostras, 4) a
pesquisa deve ter embasamento cientifico que a justifique, suporte financeiro e aprovacao
em um comité de ética 7181°. Além disso, todos os Biobancos devem ser atribuidos a um
Comité de Etica em Pesquisa, composto por membros que facam uma gestdo geral,
definindo objetivos, revisando e monitorando processos, a fim de garantir que esses
principios éticos sejam corretamente seguidos 78,

O consentimento do participante da pesquisa é imprescindivel para que as amostras
sejam coletadas e utilizadas em projetos de pesquisa ’. Esse processo é realizado através de

uma documentacdo denominada de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ou TCLE,



o qual o possivel participante da pesquisa é informado sobre o objetivo da pesquisa bem
como a possibilidade de eventuais riscos e eventos adversos que podem ocorrer *. O termo
de consentimento ndo é considerado um processo unificado, pois é elaborado de acordo
com as normas e leis de cada pais %°.

Embora caiba a instituicdo, na qual um determinado Biobanco esta localizado, a
responsabilidade de guarda e o gerenciamento de todo o material biolégico contido
(Resolucdo CNS n° 441, item 1.I; item 9), o material pertence ao participante do biobanco
(Resolugdo CNS n° 441, item 9) 7. Este, ou seu representante legal, a qualquer momento e
sem qualquer 6nus ou prejuizo, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do
material biolégico armazenado, valendo a desisténcia a partir da data da sua manifestacao.
Para tanto, deve o sujeito de pesquisa (ou o seu representante legal) formalizar ao Biobanco
institucional sua desisténcia em manifesto escrito e assinado (Resolucdo CNS n° 441, item
10.1) ¥/,

Em se tratando de privacidade e protecao dos dados do participante da pesquisa, as
legislagdes e orientacdes podem variar de acordo com cada pais . A Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC- International Agency for Research on Cancer), recomenda que
os Biobancos utilizem métodos de identificacdao que proteja seus dados, bem como assegure
a privacidade e o anonimato dos dados do participante em pesquisa ’. Sendo assim, os
Biobancos podem usar um ou mais cddigos para identificar as amostras, ao invés de associar
informacgdes pessoais, ou utilizar o método de pseudo-anonimizagao, onde as identificagdes
pessoais sdo substituidas por um pseuddnimo .

Atualmente o Brasil possui 57 Biobancos acreditados pela CONEP 7. O Biobanco mais
antigo do Brasil é o do A.C. Camargo Cancer Center, fundado em 1997 e localizado na cidade
de S3o Paulo?l. Sua estrutura é composta pelo Banco de Tumores e pelo Banco de
Macromoléculas, com cerca de 66 mil e 19 mil amostras armazenadas até 2017,

respectivamente 22,

1.1.3 Tipos de Biobancos
Existem diferentes tipos de Biobancos classificados de acordo com o propésito para
qual o material bioldgico foi coletado 232, Resumidamente, Biobancos de amostras

biolégicas humanas podem ser divididos em trés maiores tipos: 1) Biobancos populacionais;



2) Biobancos para epidemiologia e 3) Biobancos de doencas especificas (banco de tumores)
2,14,23,25.

Biobancos populacionais gerenciam um grande numero de amostras de DNA de
individuos saudaveis, os quais sdo representativos de um pais, regido ou coorte étnica 2°.
Geralmente esse tipo de Biobanco possui como principal objetivo a deteccdo de
biomarcadores de suscetibilidade para a populagao em questao, o que permite acompanhar
a evolucdo das alteracdes genéticas nas geracgdes seguintes, facilitando a compreensao dos
mecanismos patogénicos sejam eles genéticos ou hereditarios 142326,

Na Europa o surgimento de Biobancos populacionais é crescente desde o
sequenciamento do genoma humano, gerando novas oportunidades de investigacdo bem

27" No Reino Unido

como novas medidas de preservar a saude da populagdo europeia
localiza-se o maior Biobanco populacional europeu, denominado de UK Biobank criado em
2006 e possui cerca de meio milhdo de amostras de cidadaos britanicos entre 40 e 69 anos,
coletadas durante 4 anos 26. O Banco Nacional de ADN e o GenBank s3o outros exemplos de
grandes Biobancos populacionais europeus 2273,

Os Biobancos de estudos epidemioldgicos possuem suas atividades focadas em
biomarcadores de exposicdao utilizando um elevado nimero de amostras de doadores
expostos saudaveis e casos especificos da doenca 2. Esse tipo de Biobanco geralmente
possui base hospitalar onde é feito a coleta prospectiva e retrospectiva de amostras e seus
derivados (DNA, RNA e proteinas), juntamente com os dados clinicos do doador %%, De
forma semelhante, os Biobancos de doencas especificas (banco de tumores) também

realizam estudos de caso-controle eficientes na investigacdao da interacao genes-ambiente,

bem como estudos de progndsticos 4.

1.1.4 Colaboragdoe treinamento da equipe interdisciplinar

As atividades desenvolvidas em um Biobanco, denominada biobanking, envolve uma
série deetapas que incluio consentimento do participante da pesquisa, coleta do material
bioldgico e dados associados, processamento, armazenamento e distribuicdo *°. Para que
todas essas etapas sejam realizadas adequadamente, possibilitando a utilizacdo satisfatoria
das amostras bioldgica em pesquisas, é necessario a colaboracdo e treinamento de uma rede

interdisciplinar envolvendo pesquisadores, cirurgides, enfermeiros, técnicos, patologistas,



bidlogos, auxiliares de escritdrio, profissional de tecnologia da informacdo e
epidemiologistas 1831735,

Normalmente, a equipe clinica faz o primeiro contato com o participante da pesquisa,
coletando informagdes e o consentimento informado do mesmo 3. Os cirurgides sdo os
responsaveis por obter efetivamente o material bioldgico humano 332, Para garantir a
qualidade das amostras teciduais coletadas, nessa etapa também estdo envolvidos técnicos,
0s quais sdo responsaveis por preparar e transferir as amostras teciduais para serem
congeladas rapidamente utilizando instrumentos esterilizados 3. Alguns fluidos corporais,
por exemplo sangue e saliva, podem ser coletados em outros departamentos, como
laboratério de analises clinicas, e encaminhados para a equipe do Biobanco, que estara
envolvida no processamento, cadastro e armazenamento das amostras 1.

E de extrema importancia que os Biobancos priorizem o treinamento e/ou
certificacdo de toda a equipe envolvida na gestao do setor, afim de que seja fornecido um
servico de qualidade em todas as etapas 313336, Os guias de boas praticas em Biobancos,
recomendados pela ISBER e o National Cancer Institute (NCI), sdo excelentes ferramentas
utilizadas por Biobancos, afim de padronizar processos e treinamento da equipe, incluem
tépicos de coleta, processamento de amostras, armazenamento, treinamento, questdes
éticas e legais, controle de qualidade entre outros 433133, Além disso, no website da ISBER
é possivel encontrar, os principais cursos, qualificacGes e programa de certificacdo em

Biobancos 37-38,

1.1.4.1 O papel central do patologista

Com o advento das técnicas de biologia molecular na medicina, a funcdo do
patologista se ampliou, paralelamente ao avan¢o das ferramentas disponiveis para a
caracterizacdo patoldgica de uma amostra, tornando-se uma especialidade fundamental ndo
apenas para medicina diagndstica mas também para medicina translacional e personalizada,
devido a sua experiéncia Unica em diagndstico de doencgas e acesso as amostras de tecidos
provenientes de cirurgias 3*2.Dessa forma, o patologista é considerado um componente
fundamental para o estabelecimento principalmente nos bancos de tumores, atuando como
uma ponte entre clinicos e pesquisadores #344,

O patologista esta envolvido em diferentes etapas da coleta do material bioldgico,

sendo responsavel pelo controle de qualidade dos procedimentos relacionados a patologia



molecular de um banco de tumores*3. Devido a sua formacdo, bem como a sua experiéncia
médica e cientifica, os patologistas sdao profissionais capacitados para fornecer as
informacdes essenciais em relacdo ao diagndstico do paciente erealizarem as coletas das
amostras teciduais, determinando a amostragem que sera enviada para o Biobanco,
priorizando sempre o diagnhdstico do paciente #44>,

A presencga de um patologista como membro da equipe de pesquisa é essencial para
selecdo correta da drea dissecada, que sera utilizada em futuras anélises moleculares 434,
Os patologistas avaliam microscopicamente os tecidos cortados em slides e corados em HeE
(Hematoxilina e Eosina), para a confirmacao do diagndstico patoldgico, determinagdo do
status da doenca e propor¢do da area tumoral, normal, necrética e inflamatdéria 3540414344,
E importante que as amostras de tecido tumorais coletadas para Biobanco possuam
representatividade celular heterogénea e estejam livres de necrose, para que sejam

reproduzidos resultados fidedignos #3.

1.1.5 Fatores pré-analiticos

Em um Biobanco é fundamental que sejam asseguradas tanto a qualidade quanto a
disponibilidade do material bioldgico criopreservado por longos periodos, para utilizacgdo em
pesquisa futuras %647 S3o considerados fatores pré-analiticos, todos os procedimentos em
varios estagios da amostragem do material bioldgico, que podem afetar a qualidade de uma
amostra bioldgica de diversas formas, incluindo estrutura de proteinas, funcionalidade de
enzimas, padrdo de expressdo génica, metilacdo do DNA e viabilidade da célula # . Esses
fatores, que afetam a variabilidade em dados de pesquisas, resultados e interpretagdes,
podem estar associados as caracteristicas do paciente (invivo) e/ou do tipo de material
biolégico ou a manipulagdo do mesmo (ex vivo), devem ser observadas e anotadas sempre

que possivel #%8,

1.1.5.1 Fatores pré-analiticos in vivo

Os fatores pré-analiticos in vivo estdo além do controle e padroniza¢cdo do Biobanco,
visto que sdo determinados pela condicao especifica de cada paciente, podendo estar
relacionado com a dieta, sexo, habitos, medicacdo, estresse, estilo de vida, momento da
coleta (pdés-operatdrio/ pré-operatorio), estagdo do ano em que foi feito a coleta do material

e ritmo circadiano®.



Sao poucos os trabalhos disponiveis na literatura que avaliam o impacto dessa fonte
de variacdo. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer em parceria com a Investigacao
Prospectiva Europeia sobre Cancer (EPIC-Europeran Prospective Investigation into Cancer),
estudo prospectivo e multicéntrico que investiga a relacdo entre o cancer e nutricao,
desenvolveram um trabalho ao longo de cinco anos, cujo objetivo foi avaliar o impacto de
uma série de varidveis in vivo no rendimento do DNA de sangue de 50 mil amostras
individuais de participantes®°.

Devido ao grande niumero amostras, foi possivel identificar fatores que impactam
significantemente o rendimento do DNA, sendo eles: género, idade , indice de massa
corpdrea (IMC) e tabagismo #° . Em relacdo ao género, foi observado um maior rendimento
de DNA das amostras de mulheres, o que pode ser justificado pela variacdo dos linfécitos,
plaguetas e contagem de neutréfilos, que s3o maiores em mulheres #>°9, Em se tratando da
idade, foi observado menor rendimento de DNA em participantes mais velhos, ocasionado
pela diminuicdo de células brancas na circulagao periférica com ao longo dos anos de vida
4951 No que se refere ao IMC, foi observado um alto rendimento de DNA em amostras de
participante obesos (IMC > 35 KG/m?), provavelmente devido ao processo inflamatdrio
relacionado a obesidade 4°°2. Da mesma forma, também foi observado um maior
rendimento do DNA em participantes fumantes comparado com os ndo fumantes, que pode

ser devido a quantidade de células brancas reportado em pessoas que fumam 4°°3:54

1.1.5.2 Fatores pré-analiticos in vitro

Os fatores pré-analiticos in vitro incluem tipo de tubo de coleta utilizado, hemdlise,
identificacdo adequada das amostras, tempo de processamento até o armazenamento da
amostra, temperatura e duracdo da centrifugacdo, temperatura e tempo de
armazenamento,tempo de isquemia fria e quente (apenas para tecidos), tipo de protocolo
utilizado, identificacdo correta, congelamento e descongelamento #. Alguns tipos de fatores
pré-analiticos in vitro variam de acordo com o tipo de material biolégico coletado e outros

s3o genéricos, aplicados tanto para tecidos quanto para fluidos #°>°® (Figura 1).
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Tecidos Sangue
(soro, plasma, buffy coat)

congelamento e Hemodlise
Tempo de isquemia fria descongelamento

temperatura e tempo de Tipo de tubo de coleta

armazenamento
Tempo entre a coleta e

Tempo de isquemia quente | identificagdo da amostra armazenaniEiy

Temperatura e duragédo

s proweio da centrifugacao

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 1 - Principaisfatores pré-analiticos in vitro que influenciam a qualidade de amostras

detecidos (laranja) e sangue (azul).

Ciclos de congelamento e descongelamento do material biolégico pode interferir
diretamente na qualidade dos acidos nucléicos, os principais motivos para que isso ocorra
sdo: utilizacdo frequente da mesma amostra ou oscilagbes de temperatura do freezer,
causado pela abertura constante da porta e falhas técnicas nos freezers 1. Assim como em
tecido, ciclos de descongelamento também podem alterar a qualidade do DNA, RNA e
proteinas em amostras de sangue, podendo reduzir o rendimento do DNA para 25%, sem
haver reducdo significativa do RNA mensageiro no soro ou plasma, em apenas um ciclo de
descongelamento 1. Sabidamente a molécula de RNA é mais instavel e consequentemente
mais vulneravel a degradacdao comparada a molécula de DNA. Um estudo mostrou que
amostras de RNA de tecido tumoral de ovario, submetidas a 1, 2 e 3 ciclos de
descongelamento podem ser congeladas e descongeladas até no maximo trés vezes sem
comprometer a integridade do RNA e o perfil de expressdo génica °’. Um outro trabalho,
utilizou amostras de autdpsia de tecido cerebral, e foi observado uma correlagdao negativa

com a integridade do RNA e os varios ciclos de congelamento e descongelamento. Além
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disso, as amostras preservadas em RNALater obtiveram maior qualidade do que as amostras
que foram rapidamente congeladas #°%°°, Alguns estudos relatam ainda que dois ciclos de
congelamento e descongelamento sdo suficientes para alterar a qualidade do RNA e que a
correlagdo entre o nimero de ciclos e a integridade do RNA, pode estar associadas ao tipo
de tecido utilizado, sendo assim, é recomendado que sejam feitas aliquotas do material,
utilizacao de gelo seco ou nitrogénio seco, para a manipulagao das amostras, evitando o
descongelamento das mesmas 41,

Em relagdo a temperatura de armazenamento das amostras, diversos estudos
utilizacdo o método de criopreservagdo ( -80°C a -190°C), pois este proporciona um alto
rendimento e qualidade dos acidos nucleicos, favorecendo estudos morfoldgicos de alta
qualidade os quais utilizam técnicas como o Sequenciamento de Nova Geragcdao (NGS),
microarrays e PCR digital, para a avaliacdo do genoma, transcriptoma e proteoma 1. A
temperatura e o tempo de armazenamento também s3o fatores determinantes, no que se
diz respeito a qualidade de amostras criopreservadas . A criopreservacdo em temperaturas
abaixo de -130 °C, através de ultra freezers ou nitrogénio, é opcao ideal para a preservacao
das biomoléculas de RNA, pois mantém sua integridade intacta em até 50 meses *’. Porém,
um estudo que avaliou a integridade do RNA de amostras de tecido enddcrino armazenadas
em freezers a -80°C com diferentes tempos de armazenamento, mostrou que este tipo de
armazenamento por longos periodos prazo nao afeta negativamente a qualidade do RNA e
sugere que o armazenamento em -80°C é equivalente ao armazenamento feito em
nitrogénio #7. A literatura neste aspecto ainda é muito contraditdria necessitando de mais
estudos com grande numero de amostras afim de melhor elucidar o impacto do tempo na
gualidade das amostras criopreservadas para pesquisa genomica.

A identificacdo adequada das amostras biolégicas é uma etapa importante em
Biobanco, em se tratando da autenticidade da amostra #!3. Cada amostra deve conter
identificacdo Unica que seja clara, legivel, firmemente fixada no tubo e apta para suportar as
condi¢cdes de armazenamento 3. Outras informacdes relevantes devem estar associadas a
identificacdo, como informacdes pessoais do participante da pesquisa, o consentimento
informado do mesmo, bem como a localizagdo das amostras em uma caixa especifica do
freezer 713,

A isquemia fria é um fator pré-analitico importante em amostras de tecidos, estd

relacionada com o tempo entre a remocao cirurgica do tecido e o congelamento da amostra,



12

que deve ser realizado no menor tempo possivel 39 Alguns estudos foram realizadosa fim
de mensurar o tempo ideal de isquemia fria que mantém o RNA integro, os resultados
obtidos variam de acordo com o tipo de topografia do tecido, sendo o tempo de 30 minutos
o mais eficiente para manter a integridade do RNA 11,6061,

A isquemia quente ocorre no momento da diminuicdo da perfusdo sanguinea e de
oxigénio no tecido, apds o mesmo ter sido removido do corpo e ser mantido em temperatura
ambiente, antes da amostra ser congelada >%%2, Um estudo acerca desse tema foi realizado
utilizando amostras frescas de célon coletadas, cortadas em pedagos e mantidas em gelo por
0,5, 1 e 4 horas antes de serem congeladas, foi observado que o tempo de isquemia quente
de até 4 horas ndo acarretou impacto significante em relacdo a integridade do RNA das
amostras de cdlon®®. O tempo de isquemia quente, associado a periodos longos de
manipulacdo cirurgica, também podem alterar o perfil da expressdo génica, portanto devem
ser controlados 8.

Outro fator pré-analitico importante que influencia a qualidade das amostras de
sangue é o tempo em que a amostra permanece em temperatura ambiente em tubos EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid) até ser processada 8. Amostras condicionadas por longos
periodos em tubos EDTA podem ter alteragdes, quanto ao perfil de expressao génica por
inicio da transcricdo in vitro, portanto o que se recomenda é o processamento e
armazenamento do sangue em até 4 horas a 4°C apds a coleta do mesmo &3, Alguns estudos
destacam a boa qualidade do RNA e menor variagdo quanto aos padrdes de expressao
génica, através da utilizacdo de tubos coletores PAXgene® (BD biosciences) ou Tempus
(ThermoFisher) , os quais possuem uma solucdo estabilizadora de RNA, evitando a
transcricdo in vitro bem como degradacdo do RNA mensageiro por RNases 6463,

A hemoélise in vitro, esta relacionada a procedimentos inadequados durante a coleta
ou manipulacdo do tubo (pipetagem, centrifugacdo, transporte), que ocasionam a
destruicdo das hemdcias e consequentemente a liberacdo de hemoglobina % . Amostras de
soro e/ou plasma hemolisadas, ndo devem ser utilizadas, pois a presenca de ferro pode ter
impacto na eficiéncia e acuracia de testes laboratoriais e técnicas utilizadas em pesquisas
como a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)°. Sabe-se que a hemdlise pode ser
evitada por meio de um procedimento simples que preconiza treinamento de pessoal e
utilizacdo de boas praticas na coleta do sangue, cuidado na manipulagdo dos tubos de coleta

e a manipulacdo por meio do uso de pipetas .
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1.1.6 Controle de qualidade em biobancos

Os Biobancos atuam como uma importante ferramenta para a medicina gendémica,
uma vez que detém da fonte de amostras bioldgicas que sdo utilizadas na descoberta de
novos marcadores moleculares, bem como a identificagdo de novos alvos terapéuticos, que
trardo beneficios futuros para o diagndstico e tratamento de pacientes °. No entanto, para
refletir as verdadeiras mudancas gen6micas de doengas, é necessario a utilizacdo de
amostras bioldgicas que possuam DNA, RNA e proteinas de boa qualidade °.

Os trés principais pilares relacionados aos controles de qualidade (CQ) em Biobancos,
sjo: autenticidade, pureza e estabilidade #*3%’. O primeiro estd correlacionado com a
identificacdo correta atribuida a amostra, o segundo diz respeito a amostras livres de
contaminacgao, e o ultimo corresponde a capacidade do material em manter seus valores
iniciais por um periodo de tempo definido #’.

A autenticidade da amostra é um pré-requisito importante para qualquer pesquisa
68, A manipulacdo de um grande nimero de amostras pode gerar erros de identificacdo e
trocas durante o processamento das mesmas, portanto esse topico é considerado um
desafio em Biobancos, que devem assegurar a qualidade desse processo ®7°. Uma maneira
de confirmar a identidade do participante da pesquisa, a partir de amostras de DNA, é
através da identificacdo de regides polimérficas denominadas STR (Short Tandem Repeat) ’*.
A analise de STR é uma técnica de alta resolucdo que pode ser utilizada tanto para
identificacdo de linhagens celulares, como em tecidos %72 . Sua principal aplicacdo é na
diferenciacdo de uma linhagem celular humana da outra, pois a probabilidade de duas
linhagens celulares nao relacionadas terem o mesmo perfil de DNA, utilizando 17
marcadores de STR, é de 1 x 10718%°, Entretanto, essa técnica n3o é adequada para distinguir
linhagens celulares humanas provenientes de tipos diferentes de tecido do mesmo
participante da pesquisa, pois elas terdo o mesmo perfil de STR independente do tipo de
topografia, desde que seja do mesmo participante da pesquisa %72 .

O controle de qualidade de amostras teciduais utilizadas em pesquisa deve ser
desenvolvido de maneira adequada, a fim de potencializar o desempenho das analises
moleculares futuras 4. Dessa forma, recomenda-se que as amostras de tecido sejam
avaliadas micro ou macroscopicamente por um patologista 713, Para isso, os tecidos s3o
cortados em sec¢Oes de 5 micras com o auxilio de um aparelho criostato, em seguida essas

seccdes sdo coradas em laminas de vidro utilizando hematoxilina e eosina (HE) 7 . A partir da
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lamina, o patologista ird indicar a porcentagem de células neopldsicas, necrose e fibrose
presentes no tecido #’. De acordo com as boas praticas para estudos cientificos, a obtencdo
do material genético a partir do tecido tumoral, pode ser feita somente apds a confirmacao
da porcentagem tumoral considerando como padrao porcentagem > 60 de células tumorais
vidveis e porcentagem < 20 de necrose, amostras fora desse parametro devem ser
consideradas impréprias para analise molecular 47,

A utilizagao de protocolos padronizados, denominado Procedimento Operacional
Padrdo (POPs), é uma importante ferramenta utilizada no controle de qualidade, os quais
devem ser documentados de uma forma passivel de revisdo e modifica¢des °. Os POPs tém
funcdo de descrever como as tarefas deverdo ser executadas pelo operador capacitado de
forma padronizada, a fim de garantir que as amostras sejam corretamente coletadas,
processadas e armazenadas seguindo um mesmo protocolo oficialmente padronizado 3. A
utilizacdao de POPs inadequados pode prejudicar a qualidade de dados e reduzir o poder
estatistico de estudos principalmente aqueles que pesquisam interacdo entre gene e
ambiente, dessa forma, é crucial a utilizacdo de protocolos validados %73,

Com o objetivo de compreender melhor os fatores pré-analiticos e
consequentemente fornecer espécimes de alta qualidade para serem utilizadas em pesquisa,
foram desenvolvidos guias de gestao de qualidade em Biobanco. Atualmente os principais
guias internacionais de boas praticas utilizados por Biobancos e Biorrepositoriossao
produzidos pela ISBER, NCI,IARC e Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD), a partir deles é possivel desenvolver um Sistema de Gestdao Qualidade (SGQ) de
amostras, a fim de minimizar situacdes adversas que podem afetar resultados cientificos,
garantindo assim a seguranca da equipe e aumentando a qualidade das amostras
armazenadas *7/1367,

Além disso, Betsou et al.”* desenvolveram um cddigo para amostras bioldgicas
denominado de “ Sample PREanalytical Code- SPREC-01 versao 03”, o qual fornece detalhes
sobre o processo pré-analitico das amostras, auxiliando pesquisadores e profissionais que
trabalham em Biobancos a identificar as variaveis pré-analiticas mais importantes associadas
com os diferentes tipos de amostras bioldgicas 74. Através desse cédigo é possivel saber
informagcdes como, por exemplo: o tipo de material biolégico, tipo de tubo de coleta
utilizado, detalhes da centrifugacao, tempo de processamento entre a centrifugacdo e o

congelamento e temperatura onde a amostra ficou armazenada. Atualmente o SPREC- 03 é
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a versao mais recente, sem mudancas significativas realizadas, porém com mais op¢des que

permitem utilizacdo de novas tecnologias desenvolvidas 74.

1.1.6.1 Controle de qualidade de acidos nucléicos

Algumas técnicas sdo utilizadas como ferramentas padrdo para avaliar a qualidade
dos acidos nucléicos criopreservados 1. Uma maneira rapida e eficiente de mensurar a
pureza bem como o rendimento das amostras, é através da utilizacdo de espectrofotémetros
com comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, o qual determina a densidade 6ptica (OD)
do DNA e RNA obtidos a partir de células, tecidos, sangue e outros materiais bioldgicos **.

Através da razdo de absorbancia 260/280 é possivel avaliar a contaminag¢do da
amostra por proteinas, fenol ou outros contaminantes que absorvem fortemente em ou
perto de 2800nm 7>7%. Valores de absorbancia préximos de 1,8 e 2,0 geralmente sdo
considerados aceitaveis para amostras de DNA e RNA, respectivamente 7.

A razdo de absorbancia de 260/230 é uma outra forma de avaliar a pureza dos
acidos nucléicos, identificando contaminag¢dao por compostos como EDTA, carboidratos e
trizol ¢ . Possui como referéncia de pureza valores entre 2,0-2,2, que também podem ser
alterados de acordo com o pH da solucdo, onde solugdes acidas podem gerar valores muito
a baixo (0,2-0,3) enquanto solucBes basicas sdo representadas em excesso quando
quantificadas 76. Além disso, se a amostra estiver muito degradada, os nucleotideos Unicos
podem alterar a leitura da absorbancia de 260 nm, superestimando a concentracgdo 77>77.78,

Atualmente, o aparelho espectrofotometro de microvolumes,NanoDrop ( Thermo

Scientific), é a ferramenta menos custosa e amplamente utilizada em pesquisa para
determinar a concentracdo e pureza dos acidos nucléicos ®’. Entretanto, muitos Biobancos
ja fazem uso do método de quantificacdo por fluorescéncia com o aparelho Qubit
(ThermoFisher) por ser mais preciso e confidvel quando comparado com o método de
espectrofotometria, porém esta ainda é uma opcgdo que se restringe a grandes centros e
laboratérios de pesquisa por ter um custo mais elevado, quando comparado ao NanoDrop,
visto que é necessario a aquisi¢cdo de kits para a utilizacdo do aparelho 72.

Os resultados gerados pelos aparelhos de quantificacdo de dcidos nucléicos indicam
apenas o rendimento e pureza, em relacdo a contaminacdo da amostra e ndo
necessariamente refletem a integridade da mesma !!. A integridade representa o nivel de

degradacdo dos acidos nucleicos ’. Dessa forma, técnicas adicionadas devem ser utilizadas a
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fim de avaliar a integridade do DNA e RNA, visto que esse é um parametro importante para
diversos experimentos a nivel molecular, principalmente aqueles que tentam refletir a
expressdo génica de forma instantanea até o momento da extracdo do RNA 627°

A técnica de eletroforese possibilita avaliar a integridade das moléculas de DNA e
RNA através da separacdo dos seus fragmentos de acordo com seu peso e tamanho 7. A partir
de um gel de agarose é possivel avaliar a integridade dos acidos nucléicos, porém essa
técnica é considerada inconsistente e subjetiva ”’.

O advento da eletroforese microfluidica digital possibilita mensurar a integridade
dos acidos nucléicos de uma maneira mais precisa e objetiva, empregando volumes minimos
de amostras. Pensando nisso, em 2015 a Agilent Technologies introduziu no mercado um
novo sistema de eletroforese digital, denominado TapeStation 4200, o qual utiliza screntapes
para realizar os ensaios, contendo 16 canais cada, onde sdo inseridas de maneira individual
e automatiza, as amostras a serem analisadas (Figura 2) . A partir desse sistema, é possivel
quantificar a integridade do DNA ou RNA através de um algoritmo denominado RIN (RNA
Integrity Number) e DIN (DNA Integrity Number) que segue uma escala de 1 até 10 713620,
Tradicionalmente, a integridade do RNA é mensurada a partir da razdo 28S e 18S do RNA
ribossémico (rRNA), sendo assim, quanto maior for o nimero do RIN, mais integra estara a
amostra %2, De forma semelhante, o DIN determina o nivel de degradacdo do DNA, entdo
quanto maior for o seu valor, melhor a integridade do DNA gendmico (DNAg)”8L. Acidos
nucleicos considerados de boa qualidade, possuem valores 2 7, enquanto valores < 7

possuem niveis diferentes de degradagdo 628>

Fonte:Agilent Technologies.

Figura 2 - Equipamento TapeStation 4200 e os screentape de DNA (azul) e RNA (verde).



17

A utilizacdo de controles de qualidade do DNA/RNA das amostras armazenadas em
Biobancos é um procedimento essencial que tém grande impacto nas pesquisas que as

utilizam, visto que geram resultados melhores e confidveis 1.

1.2 Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos
Em 1967 foi instituido O Hospital de Cancer de Barretos, atualmente nomeado
como Hospital de Amor, é uma instituicdo filantrépica, especializada na prevencdo e
tratamento do cancer. Atualmente possui 12 unidades e realiza mais de 4 mil atendimentos
por dia, apenas na unidade | na cidade de Barretos 3.
O Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos (BB-HCB) foi inicialmente fundado em
mar¢o de 2006, a partir de projeto de pesquisa fomentado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP), sob protocolo niumero 2005/51691-7, intitulado
“Implanta¢do de um Banco de Tumores: UNESP / Hospital de Céncer de Barretos-SP” com
vigéncia de 01/10/2005 a 30/09/2007, sendo uma parceria entre o Hospital de Cancer de
Barretos e a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP). Em 2009, com
a inauguracdo do Instituto de Ensino e Pesquisa (IEP) na unidade, iniciou-se o processo de
credenciamento do Biobanco institucional juntamente com a Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa (CONEP), processo concluido em 2012.

1.2.1 Nimero de amostras e pacientes

Considerado um dos trés maiores bancos de tumores do Brasil, atualmente possui
cerca de 252.069 amostras bioldgicas armazenadas, as quais sao divididas em Biobanco, que
incluem amostras coletadas de forma prospectiva como parte das atividades do Biobanco, e
amostras atreladas a projetos de pesquisa especifico, denominadas Biorrepositério. Além
disso, parte do acervo de amostras Biobanco (12%), sdo amostras controles, coletadas de

individuos saudaveis (Figura 3).
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Fonte: Indicadores BB-HCB.
Figura 3 - Numero de amostras bioldgicas armazenadas no Biobanco do Hospital de Cancer
de Barretos(BB-HCB) até dezembro de 2019, divididas em amostras de Biobanco e

Biorrepositorio.

As amostras bioldgicas armazenadas no BB-HCB foram coletadas de 43.933
participantes, tanto do acervo Biobanco como Biorrepositério, provenientes de diferentes
regides do Brasil (norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul), conferindo uma alta
representatividade genética da populacdo brasileira. Os participantes sdo recrutados na
unidade hospitalar | (adulto e infantil), e unidades moéveis (carreta ou van) que percorrem a
regido do municipio.

Participantes da regido sudeste, onde o HCB esta localizado, sdao os mais
representativos, cerca de 75%, seguido da regido centro-oeste com 16% e norte com 6%. As
regides nordeste e sul possuem o menor numero de participantes com amostras

armazenadas, 2 % e 1 % respectivamente (Figura 4).
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Fonte:Indicadores BB-HCB.
Figura 4 - Distribuicdo espacial dos participantes que possuem amostras bioldgicas

armazenadas no Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos (BB-HCB).

1.2.2 Tipos tumorais coletados

O BB-HCB possui uma ampla representatividade de amostras tumorais sitios
especificas de individuos adultos (= 20 anos) de ambos os sexos que incluem sistema nervoso
central, pele, mama, sistema hematoldgico, ginecoldgico, uroldgico e digestivo, além de

cabega e pescogo, térax e ortopedia (Figura 5).
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Fonte:Indicadores BB-HCB.
Figura 5 - Os diferentes tipos tumorais armazenados no Biobanco do Hospital de Cancer de

Barretos (BB-HCB).

Em homens as quatro topografias que possuem maior porcentagem de amostras
armazenadas, sdo cabeca e pescoc¢o (29%), digestivo alto (17%), digestivo baixo (16%) e trato
geniturinario (12%). Enquanto em mulheres, mama (28%), digestivo baixo (20%), trato
ginecoldgico (13%) e cabega e pescogo (9%), sao as mais representativas. Além disso, cerca
de 3,72% da colecdo BB-HCB s3ao amostras de tumores infanto-juvenil, sendo os mais
representativos troncos e membros (27%), sistema nervoso central (15%) e

linfonodo/medula éssea (14%).

1.2.3 Tipos de materiais bioldgicos coletados

O tipo de material bioldgico coletado, pode variar de acordo com o tipo de pesquisa,
em casos de Biorrepositdrios. Atualmente o BB-HCB possui cerca de 14 diferentes tipos de
materiais bioldgicos armazenados, essa diversidade de amostra é devido aos diferentes

protocolos de projetos de Biorrepositorios, enquanto que para Biobanco, basicamente sao
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coletadas amostras de sangue (soro, plasma e buffy coat), tecido e medula éssea (coletado

apenas de criangas) (Tabela 2).

Tabela 2 - Tipos de amostras bioldgicas coletadas para Biobanco e Biorrepositorios.

Protocolo Biobanco Protocolo Biorrepositorio
Plasma Plasma
Buffy coat Buffy coat
Soro Soro
Tecido tumoral Tecido tumoral
Tecido normal Tecido normal
Medula dssea Pele
Escarro
Urina

Citologia liquida (LBC)

Teste imunoquimico fetal (FIT)
Hemacias

Lavado bucal

Sangue total

As amostras de tecidos (tumoral, normal e metastatico) sdo provenientes de cirurgias
ou bidpsias realizadas na unidade | e hospital infantil das seguintes especialidades:
neurocirurgica, melanoma, mastologia, hematologia, ginecologia, digestivo baixo, digestivo

alto, cabeca e pescoco, urologia, torax e ortopedia,

1.2.4 Equipe e fluxo de trabalho

Incialmente a equipe do BB-HCB era composta basicamente por seis pessoas, sendo
dois biologistas, trabalhando diretamente na parte técnica e manipula¢ao de amostras, dois
auxiliares administrativo, um patologista e um biomédico responsaveis pela coordenacao do
setor. Com o objetivo de melhoria e adequacdo de processos, o numero de funcionarios
dobrou. Atualmente, a equipe é composta por 12 pessoas, sendo trés biologistas, dois
assistentes administrativos, duas coordenadoras de projetos, duas estagidrias, um técnico
para avaliagcdo macroscépica da drea tumoral, e uma biomédica e uma patologista
responsaveis pela coordenacgao.

O fluxo de entrada de amostra pode ser dividido em cinco etapas: aplicacdo do TCLE

coleta, processamento do material bioldgico, cadastro e armazenamento (Figura 6).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 - Ciclo interativo interdisciplinar do Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos (BB-

HCB) em diferentes etapas no processo de coleta e distribuicdo das amostras.

A etapa inicial envolve o processo ético de consentimento do possivel participante
da pesquisa, através da aplicacdo do TCLE, executada por duas coordenadoras de pesquisa
do Biobanco, onde ird autorizar ou ndo a sua participacdo em pesquisa bem como a coleta
do seu material biolégico. Existem dois formatos padrao de TCLE utilizados pelo BB-HCB, um

¢é aplicado em pacientes oncoldgicos ou com suspeita de cancer (Anexo A) e o outro em
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individuos sem cancer (Anexo B) atendidos nas unidades de prevenc¢do, ambos TCLEs foram
aprovados pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Conforme citado anteriormente, o BB-HCB também armazena material bioldgico
vinculado a projetos especificos, denominados Biorrepositdrios, nesse caso a aplicagao do
TCLE é feita por coordenadoras de projetos do NAP (Nucleo de Apoio a Pesquisa),
responsaveis pela aplicagdo do TCLE do Biobanco juntamente com o TCLE especifico do
projeto. Além disso, os critérios de inclusdo e tipo de material biolégico coletado seguem um
fluxo diferente das amostras coletadas para Biobanco.

Por fim, apds o consentimento do participante da pesquisa é feito a coleta do
material bioldgico. Para Biobanco sdo coletados aproximadamente 25ml de sangue,
equivalente a 4 tubos de coleta BD Vacuntainer EDTA ® e 1 tubo gel BD SST ® advance com
ativador de coagulo. Os tubos sdo identificados e encaminhados para o biologista do
Biobanco, responsavel pelo processamento e cadastro da amostra. Primeiramente o sangue
é fracionado em soro e plasma, através da plataforma automatizada Genesis Freedon®
(Tecan) e o buffy coat é retirado manualmente. Apds a obtengao das aliquotas, as amostras
sdo cadastradas de maneira que as informacdes do participante da pesquisa sejam
associadas a amostra, bem como a localizagdao especifica do freezer em que ficardo
armazenadas até o momento de serem solicitadas pelo pesquisador. Todas as amostras sao
colocadas em criotubos, resistentes a baixas temperaturas, e identificadas através de cddigo
de barras.

A préxima etapa consiste em realizar a coleta de tecido tumoral dos mesmos
participantes que tiveram seu sangue anteriormente coletado. As pecas provenientes de
cirurgias, sdo encaminhadas a sala de congelacdo do centro cirdrgico, onde um técnico
juntamente com um médico patologista fara a coleta de material para diagndstico do
paciente e um fragmento ( =1 cm) excedente que serd destinado para pesquisa *>** Os
fragmentos selecionados para fins de pesquisa, sdos congelados rapidamente em vapor de
nitrogénio e submetidos a técnica de macrodisseccdo, onde o fragmento é cortado em fina
espessura, transferido para uma lamina e corado em HeE. Apenas amostras que tiverem area
neopldsica 2 60 % e até 20% de necrose sao enviadas para o BB-HCB. As amostras
qualificadas permanecem armazenadas em galdo de nitrogénio em vapor, até o momento
de serem enviadas ao BB-HCB, juntamente com as informag¢des da macrodisseccado, inseridas

no sistema de gerenciamento de amostras. Tecidos de bidpsias ndo sdo submetidas a este
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controle de qualidade antes de serem armazenadas no BB-HCB, somente no momento em
que sdo solicitadas para pesquisa, quando existe mais de um fragmento que possibilite a
realizacdo da técnica, bem como a extracdo de DNA/RNA do material. O processo de
cadastro e armazenamento segue da mesma forma feita em amostras de sangue, citado a
cima.

O fluxo de saida de amostras envolve sete etapas: aprovacdo do projeto via CEP
(Comité de Etica em Pesquisa), solicitacdo do pesquisador, levantamento das posicdes e
disponibilidade das amostras, localizagdo das amostras fisicamente, extracdo de dacidos
nucléicos, controle de qualidade, preparo das aliquotas e envio (Figura 5).

O processo de saida das amostras, para utilizacdo em pesquisa, inicia-se com a
elaboracdo de um projeto de pesquisa que contemple utilizacdo de amostras bioldgicas
criopreservadas no BB-HCB. Antes de submeter o projeto ao CEP, o pesquisador deve entrar
em contato com a secretaria do BB-HCB para realizar o levantamento de disponibilidade de
amostras, de acordo com o tipo de material biolégico e topografia que o pesquisador
necessita. Sendo assim, a secretaria do Biobanco fornece uma listagem com a
disponibilidade de amostras, que atendam os critérios de inclusdo do projeto, a qual faz
parte da documentacdo requerida pelo CEP no momento de cadastrado do projeto pela
plataforma Brasil.

Apds a aprovacao do projeto via CEP, o pesquisador pode solicitar a retirada das
amostras para o setor administrativo do BB-HCB, que fara primeiramente a conferéncia de
toda a documentacdo do projeto e levantamento das posicées onde as amostras encontram-
se armazenadas. O biologista é o responsavel por localizar fisicamente as amostras bem
como a extragao de acidos nucléicos utilizando a plataforma automatizada QIAsymphony®
(QlAgen). Em caso de solicitagio de DNA/RNA de tecidos, é realizado primeiramente a
técnica de macrodisseccdo, a fim de aferir a porcentagem e tecido tumoral/normal e
necrose, somente apds esse processo, é feita a extragcdao do material bioldgico.

ApOs a extracdo, as amostras de DNA/RNA sdo submetidas a analise de controle de
gualidade, que consiste em mensurar o rendimento e pureza do material, antes do envio
para o pesquisador. Em alguns casos, o pesquisador também pode solicitar a andlise de
integridade das amostras, mediante ao fornecimento do kit necessario para realizacao.

Por fim, uma aliquota de cada amostra é enviada ao pesquisador juntamente com o

TTMB (Termo de Transferéncia de Material Bioldgico) e relatdrio de qualidade, documentos
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com informacdes das amostras, que deverd ser assinado pelo pesquisador, coordenacdo do
Biobanco e biologista responsavel pela entrega do material. As amostras originais que

restaram, sao cadastradas e armazenadas em freezers -80°C.

1.2.5 Comité Biobanco

O BB-HCB possui um comité cientifico, composto por cinco membros e um secretario,
cujo objetivo é a discussdo de temas relacionados a regulamentacdo da utilizacao,
armazenamento e manipula¢do de material biolégico humano para fins de pesquisa. Sendo
assim, sdo as principais atribuicdes do Comité BB-HCB:

a) Definir diretrizes para a liberacdo e distribuicdo de amostras bioldgicas alocadas
nas dependéncias da Hospital de Cancer de Barretos sob sua guarda;

b) Acompanhar e definir periodicamente os indicadores do BB-HCB;

c) Apreciar, diretamente ou através de comissdo especial, os projetos de pesquisa
qgue visem a utilizacdo das amostras bioldgicas respeitando a politicas de propriedade
intelectual do HCB;

d) Fazer planejamento e estabelecer critérios de que maneira as amostras bioldgicas
serao disponibilizadas para os projetos aprovados. Seguindo politica institucional de acordo
com procedimentos operacionais padrao (POP).

Em caso de ndo adequacdo dos itens por parte do pesquisador, o mesmo podera ficar

impedido de utilizar novas amostras.

1.2.6 Infraestrutura

O BB-HCB possui uma moderna infraestrutura, associada ao Centro de Pesquisa de
Oncologia Molecular (CPOM), com cerca de 100 m?. Essa area é dividida em laboratdrio, duas
salas de freezers e uma sala de congelacdo, integrada a sala de congelacdo do departamento

de patologia no centro cirurgico (Figura 7).
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Fonte: Departamento de eventos HCB.

Figura 7 - Distintos setores do Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos (BB-HCB):

laboratério, sala de freezers e sala de congelagao.

O laboratério é o local onde é feito o recebimento e processamento de material
biolégico e genético, para tanto é equipado com diferentes mdaquinas. O equipamento
Genesis Freedom® (Tecan), utilizado na rotina de processamento de sangue possui
capacidade de pipetar e aliquotar até 62 amostras de plasma e/ou soro de acordo com o
volume que o operador determinar. Para extracdo de material genético, a partir de qualquer
material bioldgico, é utilizado a plataforma automatizada QlAsymphony® (QlAgen), capaz de
extrair 96 amostras em até 4 horas. O equipamento criostato (Leica), instalado tanto no
laboratério quanto na sala de congelacdo do centro cirdrgico, é utilizado na técnica de
macrodissecg¢ao, que consiste em fazer o corte histoldgico dos tecidos em temperatura de
congelamento, a fim de saber a porcentagem de tumor e necrose da amostra. Em se
tratando de controle de qualidade do material genético, o laboratdrio é equipado com dois
sistemas de eletroforese microfluidica, Bioanalyzer e TapeSatation (Agilent), dois
espectrofotémetros, Nanodrop 2000 e Nanodrop one e um fluorometro, Qubit2.0

(ThermoFisher).
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A sala em que os freezers ficam alocados possui um sistema de monitoramento de
CO,, que pode ser acionado em caso de emergéncia, bem como um monitoramento de
temperatura ambiente o qual emite um alerta caso a temperatura da sala ultrapasse os 22°
C. Além disso, a sala de freezer possui acesso restrito, podendo ter acesso apenas membros
da equipe, plantonistas e pessoas autorizadas.

Atualmente o BB-HCB possui 13 freezers -80°C, com capacidade de 24 a 56 mil
amostras e 2 freezers -20°C. Todos os freezers estdao conectados 24 horas ao sistema de
monitoramento Sensorweb, que pode ser acessado a qualquer momento através de um

computador ou smartphone com acesso a internet (Figura 8).
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Figura 8 - Grafico e estatisticas emitido pelo sistema de monitoramento de freezer

Se houver algum tipo de problema de refrigeracao, tanto do equipamento como da
sala, o sistema realiza chamadas telefonicas e sinal de alerta ao biologista plantonista, o qual
fica responsavel por realizar o plano de contingéncia, que consiste em transferir todas as
amostras do freezer para um freezer backup, o qual permanece vazio para ser utilizado em
situacGes como esta. Além disso, o sistema de monitoramento também fornece estatisticas
e graficos de cada equipamento monitorado de acordo com o periodo que o usudrio solicitar,
sendo muito Util principalmente em casos de auditorias e/ou intercorréncias.

1.2.7 Procedimentos operacionais padrao
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Os POPs utilizados pelo BB-HCB sao desenvolvidos pelos biologistas juntamente com
coordenacdo e o setor de qualidade do Hospital de Cancer de Barretos, a partir dos guias de
boas préticas da ISBER, NC/ e IARC *7. A criacdo dos POPs é considerada uma atividade
dinamica que evolui continuamente, portanto diversos procedimentos foram modificados
e/ou acrescentados no fluxo de rotina do BB-HCB ao longo dos anos. Dentre todas as
modificagGes de procedimentos que ocorreram ao longo dos anos, algumas merecem

destaque, devido ao grande impacto que tiveram na melhoria de qualidade dos processos

(Figura 9).
[ ]
2006  * Aplicacdodo TCLE em todas as recepgdes
+ Separacdo manual das fragBes sanguineas
R * Gerenciamento de amostras através do SISOnco
* Extracdo manual de DNA/RNA 2010 | ° Coletade 2tubosde sangue por paciente
+ Pureza do DNA/RNA via Nanodrop 2000 L « Tecidosarmazenados sem critério de macrodisseccao
+ Integridade do DNA/RNA por gel de agarose + Elaboragao deindicadoresvia Excel
2012 -+ Integridade do RNA por eletroforese digital
L)
+ Controle de temperatura dos freezers manual 2013
2015 ¢ Extragdoautomatizada de DNA/RNA
* Integridade do DNA por eletroforese digital
* Aplicagdodo TCLE centraliza 2017

+ Separacdoautomatizada dasfracdes sanguineas

* Gerenciamento de amostras via NorayBank .
* Coletade 5 tubos de sangue por paciente 2018 | * Tecidosarmazenados com critério de macrodissecgdo

* Controle de temperatura dos freezers automatizado

« Pureza do DNA/RNAvia Nanodrop One 2019
« Elaboracdo deindicadoresvia RedCap

Procedimento inativos

Procedimentos ativos

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 9 - Ajustes e melhorias dos Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs) do

Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos (BB-HCB) ao longo de 13 anos.

As maiores mudancas ocorreram no ano de 2017, incluiu a forma de aplicacdo do
consentimento, aumento do volume de sangue coletado, automacdo de processos e

aquisicao de um software de gerenciamento de amostras especifico para Biobanco.
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Em se tratando da aplicacdo TCLE, inicialmente (2006) o processo era realizado em
todas as recep¢Oes do Hospital de Cancer de Barretos, no momento da abertura do
prontudrio do paciente, por funciondrios da recepcdo que haviam sido treinados e
orientados. Com a expansao crescente do Hospital e consequentemente o grande nimero
de recepcdes e rotatividade de funciondrios, foi observado que aplicacdo do TCLE bem como
a coleta do material ndo estava sendo totalmente eficaz. Dessa forma, no ano de 2017 esse
processo foi modificado pelos membros do Comité do BB-HCB, apds reunido, viram a
necessidade de inclusdo de uma pessoa exclusiva para aplicagdo do TCLE. Assim, foi
integrada na equipe do BB-HCB, uma coordenadora de projetos para atender essa demanda,
responsavel ndo sé pela aplicacdo direta do termo, mas também o gerenciamento e
recrutamento de participantes, coleta do material, capacitacdo e monitoramento continuo
da equipe. Essa mudanca melhorou significativamente tanto o processo da aplicacdo de
termo como de qualidade do material coletado, uma vez que o0 mesmo passou a ter um
critério maior de tempo de coleta, processamento e reducdo na taxa de hemolise.

A alteracdao no aumento da quantidade de sangue coletado por participante da
pesquisa, foi devido ao crescente nimero de pesquisa de bidpsia liquida. Dessa forma, a
coleta passou de 13 ml de sangue do paciente, correspondente a 1 tubo gel BD SST ® advance
e 1 tubo de coleta BD Vacutainer EDTA ®, para 25 ml de sangue, correspondente a 1 tubo gel
BD SST ® advance e 4 tubos de coleta BD Vacuntainer EDTA ©. Essa alteracao possibilitou a
utilizacdo das amostras de plasma em projetos de bidpsia liquida, o qual necessita de um
maior volume de plasma para validacdo da técnica. Com o aumento da quantidade de sangue
coletado, foi necessdario ajustar a forma de processamento, feita manualmente desde o
inicio. Para tanto, foi adquirido um pipetador automatico Genesis Freedom® (Tecan), com
capacidade de processamento de 64 amostras em 30 minutos. A aquisicdo do equipamento
otimizou bastante o processamento das amostras, possibilitando a entrada de uma maior
guantidade de amostras sem a necessidade de aumento do quadro de funcionarios.

A troca de software de gerenciamento de amostras impactou positivamente em
melhorias de qualidade da informacao, agilidade do processo e sustentabilidade do setor
pois o software é habilitado para sinalizar as posicdes dos freezers que estdo vazias,
reduzindo a necessidade de compra de novos freezers (Figura 10). Inicialmente era utilizado
o software SISonco, desenvolvido e utilizado pelo Hospital de Cancer de Barretos, devido as

suas limitacdes e busca por melhorias, foi adquirido o software NorayBanks (NorayBio),
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utilizado mundialmente por outros Biobancos. Outro sistema que foi adquirido, foi o de
monitoramento 24 horas dos freezers. Inicialmente o controle de temperatura era feito
manualmente pelos biologistas do setor, quatro vezes ao dia, porém além de ser um
processo demorado, que demandava tempo dos funcionarios, ndo era eficaz. Com a

aquisicdo do novo sistema, hoje é possivel acessar via internet e em tempo real a

temperatura de todos os freezers.
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Fonte: Site Noraybanks(www.noraybio.com)
Figura 10 - Software de gerenciamento de amostras NorayBanks mostra as posicdes

ocupadas (vermelho) e livres (verde) das caixas

Outras mudancas que tiveram grande impacto foi a automacdo das extracoes de
acidos nucléicos e o controle de qualidade dos tecidos armazenados através da
macrodissec¢cdo. No ano de 2015, as extracdes de material genético feitas manualmente,
foram padronizados para plataforma automatizada QIAsymphony® (QlAgen). Para a
implantacdo desse procedimento, foram feitos varios testes utilizando diferentes
protocolos, materiais bioldgicos e volumes de eluicdo. Atualmente os protocolos utilizados

pelo BB-HCB s3ao customizados, permitindo executar grandes demandas em um periodo
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curto de tempo, além de atender os critérios de qualidade das amostras para utilizacdo em
pesquisa. A partir de 2018, os tecidos tumorais provenientes de cirurgias e bidpsias,
passaram a ter critério de macrodisseccao, antes de serem encaminhados para o BB-HCB.
Inicialmente, esse critério ndo era utilizado, sendo assim, amostras com menos de 60% de
area neopldsica e até mesmo sem tumor, eram armazenadas. A técnica da macrodisseccao
era feita no BB-HCB somente apds a solicitagdo do pesquisador para a utilizagdo da amostra
em pesquisa, porém era observado uma perca de até 40% das amostras solicitadas. Essa
mudanca foi possivel através da colaboragao com setor de patologia, que cedeu um técnico
de macroscopia, responsavel pelo corte dos fragmentos e coloragdo das laminas, além de
um patologista que integra a coordenacdo do BBHCB, responsavel por analisar as laminas.
Dessa forma, 100% dos tecidos coletados e encaminhados ao Biobanco a partir do ano de

2018 atende ao critério de qualidade (>60% de células neoplasicas e 20% de necrose).

1.2.8 Colaboragdese uso de amostras em projetos de pesquisa

O BB-HCB colaborou com diversos projetos de pesquisa, desenvolvidos pelos
pesquisadores do HCB e em parceria com outras instituicdes tais como: AC. Camargo,
Fiocruz, USP (Universidade de S3o Paulo), UNESP (Universidade Estadual Paulista), Sirio
Libanés, NCI, The Cancer Genome Atlas (TCGA), IARC, International Genome Consortium
(ICGC) e MDANderson. Até o momento (2006-2019) o BB-HCB forneceu cerca de 26.399
amostras para diferentes projetos de pesquisa, sendo amostras biolégicas enviadas na

integra ou extraidas (DNA/RNA) (Figurall).
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Figura 11 - Numero de amostras (bioldgicas e acidos nucléicos) enviadas para pesquisa ao

longo dos anos.

Inicialmente (2006-2009) o BB-HCB fornecia apenas amostras bioldgicas na integra
para pesquisadores e instituicdes parceiras. Em 2010, o BB-HCB comec¢o a realizar as
extracBes de DNA/RNA das amostras bioldgicas armazenadas, fornecendo-as em forma de
aliquotas, facilitando e otimizando bastante a pesquisa, além de possibilitar o uso da amostra
em vdrios estudos.

Como parte do Latin American Cancer Program Development (OLACPD) o BB-HCB
iniciou em 2010 um projeto piloto em parceria com o NCI, cujo objetivo foi caracterizar a
distribuicao do perfil molecular do cancer de mama invasivo nos estagios Il ou Il em mulheres
latino-americana. Fizeram parte do estudo uma coorte prospectiva de 200 mulheres em 2
anos de recrutamento, envolvendo coletada de sangue, tecido de cirurgia e biépsia, dados
clinicos e extracao de DNA e RNA. Outra parceria com o NCI, foi através do projeto TCGA,
um estudo de grande escala com o objetivo de criar um “atlas” do genoma do cancer. Esse
projeto envolveu a coleta de tecido tumoral e tecido normal pareados das topografias de
bexiga, cabeca e pescoco, estdbmago, esdfago e colo do Utero, além de dados clinicos de cada
participante. Apds extracdo de DNA e RNA das mesmas amostras de tecido e um extenso
controle de qualidade, o material genético foi analisado por uma variedade de tecnologias

de microarray e sequenciamentos. As informacdes geradas por esses projetos, apds andlise
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computacional e de bioinformatica, foram centralizadas e inseridas em bancos de dados
publicos 8489

O primeiro estudo que envolveu andlise de exdbma deu inicio em 2014, em parceria
com o ICGC, o estudo realizou o sequenciamento completo de tecido tumoral e tecido
normal pareados de 120 participantes portadores de melanoma, criando desta forma um
perfil mutacional somatico e germinativo de melanomas que acometem pacientes
brasileiros °° . Desde entdo, outros projetos de exdma foram realizados em diferentes tipos
tumorais, tais como: pulmado, es6fago, mama e cdélon retal. O BB-HCB também foi objeto de
estudo em uma tese de doutorado realizada em parceria com a Universidade de Sao Paulo
(USP), afim de avaliar a interferéncia do tempo de isquemia fria na qualidade do RNA
extraido de amostras de tecido tumoral de mama, estémago e colorretal 2%, Atualmente o
BB-HCB possui cerca de 70 projetos de pesquisa ativos e 68 ja finalizados, além de
contribuirem com a pesquisa translacional em cancer, esses estudos auxiliaram o BB-HCB na

implantagao de POPs e controle de qualidade das amostras criopreservadas.
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2 JUSTIFICATIVA

No contexto de Biobancos, diferentes fatores pré-analiticos influenciam a qualidade
das amostras, sendo o tempo de armazenamento um fator que pode afetar a qualidade das
amostras armazenadas por periodos indeterminados. Portanto, é essencial que os Biobancos
assegurem a qualidade das amostras fornecidas para pesquisa.

O BB-HCB atualmente é considerado um dos maiores Biobancos da América Latina.
Considerando o longo periodo de amostras armazenadas no BB-HCB, a implementacao de
novos POPs ao decorrer dos anos de sua histdria, a auséncia de um estudo sistematico com
tamanho amostral representativo da colecdo bem como a participacdo em consércios e
redes internacionais de pesquisa, se faz necessario mensurara qualidade das amostras
armazenadasno BB-HCB. Dessa forma, o presente estudo avaliou a integridade das amostras
armazenadas no periodo de até nove anos no BB-HCB, a fim de estimar o impacto do tempo

de armazenamento na qualidade das amostras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a qualidade das amostras de tecido tumoral, buffy coat e PBMC
criopreservadas em ultrafreezer -80°C no Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos, ao

longo de até 9 anos de armazenamento (periodo de 2008 a 2016).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade das amostras de tecido tumoral, através da macrodisseccdo dos
fragmentos;

e Avaliar a integridade e rendimento do DNA/RNA obtido a partir de tecido tumoral,
através de eletroforese digital e duastécnicas de quantificacao, respectivamente;

e Avaliar a integridade e rendimento do DNA obtido a partir do buffy coat e PBMC,
através de eletroforese digital e duas técnicas de quantificacdo, respectivamente;

e Avaliar a autenticidade das amostras de tecido tumoral e buffy coat/PBMC, do

mesmo participante, através da andlise de STR (Short Tandem Repeats).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selegao de casos

Este trabalho trata-se de um estudo analitico observacional transversal, o qual
selecionou aleatoriamente um total de 447 participantes com amostras retrospectivas
armazenadas no BB-HCB. Como critério de inclusdo, foram selecionados participantes que
tivessem amostras retrospectivas pareadas,tecido tumoral e buffy coat ou tecido tumoral e
PBMC, no periodo de 2008 a 2016. Como critério de exclusdo, ndo foram utilizadas amostras
vinculadas a projetos de pesquisa (Biorrepositdrio) e amostras de tecido tumoral com
porcentagem neopldsica < 60% e porcentagem de necrose >20%.

O célculo amostral realizado foi baseado na disponibilidade de amostras pareadas
coletadas e armazenadas no periodo de 2008 a2016, considerando-se uma precisao absoluta
do intervalo de confianca de 9 pontos percentuais e inadequacdo de 50%. O projeto foi
desenvolvido no Hospital de Cancer de Barretos- Fundagao Pio XII, entre o periodo de 2016
a 2020 e contou com a colaborac¢do do departamento de patologia da instituicdo.

A coleta de dados de cada amostra foi realizada através do software SISonco, sistema
informatizado desenvolvido pelo HBC, com a finalidade de gerenciar as amostras bioldgicas,
bem como os dados associados a elas. Através do SISonco foi possivel obter as principais
informacgdes de cada amostra, tais como: data e centro de coleta, topografia, disponibilidade
da amostra, localizacdo e possiveis intercorréncias durante o periodo de armazenamento.

O estudo foi dividido em 3 etapas: pré-extragdo, extracio de DNA/RNA e pods-

extragdo conforme descrito no fluxograma de trabalho a baixo (Figura 12).
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Localizar fisicamente amostras de tecido tumoral

Macrodissecacao dos tecidos tumorais e avaliagao do patologista
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Realizar analises quantitativas, qualitativas e STR

Introduzir resultados no REDCap

Pdés-extragdo

Andlises
estatistica

Figura 12 - Fluxograma de trabalho dividido em trés etapas: pré-extracdo, extracdo de
DNA/RNA e pds-extracao.

4.2 Macrodissecgao dos tecidos tumorais

Todos os tecidos tumorais foram submetidos a macrodissec¢do (dissecacdo
macroscopica do tecido) a fim de mensurar a porcentagem de area neoplasica e necrose,
para tanto, os fragmentos de tecidos tumorais criopreservados foram inseridos na superficie
de discos metalicos previamente identificados e preparados com gel Tissue-Tek (O.C.T-
temperatura 6tima de corte) e fixados com agua destilada.

Posteriormente, foi feito o corte histolégico de 5 mm do tecido com o auxilio do
criostato (Leica CM 1850 UV) (Figura 13). Esse equipamento consiste em um micréotomo

rotatdrio acondicionado dentro de uma camara frigorifica com temperaturas de até -35°C,
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gue mantém o tecido congelado. Apds o corte, o fragmento de tecido foi coletado em
laminas para microscopia e submetidos a colora¢ao HE (hematoxilina-eosina).

Por fim, as laminas foram analisadas por um médico patologista, através de um
microscopico, que avaliou a porcentagem de tumor e necrose de cada amostra. Todos os
tecidos tumorais com porcentagem <60% de tumor e >20% de necrose, foram excluidos para
extracdo de DNA/RNA. A técnica de macrodissecdo foi utilizada como critério para aferir a

qualidade das amostras de tecido armazenadas e fornecidas pelos centros de coletas HCB.

A

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 13 - (A) Macrodissecgao dos tecidos tumorais utilizando o aparelho criostato (Leica

CM 1850 UV). (B) Selecdo do fragmento, apds analise do patologista.

4.3 Extragao de DNA e RNA total de tecidos tumorais

Os tecidos tumorais qualificados na macrodissec¢ao foram pesados e divididos em
dois fragmentos, um para a extracdo de DNA e o outro para a extracdao de RNA. Amostras
com fragmentos pequenos, com quantidade insuficiente para extracdo de DNA e RNA,
optamos por utilizar o fragmento apenas para extracdao do DNA visto que para a realizacdo
do teste de STR é necessario o DNA do tecido tumoral. Para a extracdo de ambos os acidos
nucléicos foram utilizados de 20 a 30 mg de tecidos.

Para extracdo de DNA, em torno de 20 a 30mg dos tecidos foram transferidos para
tubos contendo esferas de ceramica e 230 ul de tampdo de lise (ATL- Qiagen). Esses tubos
foram colocados no equipamento homogeneizador de tecidos Precellys 24 (Bertin

Technologies) (Figura 14), a fim de se realizar a macera¢do completa dos tecidos e, portanto,
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liberacdo do material genético. Utilizamos a programacao de 2 ciclos de 10 segundos a 6.500

RPM.

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 14 - Equipamento de homogeneizac¢do Precellys 24 (Bertin Technologies), utilizado no

processo de lise e maceracao dos tecidos (capacidade de até 24 tubos de 2ml).

Apds a maceracao pelo equipamento Precellys 24(Bertin Technologies), as amostras
foram submetidas a centrifugacdo durante 1 minuto a 8.000 RPM. Em seguida, com o auxilio
de uma pipeta, foi coletado o sobrenadante de cada amostra, sem resquicios de fragmentos
solidos de tecido, e adicionado 20 ul de proteinase K. Posteriormente, as amostras foram
transferidas para o equipamento Thermomixer (Eppendorf), para incubacdo a temperatura
de 562C e 700 RPM, por 2 horas. Em seguida as amostras foram retiradas do equipamento e
mantidas na bancada, até atingirem temperatura ambiente (de 15 a 25°C). Por fim, foi
adicionado 4 ul de RNase (100 mg/ml) (Qiagen) em cada amostra e homogeneizado em
vortex, permanecendo em repouso durante 2 minutos. Posteriormente, as amostras foram
inseridas no aparelho QlAsymphony (Qiagen) (Figura 15), utilizando o DNA Minikit (Qiagen)
e o protocolo padronizado denominado Tissue 200 _LC, o qual utiliza 230ul de amostras e

50 ul de volume de eluicdo.
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Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 15 - Equipamento Qiasymphony (Qiagen), plataforma automatizada utilizada para a

extracdo de acidos nucléicos.

A separacdo dos fragmentos para extracdo de RNA das amostras tumorais, foi
realizada em area devidamente descontaminada utilizando a solugdo RnaseZAP ™ (Ambion),
a fim de remover completamente potenciais enzimas RNases comumente presentes em
superficies. Em seguida, os fragmentos de tecidos, previamente pesados e identificados,
foram transferidos para tubos com esferas de ceramica e 400 ul de uma solucdo contendo
2-Mercapoetanol (Sigma) e RTL plus (Qiagen), na proporc¢ao de 1:100, respectivamente.
Posteriormente, os tubos foram inseridos no equipamento Precellys 24 (Bertin
Technologies), utilizando a programacdo de 2 ciclos por 10 segundos sob centrifugacdo a
6.500 RPM durante 3 minutos na velocidade méaxima. Por fim, com o auxilio de uma pipeta,
foi coletado o sobrenadante de cada amostra, sem resquicios de fragmentos sélidos de
tecido, transferidos para tubos de 2ml (Sarstedt) e colocados no aparelho QlAsymphony
(Qiagen). Para extragdao de RNA, foi utilizado o RNA kit (Qiagen), utilizando o protocolo
RNA_400 padronizado para extragao de RNA de tecido, e um volume de entrada da amostra

de 430 ul e volume de eluicdo de 50 ul.
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4.4 Extracao de DNA de buffy coat e PBMC

Primeiramente, as amostras de buffy coat (cerca de 500 ul), contendo hemdcias,
foram descongeladas no equipamento Thermomixer (Eppendorf) a uma temperatura de
37°C, submetidas a 200 RPM de centrifugacdo a temperatura ambiente (15-25°C).
Posteriormente, foi adicionado 4 ul de RNase A (100 mg/ml) (Qiagen), em cada amostra, e
em seguida homegeinizado sob vdrtex, permanecendo em repouso durante 2 minutos.
Seguidamente, todo conteudo foi transferido para tubos de de 2 ml (Sarsted) e inseridos no
equipamento QlAsymphony (Qiagen). Para a extra¢do utilizamos o DNA Midi Kit (Qiagen) e
o protocolo automatizado customizado DNA_Blood 400, com volume de entrada de
amostra de 500 ul e um volume de eluigao de 50 ul.

Para as mostras de sangue armazenadas como PBMC, fizemos extracao do material
genético utilizando kits comerciais (ndo a plataforma automatizada QlAsymphony),uma vez
que por terem sido armazenadas como pellet de celulas, ndo é possivel utilizar a plataforma
automatizada. Inicialmente estas amostras foram descongeladas em temperatura ambiente,
com posterior adicdo de 200 ul de tampao fosfato-salino, 200 ul de tampao AL (Qiagen) e 20
ul de protease e levadas ao equipamento Thermomixer (Eppendorf) para incubacdo a 56°C
por 15 a 20 minutos. Posteriormente, foi adicionando em cada amostra, 4 ul de RNase A
(100 mg/ml) (Qiagen), seguido de etapas de lavagem utilizandoas solu¢ées do DNA Blood

Mini Kit (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante.

4.5 Avaliagdaodo rendimento das amostras de DNA e RNA total
Para a avaliacdo do rendimento do material genético, tanto DNA quanto RNA, foi
utilizado duas metodologias diferentes de quantificacdo: espectrofotometria (Nanodrop

2000, ThermoFisher) e fluorimetria (Qubit 2.0, ThermoFisher) (Figura 16).
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Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 16 - (1) Espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e (2) Fluorimetro Qubit

2.0 (ThermoFisher), utilizado para quantificaro rendimento do DNA e RNA total.

Foi utilizado os kits dsDNA BR (Broad-Range, ThermoFisher) e RNA- BR(Broad-
Range, ThermoFisher), para avaliacio do rendimento por fluorimetria, seguindo as

recomendacdes do fabricante.

4.6 Avaliagao da integridade das amostras de DNA e do RNA total

A integridade do material genético, tanto DNA quanto RNA, foi avaliada utilizando o
sistema de eletroforese microfluidica TapeStation 4200 (Agilent) (Figura 17), utilizando o kit
DNA genomic e RNA Screen Tape Assay (Agilent), seguindo as recomendacgdes do fabricante.
Esta analise nos permitiu obter o nimero de integridade do DNA (DIN) e do RNA (RIN), em
gue o valor 1 indica que a amostra esta totalmente degradada e o valor 10 indica que a
mesma estd totalmente integra,sendo o valor > 7 considerado aceitavel para a maioria das

aplicacbes para analises moleculares®?,
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RIN®

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 17 - Imagens geradas pelo equipamento TapeStation 4200, representando a
integridade da amostraatravés do gel virtual, eletroferograma e nimero de integridade do

RNA (RIN).

4.7 Anadlise de STR

A fim de se avaliar a autenticidade do material genético (DNA), realizamos a andlise
de STR (Short Tandem Repeat) das amostras de tecido tumoral e buffy coat, provenientes do
mesmo participante da pesquisa.

O protocolo utilizado foi de acordo com Dirks et al-%®°1, Primeiramente as amostras
foram submetidas a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), utilizando 1 ul de amostra de
DNA a 50 ng/ul, kit comercial PCR multiplex (Qiagen) e um conjunto de nove pares de primers
(Tabela 03). Todos os primers forwards foram marcados por fluorescéncia FAM ™ ou JOE ™
(ThermoFisher). O protocolo de ciclagem térmica foi: 95°C por 15 minutos, 95°C por 30
segundos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 30 minutos.

Apdés a reacdao de PCR, as amostras foram preparadas para reacdo de
sequenciamento, utilizando 1ul do produto da PCR diluido em &agua ultrapura (1:60),
formamida deionizada (ThermoFisher) e reagente padrdao Genescan 500ROX (ThermoFisher).

Por fim, as amostras foram submetidas a uma eletroforese capilar utilizando o sequenciador
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3500 (Genetic Analyser). Os dados gerados foram analisados através do software

GeneMapper (Applied Biosystems).

Tabela 3 - Organizagdo dos alelos e tamanho (pb*) dos locus de STR humanos amplificados.

Alelo D5s818 D13S317 D7S820 S16S539 vWa THO1 TPOX  CSF1IPO Amelogenin

3 169 209=X
4 173 215=Y
5 164 212 266 177 220 287
6 114 168 216 270 181 224 291
7 118 172 220 274 185 228 295
8 122 176 224 278 189 232 299
9 126 180 228 282 193 236 303

9.3 196

10 130 184 232 286 118 197 240 307
11 134 188 236 290 122 201 244 311
12 138 192 240 294 126 205 248 315
13 142 196 244 298 130 252 319
14 146 200 248 302 134 256 323
15 150 204 252 306 138 327
16 154 142 331
17 158 146

18 150

19 154

20 158

21 162

22 166

23 170

*pares de base

Fonte: Wilhelm e Drexler 68

4.8 Coleta de dados e analises estatisticas

Os dados obtidos foram inseridos na plataforma web REDCap por meio de uma ficha
de coleta de dados (Anexo C) elaborada juntamente com a equipe de estatisticos do Hospital
de Cancer de Barretos, e para realizar as analises estatisticas foi utilizado o SPSS software,
versao 15.0.

A significancia estatistica adotada foi de 0,05, portanto valores de p menores que
0,05 foram considerados significativos. Além disso, foi utilizado a drea abaixo da curva ROC

(Receiver Operating Characteristic) para determinar o cutoff no tempo de armazenamento
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que fosse capaz de discriminar amostras degradas (DIN/RIN <7) e integras (DIN/RIN >
7),utilizando como critério a maior soma entre a sensibilidade e especificidade.

O parametro qualitativo do DNA e RNA foi comparado com o tempo de
armazenamento das amostras, tipo de topografia (tecido), tipo de amostra sanguinea (buffy
coat ou PBMC) e temperatura de armazenamento. O parametro quantitativo foi comparado
ao tipo de topografia (tecido), tipo de amostra sanguinea (buffy coat ou PBMC) e
metodologia de quantificacdo. Para as referidas comparacdes foi utilizado o teste de qui-
quadrado. O modelo de regressdao logistica foi ajustado para verificar o efeito da
temperatura de armazenamento sob a integridade das amostras de DNA buffy coat, através

do qual foi estimado a Odds Ratio (OR) e seu respectivo Intervalo de Confianca 95% (IC 95%).

4.9 Aspectos éticos

O projeto possui aprovacdo do comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital de
Cancer de Barretos, cujo numero é 1207/2016 e CAAE 58927716.0.0000.5437 (Anexo C),
atendendo aos critérios éticos em conformidade com a resolu¢do CNS 466/12. Como se trata
de um estudo de risco minimo aos participantes e que ndo havera beneficio aos mesmos, foi

solicitada a dispensa da aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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5 RESULTADOS

5.1 Sele¢ao de casos
De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados
aleatoriamente 447 amostras de tecido tumoral, 362 amostras de buffy coat e 38 amostras

de PBMC, armazenadas entre os anos de 2008 a 2016.

5.2 Macrodissec¢ao dos tecidos tumorais

Das 447 amostras de tecido tumoral selecionadas, 130 (29%) foram excluidas na
macrodisseccdo e um total de 317 (71%) foram consideradas qualificadas para utilizacdo.
Observamos que a diferenca na frequéncia de exclusdo foi estatisticamente significativa
entre as topografias (p<0,001). As topografias com maior frequéncia de exclusdo foram:
trato genital masculino (55%), tronco e membros (ossos partes moles) (43%) e digestivo

baixo (36%) (Figura 18).

Trato Genital Masculino
Tronco e Memhros (0ssos e partes moles)
Digestivo Baixo

Digestivo Alto

Torax

Linfonodos e Medula Ossea
Trato Urinario

Sistema Nervoso Central
Trato Ginecologico

Cabeca e Pescoco

Mama

Pele

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

p<0,001 m Excluidos ™ N3o Excluidos

Figura 18 - Porcentagem de amostras excluidas na macrodissec¢do de acordo com o tipo de
topografia.
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5.3 Avaliagdo da integridade do DNA/RNA das amostras de tecido tumoral e o tempo de
armazenamento

A partir das 317 amostras de tecido tumoral qualificados, realizamos a extracao de
DNA no entanto para extragao de RNA total sé foi possivel em 190 tecidos desta casuistica.
Utilizando a d4rea abaixo da curva ROC,0 cutoff no tempo de armazenamento para as
amostras de DNA de tecido tumoral foi de 8.1 anos (p < 0,001) e de RNA 4.5 anos (p =0, 003).
(Tabela 4).

Tabela 4 - Analise da curva ROC para determinar o cutoff no tempo de armazenamento das

amostras de DNA e RNA de tecido tumoral, em relacdo a integridade.

Tipo de amostra Cutoff AUC* IC: 95%** Sensibilidade Especificidade p
DNA tecido 8.1 anos 0,68 0,60-0,76 0,70 0,69 <0,001
RNA tecido 4.5 anos 0,64 0,55-0,74 0,83 0,46 0,003

*Area & baixo da curva (Area Under the Curve-AUC)
**Intervalo de Confianga (IC)

Ao agrupar as amostras de DNA em dois tempos diferentes de armazenamento, <

8.1 anos e > 8.1 anos, observou-se que no primeiro grupo 92 % das amostras possuem DIN

> 7 e apenas 8% DIN < 7, em contra partida, no segundo grupo 68% das amostras possuem
DIN > 7 e 32% DIN <7 (p<0,001) (Figura 19).

Ao agrupar as amostras de RNA total em dois tempos diferentes de armazenamento,

< 4.5 anos e > 4.5 anos, observou-se que no primeiro grupo 54% das amostras possuem RIN

<7e45%RIN 27, em contra partida, no segundo grupo 83% das amostras possuem RIN < 7

e 17% RIN >7 (p<0,001) (Figura 19).
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Figura 19 - Frequéncia de amostras com DIN/RIN =7 e <7 em relagdo ao tempo de
armazenamento, 2 8.1 anos e < 8.1 anos para amostras de DNA e <4.5 anos e 2 4.5 anos

para amostras de RNA.

5.4 Avaliagdo da integridade do DNA/RNA das amostras de tecido tumoral e o tipo de
topografia

Em relacdo a integridade, observou-se que ndo houve diferengas com significancia
estatistica em relacdo a frequéncia de amostras com DIN<7 e 27 entre os tipos de
topografias(p=0,15). Amostras das topografias de pele, térax e sistema nervoso central
tiveram maior frequéncia de valores DIN < 7, 36%, 29% e 25%, respectivamente. Em contra
partida, as amostras das topografias trato urinario, trato genital masculino e trato
ginecolégico, foram as que tiveram maior frequéncia de valores DIN 27, 95%, 93% e

94%respectivamente (Tabela5).
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Tabela 5 - Frequéncia de amostras com DIN <7 e > 7 em relagdo ao tipo de topografia.

DIN

Topografia <7 >7 Valor de p
Pele 4 (36%) 7 (64%)
Térax (pulmao, coragdo e mediastino) 4 (29%) 10 (71%)
Sistema nervoso central 4 (25%) 12 (75%)
Mama 10 (24%) 31 (76%)
Cabeca e pescoco 6 (23%) 20 (77%)
Digestivo alto 12 (21%) 45 (79%) 0,15
Tronco e membros (0ssos e partes moles) 3 (18%) 14 (82%)
Linfonodos e medula éssea 3(17%) 15 (83%)
Digestivo baixo 4 (13%) 27 (87%)
Trato ginecolégico 3 (6%) 50 (94%)
Trato genital masculino 1(7%) 13 (93%)
Trato urinario 1 (5%) 18 (95%)

Em relacdo a integridade das amostras de RNA total, observou-se que ndao houve

diferencas com significancia estatistica em relacdo a frequéncia de amostras RIN < 7 e 27,

entre os tipos de topografias, (p=0,18). Amostras de topografia de troncos e membros, torax

e pele tiveram maior frequéncia de valores RIN < 7, 100%, 100% e 90%, respectivamente. De

outra forma, as amostras com topografia de trato genital masculino, mama e sistema

nervoso central foram as que tiveram maior frequéncia de valores RIN 27, 40%, 38% e 36%

respectivamente (Tabela 6).



Tabela 6 - Frequéncia de amostras com RIN <7 e 2 7 em relacdo ao tipo de topografia.
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RIN

Topografia <7 - Valor de p

Tronco e membros (0ssos e partes moles) 16 (100%) 0 (0%)

Térax (pulmao, coragdo e mediastino) 6 (100%) 0(0%)

Pele 9 (90%) 1(10%)

Digestivo alto 12 (80%) 3(20%)

Linfonodos e medula éssea 12 (80%) 3 (20%)

Trato ginecoldgico 21 (78%) 6 (22%) 0,18
Cabeca e pescocgo 13 (76%) 4 (24%)

Digestivo baixo 9 (75%) 3 (25%)

Trato urinario 12 (75%) 4 (25%)

Sistema nervoso central 9 (64%) 5 (36%)

Mama 20 (62%) 12 (38%)

Trato genital masculino 6(60%) 4 (40%)

5.5 Avaliagdo da integridade do DNA das amostras de buffy coat e PBMC e o tempo de

armazenamento

Foi extraido um total de 362 amostras de DNA de buffy coat e 38 amostras de DNA

de PBMC.Utilizando a drea abaixo da curva ROC, o cutoff no tempo de armazenamento para

as amostras de DNA de buffy coat foi 8 anos de armazenamento (p < 0,001), enquanto de

DNA de PBMC foi 7.2 anos(p < 0, 018) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Analise da curva ROC para determinar o cutoff no tempo de armazenamento das

amostras de DNA de buffy coat e PBMC, em relagdo a integridade.

Tipo de amostra Cutoff AUC* IC: 95%** Sensibilidade  Especificidade p

DNA buffy coat 8 anos 0,77 0,71-0,82 0,71 0,69 <0,001

DNA PBMC 7.2anos 0,79 0,59-0,99 0,87 0,73 0,012

*Area 4 baixo da curva (Area Under the Curve-AUC)
**Intervalo de Confianga (IC)

Ao agrupar as amostras de DNA de buffy coat em dois tempos diferentes de
armazenamento, < 8 anos e > 8 anos, observou-se que no primeiro grupo 95% das amostras
apresentam DIN > 7 e apenas 5% DIN < 7, em contra partida, no segundo grupo 74% das
amostras apresentam DIN > 7 e 26% DIN < 7 (p<0,001) (Figura 20).

Ao agrupar as amostras de DNA de PBMC em dois tempos diferentes de
armazenamento, < 7.2 anos e = 7.2 anos, observou-se que no primeiro grupo 96% das
amostras apresentam DIN > 7 e 4% DIN < 7, por outro lado, no segundo grupo 54% das

amostras apresentam DIN > 7 e46% DIN < 7 (p= 0,003) (Figura 20).

B < 8 anos 25%
g &
g
i -
p<0,001
< 7.2 anos 6%
o 2%
=
& 54%
=
2 7.2 anos
p=0,003

0% 10% 20%  30% 40% 50%  60% 70% 80%  90% 100%
DIN=T7 mDIN=7

Figura 20 - Frequéncia de amostras com DIN >7 e <7 em relagdo ao tempo de
armazenamento, < 8 anos e > 8 anos para amostras de buffy coat e< 7.2 e 2 7.2 anos para

amostras de PBMC.
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5.6 Integridade do DNA das amostras de buffy coate PBMC armazenadas em -30° C

Um total de 171 amostras de buffy coat e 37 amostras de PBMC permaneceram
armazenadas de 2 a 7 anos em freezer -30°C, antes de serem transferidas para um ultra-
freezer -80°C, enquanto que 191 amostras de buffy coat e apenas 1 amostra de PBMC
permaneceram armazenadas todo periodo apenas em -80°C. Ao comparar o valor do DIN
das amostras armazenadas em -30°C e -80°C, observou-se uma frequéncia maior de
amostras com valores de DIN < 7 (26%) no primeiro grupo, em relagdo ao segundo grupo

(1%) (p<0,001) (Figura 21).

-30-C

-80°C

Temperatura de
armazenamento

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 21 - Frequéncia de amostras com valor de DIN < 7 e > 7, armazenadas em
temperatura -80°C e -30°C.

Além disso, a partir do modelo de regressao logistica ajustado para o tempo de
armazenamento, foi possivel observar uma maior chance (OR= 72,1) das amostras de buffy
coat armazenadas em -30°C estarem degradadas (DIN <7) quando comparadas com as

amostras de buffy coat armazenadas em -80° C (OR=1) (Tabela 8).

Tabela 8 - Modelo de regressao logistica ajustado para o tempo de armazenamento

Temperatura de armazenamento OR 1C 95% p

-80°C 1 - -

-30°C 72,1 8,9-578,5 <0,001
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5.7 Avaliagao do rendimento das amostras de DNA e RNA total de tecido tumoral

Um total de 317 amostras de DNA e 190 amostras de RNA de tecido tumoral,foram
avaliadas quanto ao seu rendimento. O rendimento médio das amostras de DNA de tecido
tumoral variou significativamente em relagdo ao tipo de topografia (p<0,001) (Tabela 7).
Dessa forma, observou-se um maior rendimento das amostras de DNA das topografias de
linfonodos e medula éssea (362 ng/ul), pele (324 ng/ul), trato ginecoldgico (307 ng/ul) e trato
urinario (240 ng/ul) (Tabela 9).

Do mesmo modo, o rendimento das amostras de RNA de tecido tumoral também
variou significativamenteem relagdo ao tipo de topografia (p<0,005) (Tabela 7). Observou-se
um maior rendimento das amostras de RNA das topografias de linfonodos e medula dssea
(552 ng/ul), pele (473 ng/ul), digestivo baixo (455 ng/ul) e trato ginecoldgico (418 ng/ul)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Rendimento em ng/ul das amostras de DNA e RNA de tecido tumoral em relagdo
ao tipo de topografia.

Topografia Mediana Valor de p Mediana Valor de p

DNA RNA

Linfonodos e medula éssea 362 552

Pele 324 473

Trato ginecoldgico 307 418

Trato urinario 240 189

Cabeca e pescogo 235 222

Digestivo baixo 232 455

Sistema nervoso central 203 <000 154 <0005

Tronco e membros (0ssos e partes moles) 188 202

Mama 184 156

Trato sexual masculino 169 228

Digestivo alto 135 274

Térax (pulmao, coragdo e mediastino) 73 161
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5.8 Avaliagdao do rendimento das amostras de buffy coat e PBMC

Foi avaliado o rendimento do DNA de 362 amostras de buffy coat e 38 amostras de
PBMC (Tabela 10). O volume inicial das amostras de buffy coat foi de 500 ul, enquantopara
PMBC, por se tratar de uma amostra de pellet,ndo foi possivel mensurar o volume.O
rendimento médio das amostras de DNAvariou significativamente entre amostras de PBMC
ebuffy coat, sendo menor em amostras PBMC (50 ng/ul) e maior em amostras de buffy coat

(145 ng/ul)(p<0,001) (Tabela 10).

Tabela 10 - Rendimento das amostras de DNA de PBMC e buffy coat em ng/ul.

Tipo de amostra Mediana DP* Minimo Maximo Valor de p
DNA PBMC 50 50 14 264
<0,001
DNA Buffy coat 145 96 5 424

*Desvio Padrdo

5.9 Comparacao entre os métodos de quantificagdo

Foi avaliado ainda o rendimento de 317 amostras de DNA e 190 amostras de RNA de
tecido tumoral, utilizando duas metodologias de quantificacdo. Observou-se uma
superestimacdo dos valores de rendimento (ng/ul) na quantificacdo por nanodrop quando
comparado com a quantificacdo por Qubit. A diferenca na quantificacdo entre os dois
métodos foi considerada significativa tanto para amostras de DNA (p<0,001), quanto para

amostras de RNA (p<0,001) (Figura 22).
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Figura 22 - Comparacao entre os métodos de quantificacdo (nanodrop e qubit) de DNA e
RNA de tecido tumoral

Da mesma forma, foi avaliado o rendimento do DNA de 362 amostras de buffy coat
e 38 amostras de PBMC. Também se observou uma superestimacdo dos valores de
rendimento na quantificacdo por nanodrop quando comparado com a quantificacdo por
qubit. A diferenca na quantificacdo entre os dois métodos foi considerada significativa tanto

para amostras de buffy coat (p<0,001), quanto para amostras de PBMC (p<0,001) (Figura 23).
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Figura 23 - Comparacdo entre os métodos de quantificacao (qubit e nanodrop) de DNA de
PBMC e buffy coat

6 Avaliacao da autenticidade das amostras por analise de STR

Um total de 317 pares de amostras de DNA de tecido tumoral e buffy coat ou tecido
tumoral e PBMC, armazenados entre os anos de 2008 e 2016, foram avaliadas quanto ao seu
pareamento genético, através da andlise deSTR. Um total de309 (97%) pares de amostras de
diferentes participantes foram classificadas como compativeis, pois apresentaram
concordancia nos 9 locusSTR, enquanto 8 (3%) pares de amostras foram classificados como

incompativeis pois apresentaram discordancia de 7 a 8 locus STR (Tabela 11).
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Tabela 11 - Frequéncia de amostras compativeis e incompativeis na analise de STR, de

acordo com o ano de coleta.

Ano de coleta Compativel Incompativel
2008 11 (91%) 1(9%)
2009 71 (93%) 5(7%)
2010 63 (98%) 1(2%)
2011 11 (100%) 0 (0%)
2012 4 (100%) 0 (0%)
2013 44 (98%) 1(2%)
2014 44 (100%) 0 (0%)
2015 29 (100%) 0 (0%)
2016 32 (100%) 0 (0%)

Foram classificadas como incompativeis na analise de STR, amostras armazenadas

nos anos de 2008 (9%), 2009 (7%),2010 (2%) e 2013 (2%). Além disso, o perfil genético das

amostras incompativeis foi comparado com as demais amostras extraidas na mesma data,

com o objetivo de identificar possivel erro ou trocadurante essa etapa, porém nao foi

encontrado compatibilidade entre elas.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho podemos sugerir que, a alta frequéncia de exclusdo na analise
histopatoldgica pode estar relacionada com a auséncia de uma pratica laboratorial previa a
criopreservagao no que tange a porcentagem de células tumorais nos tecidos coletados para
Biobanco antes do seu armazenamento. Dessa forma, este trabalho mostrou que os tecidos
criopreservados no BB-HCB de 2008 a 2017, ndo apresentam um padrdao em relagao a
porcentagem de células tumorais e necrose. A analise histopatoldgica no inicio era realizada
mediante a solicita¢do dos tecidos para obtengdo de material genético e futura utilizagdo em
pesquisa apenas quando ja se encontravam armazenadas no BB-HCB. No ano de 2018,
durante o desenvolvimento desse trabalho, foi implementado um POP para a coleta e
armazenamento das amostras de tecido antes de serem enviadas para criopreservagao no
BB-HCB, ou seja, ainda no centro cirdrgico do nosso hospital. Desde entdo, apenas as
amostras teciduais com porcentagem de tumor > 60% e até 20% de necrose sao
consideradas aptas para armazenamento no BB-HCB. Esse controle de qualidade é feito por
um patologista capacitado, no momento da coleta do material na sala de congelag¢ao do
centro cirurgico.

De acordo com os nossos resultados, a topografia de trato genital masculino
(prdstata) foi o tipo tumoral que apresentou maior frequéncia (55%) de exclusdo na andlise
histopatoldgica. Segundo Ji et al.em comparagdo com outros tumores sélidos, as amostras
tumorais de prdéstata apresentam propriedades fisicas distintas, o que torna desafiador a
identificacdo do cancer apenas pela inspecdo visual 92. E possivel encontrar na literatura,
alguns trabalhos que descrevem as técnicas utilizadas na coleta e identificagdao das amostras
de préstata armazenadas em Biobanco. Brimo et al. avaliaram 157 laminas de amostras de
préstata, 79 foram classificadas como tecido benigno sem evidéncia de carcinoma invasivo
e 78 apresentaram carcinoma invasivo®3. As amostras tumorais foram classificadas de acordo
com a escala de Gleason, com valores de 6 a 10 que indicam o grau de diferenciacdo do
tumor 2324, Das 78 laminas tumorais, um total de 44% apresentaram pontuacdo 6 (baixo
grau), 32% pontuacdo 7 (grau intermedidrio) e 24% pontuacdo de 8-10 (alto grau)®*°*.Em
outro estudo, Brimo et al. utilizaram o protocolo de imagem espelhada, onde a préstata foi
dividida em 4 quadrantes cortados em intervalos de 3-5 mm?®. Os fragmentos foram
alternativamente separados em blocos de parafina e congeladas em gel OCT para

armazenamento em Biobanco 23. Foi observado uma taxa de 94% de concordancia entre
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blocos de parafina e seus respectivos blocos congelados em amostras com cancer e 98% para
diagndsticos benignos®3. Outro estudo semelhante, observou uma concordancia de 93,3%
entre as amostra congeladas e as parafinadas, para diagndstico benigno e maligno, nao
havendo diferenca significativa na porcentagem de cincer e pontuacdo de Gleason®2. A
utilizacdo dessa metodologia elimina a necessidade da seccao da amostra congelada durante
a coleta do material, procedimento que muitas vezes demanda tempo do patologista e
dificulta a interpretacdo do diagndstico, devido aos artefatos de congelamento®3. Sendo
assim, através dos achados obtidos no presente trabalho bem como as informagdes
disponiveis na literatura, torna-se necessario a inclusdo de um procedimento especifico e
validado para a coleta e identificacdo das amostras de préstata encaminhadas para o BB-
HCB.

Sao escassas as informacoes sobre quais ferramentas fornecem o melhor diagndstico
molecular em rela¢do a qualidade das amostras °°. Caixeiro et al. realizaram uma revisdo
sistematica, a fim de investigar quais as metodologias mais utilizadas na literatura para
mensurar a qualidade e integridade de cole¢des de tecidos®. Segundo os autores, todos os
estudos encontrados avaliaram a qualidade dos tecidos acessando a integridade do RNA,
visto que a molécula de RNA além de ser considerada altamente instavel, devido a presenca
ubiqua de RNases, também pode ter sua qualidade comprometida pelos fatores pré-
analiticos®>7. Assim como em nosso trabalho, a maioria dos estudos encontrados, avaliaram
aintegridade do RNA através do valor do RIN, outros, porém em menor quantidade, também
utilizaram o valor de integridade do DNA (DIN) para acessar a qualidade das amostras °> . Tal
fato, pode estar associado a informacdo de que a molécula de DNA é mais estavel,
comparado ao RNA, além disso a tecnologia de avaliacdo de integridade do DNA (DIN) é
recente, criada no ano de 2015 pela empresa Agilent.

Um componente essencial para o valor de um Biobanco é a capacidade de armazenar
amostras de alta qualidade por tempo indeterminado °>°® .Considera-se que o
armazenamento por longos periodos pode interferir no rendimento e qualidade dos acidos
nucleicos, porém ndo existe um consenso geral a respeito. Segundo Yu & Zhu a maneira ideal
de preservacao a longo prazo de amostras teciduais, é através da criopreservagdo em vapor
de nitrogénio liquido (-196°C), enquanto que a criopreservacao a curto prazo, deve ser feita
em freezers -80°C °° . De acordo com a experiéncia dos autores, a atividade e duracdo da

vida bioldgica das macromoléculas diminuem apds 3 anos ou mais de armazenamento a -
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80°C *° . Embora a criopreservacdo a -80°C seja considerada adequada pela maioria dos
Biobancos de tecidos, ainda ndao foi estabelecido a partir de quanto tempo de
armazenamento em -80°C a integridade dos acidos nucléicos é afetada. Bao et al. avaliaram
a integridade do RNA (RIN) de 51 amostras de tecido tumoral de célon, pareadas com seus
respectivos tecidos normais, armazenadas em -80° C 1%, As amostras foram agrupadas em
diferentes periodos de armazenamento : menor que 15 meses, de 16 a 20 meses, de 21 a 25
meses e de 26 a 40 meses 1%, Os resultados mostraram que os periodos de armazenamento
nao afetaram negativamente a integridade do RNA, porém foi observado uma variagao
significativa na frequéncia de amostras de tecido tumoral (94%) e normal (67%) com valores
de RIN >7 19, Shah et al. avaliaram a integridade do RNA (RIN) de 30 amostras, sendo 10 de
mama, 5 de estbmago, 10 de cérebro e 5 de testiculo, armazenadas em -80°C no periodo de
até 4,1 anos %1, Um total de 50% das amostras avaliadas apresentaram valores de RIN > 6,9,
27% RIN > 5 e 23% RIN < 5 9%, Portanto, os pesquisadores concluiram que n3o houve
associacao significativa entre a qualidade do RNA e o periodo de armazenamento das
amostras de tecido. Esses dois estudos se basearam em tempos de armazenamento muito
inferiores aos utilizados em nosso estudo (até 8 anos),o qual encontrou impacto significativo
na integridade do RNA de tecidos tumorais a partir de 4,5 anos de armazenamento. Nosso
estudo também se destaca pelo tamanho amostral e variedades de tipos tumorais
analisados. Além disso, utilizamos um valor de RIN >7 para classificar amostras de alta
qualidade, sendo esse um parametro adequado utilizado em estudos de expressao génica
ou sequenciamento, enquanto Shah et al. apesar de utilizarem um cut off préximo ao
utilizado em nosso trabalho, 50% das amostras armazenadas apresentaram valores de RIN >
6,9 no periodo de até 4,1 anos de armazenamento 194102,

Chu et al. avaliaram as caracteristicas dos acidos nucléicos extraidos de amostras de
tecido uterino, endométrio e ovario, armazenados em -80°C 193, Foi observado sinais de
degradacdo do RNA a partir de 5 anos de armazenamento, porém a amplificacdo de
fragmentos curtos, através da transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), foi bem sucedida'®. Jewell et al. analisaram a estabilidade do DNA e
RNA de amostras tumorais de mama, célon, figado, pulmao, ovario, endométrio e colo de
Utero, armazenadas em -80°C no periodo de 0 a > 12 meses, utilizando técnicas de
eletroforese simples, PCR, transcri¢do reversa (RT-PCR) e Northern blot °. Um total de 80%

das amostras de DNA apresentaram boa qualidade, em contra partida, apenas 60% das
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amostras de RNA apresentaram esse mesmo padrao de qualidade, sugerindo que o DNA em
tecido é mais estavel que o RNA %% Embora esses estudos tenham utilizado outras
metodologiaspara mensurar a integridade e qualidadedos acidos nucléicos, os resultados
obtidos reforcam a ideia de que o tempo de armazenamento é uma varidvel que afeta a
qualidade do DNA e RNA, sendo este mais impactado.

Um estudo recente e inédito, avaliou o impacto da temperatura de armazenamento,
na integridade do DNA (DIN) e RNA (RIN) de amostras de tecido tumoral 1%. Foram avaliadas
amostras paralelas de cancer de mama, metade armazenadas em -80°C e metade
armazenada em vapor de nitrogénio liquido (-196°C), com os mesmas condi¢des pré-
analiticas %> . Os pesquisadores observaram que os valores de RIN foram significativamente
maiores em amostras armazenadas em vapor de nitrogénio liquido em comparagao com
amostras armazenadas a -80°C 1% . Em contrapartida, ndo foi encontrado diferenca
significativa nos valores de DIN em rela¢do ao tipo de armazenamento '%. Em nosso
trabalho, todas as amostras de tecido permaneceram armazenadas em freezer -80°C, ndo
havendo a possibilidade de fazer a comparag¢dao em relagdo a diferentes temperaturas de
armazenamento. Porém, em amostras de buffy coat, em que foi possivel comparar amostras
armazenadas por um periodo em -30°C com amostras armazenadas diretamente em -80°C,
foi observado que a temperatura de armazenamento teve maior impacto na integridade do
DNA das amostras, do que apenas o tempo de armazenamento. Dessa forma, podemos
deduzir que a integridade do RNA e DNA das amostras teciduais avaliadas em nosso trabalho,
pode também ter sido afetada ndo sé pelo tempo de armazenamento em si, mas pelo
método de armazenamento e suas peculiaridades, visto que muitos dos eventos biofisicos e
biolégicos que ocorrem durante o congelamento, interferem na estabilidade de qualquer
tipo de amostras bioldgica, independente da sua origem 16,

De acordo com Jang et al. amostras bioldgicas de organismos vivos, ndo devem ser
armazenadas em sistema de resfriamento ou congelamento simples, pois levard a formacao
de cristais (intra e extracelular) durante o congelamento e descongelamento da amostra,
ocasionando danos a mesma %7, Portanto, é recomendado que amostras bioldgicas sejam
armazenadas a baixo da temperatura de transicdo vitrea (Tg), onde é reduzido a mobilidade
da agua, bem como a atividade bioquimica de proteinas que podem levar a degradacdo das
moléculas bioldgicas 1128105, Segundo estudos disponiveis na literatura, é sugerido que a

temperatura de transicdo vitrea seja a baixo de -137 ° C, podendo variar de acordo com a
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composicao do material, sendo esta uma temperatura ideal para criopreservacdo adequada
de amostras 1198105 Além disso, a qualidade de uma amostra bioldgica ndo depende apenas
do seu processamento mas também das condicdes de armazenamento % .Germann et al.
observaram uma redugao da viabilidade de células de amostras de PBMC, ao serem expostas
a varios ciclos de flutuacdo de temperatura 1%, Os pesquisadores destacam a necessidade
de pesquisas que determinem o nimero minimo de ciclos de flutuagao de temperatura que
afetam negativamente as amostras bioldgicas 1°8. Sendo assim, a utiliza¢3o de freezer -80°C,
para armazenamento a longo prazo, tém sido cada vez mais questionada, pois além de estar
a cima da temperatura de transicao vitrea, a flutuacdo da temperatura é mais presente nesse
tipo de sistema, favorecendo ainda mais a formacao de cristais. Esses achados corroboram
com os resultados apresentados no presente trabalho, em que o armazenamento a longo
prazo em -80°C impactou a qualidade do material armazenado. Portanto, o tempo de
armazenamento associado as peculiaridades da metodologia de armazenamento a -80°C,
podem ter sido os principais fatores que contribuiram com os resultados obtidos em nosso
estudo. A formacdo de cristais bem como a flutuacdo da temperatura, devido aos diversos
ciclos de abertura dos freezer -80°C ao longo dos 9 anos de armazenamento, tanto para
guarda como para a retirada de amostras, e problemas mecanicos que ocorreram nos
freezers, onde se fez necessaria a transferéncia das amostras para um freezer backup, sao
variaveis que afetaram a integridade das amostras com maior tempo de armazenamento,
visto que essas tiveram um maior periodo de exposicado as varidveis. Outro fator importante
gue pode justificar a frequéncia de amostra degradadas, é o descongelamento da amostra
gue ocorre no momento da execucao da técnica de macrodisseccao dos tecidos tumorais,
onde a amostra sofre um ciclo de descongelamento e congelamento, no momento em que
é efetuado o criocorte a -30°C. Consequentemente, todos esses fatores apresentados
tiveram maior impacto na integridade das moléculas de RNA, visto que esta é maisinstavel
comparado ao DNA.

Em se tratando de amostras de tecido, alguns trabalhos observaram uma correlagdo
significativa entre o tipo de tecido e a integridade do RNA °>°6:109,110 Acredita-se que fatores
como a manipulagdo cirdrgica e tempo de isquemia, podem ser os principais fatores que
interferem na qualidade e integridade da amostra °°. Um estudo desenvolvido no BB-
HCB,teve como objetivo avaliar a integridade do RNA (RIN) de amostras tumorais de tiredide,

colorretal, mama, pulmao e estdmago, sob a interferéncia de diferentes tempos de isquemia
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2060 Os pesquisadores observaram que o tempo de isquemia de até 30 minutos, foi
considerado adequado para manter a integridade do RNA das amostras 20, Além disso,
alguns tipos tumorais apresentaram maior degradacdo do RNA total comparado a outros,
indicando que a integridade do RNA é tecido dependente 2%%° .De acordo com esses achados,
em 2008 os pesquisadores implementaram um programa de garantia e controle de
qualidade no BB-HCB, através do treinamento e capacitacdo da equipe, com o objetivo
demelhorar o controle sobre o tempo de isquemia das amostras coletadas no BB-HCB 0.
Dessa forma, as amostras avaliadas no presente trabalho foram coletadas e armazenadas no
periodo em que o controle de qualidade de coleta foi implantado no BB-HCB. Ao contrario
dos trabalhos apresentados, nossos achados ndo encontraram uma associagdo significativa
entre a integridade do DNA/RNA eo tipo de topografia. Esses resultados podem ser
justificados pelo fato de que o tempo de armazenamento em -80°C e suas peculiaridades,
teve maior impacto na integridade das amostras, ocultando uma possivel associagao entre
o tipo de tecido e a integridade, frequentemente reportada em literatura. Além disso, a
diferenca significativa no rendimento do DNA e RNA das amostras tumorais em rela¢do ao
tipo de topografia, pode ser atribuida as caracteristicas intrinsecas de cada tipo tumoral e a
variacdo na porcentagem de células.

Amostras sanguineas sdao frequentemente utilizadas em pesquisas, pois além de
serem relativamente mais faceis de serem coletadas, fornecem DNA e RNA de alta qualidade
e pureza'!. O congelamento da camada de leucdcitos (buffy coat) é o tipo de protocolo mais
comumutilizado para o isolamento do DNA, porém é incerto se o DNA se mantém estavel
apos anos de armazenamento 1. Com o objetivo de responder a essa questdo, Mychaleckyj
et al. avaliaram a qualidade e integridade do DNA de 120 amostras de buffy coat
armazenadas em -80°C por até 9 anos 1. As amostras foram extraidas utilizando uma
plataforma automatizada e submetidas a andlise de TagMan SNP (single-nucleotide
polymorphism) e genotipagem, com a finalidadede testar a integridade e qualidade das
amostras de DNA em andlises moleculares de alta qualidade . Os pesquisadores
concluiram que as amostras de buffy coat podem ser armazenadas por até 9 anos em -80°C
e ainda fornecer DNA de alta qualidade e rendimento para serem utilizados em andlises
moleculares 1. Esses achados se aproximam dos resultados obtidos no presente trabalho,
onde o tempo de armazenamento de até 8 anos, nao afetou significativamente a integridade

das amostras de DNA de buffy coat. E importante destacar que em nosso estudo 171 (43%)



64

das amostras de buffy coat avaliadas, permaneceram armazenadas durante um periodo de
2 a 7 anos em freezer -30°C e 229 (57%) amostras de buffy coat foram armazenadas
diretamente em -80°C. Em relacdo as amostras de PBMC, a maioria (97%) foi submetida a
esse mesmo processo de mudanga de temperatura de armazenamento e apenas uma
amostra foi armazenada diretamente em -80°C. Sendo assim, a maior frequéncia de
amostras degradadas e a reduc¢do no cut off (7,2 anos) no tempo de armazenamento das
amostras de PBMC, ndo esta diretamente relacionada a metodologia e sim a maior
frequéncia de amostras submetidas a alteragcdes de temperatura, quando comparada as
amostras de buffy coat. Em contra partida, a diferenca significativa no rendimento do DNA
de amostras de buffy coat e PBMC, pode estar diretamente associada a metodologia e
composicdo desses materiais, visto que o buffy coaté composto por toda a camada de
leucécitos, contendo maior quantidade de células, enquanto PBMCs se refere apenas a
fracdo mononuclear isolada dos glébulos brancos.

A padronizacdo da metodologia de qualificacdo dos acidos nucléicos é uma etapa pré-
analitica essencial para a obtencdo de resultados consistentes e reprodutiveis 11113, A
utilizacdo de métodos inadequados pode impactar negativamente o desempenho das
analises de sequenciamento, produzindo resultados de baixa confianca, desperdicio de
amostras e aumento de gastos''3. Simbolo et al. avaliaram a qualidade do DNA de amostras
de cultura celular e FFPE (Formalin-fixed paraffin-embedded), utilizando duas metodologias
diferentes, NanoDrop e Qubit 2.0 *'2, Foi observado uma superestimacdo na concentragio
do DNA utilizando NanoDrop, quando comparado ao Qubit, mostrando inconsisténcia entre
os dois métodos'!?. Pansare et al. reportaram achados similares, ao quantificar amostras de
DNA de mama armazenadas em -80°C utilizando esses dois métodos de quantificacdo'*. Os
pesquisadores sugerem a utilizacdo simultanea dos dois métodos para acessar a qualidade
dos acidos nucléicos, pois embora o Qubit seja mais preciso para acessar o rendimento do
material, o mesmo nao dispde de tecnologia para acessar a qualidade do material em termos
de pureza, a qual é feita pelo NanoDrop. Apenas a combinacdo dessas duas tecnologias
permite qualificar corretamente os acidos nucleicos possibilitando a deteccdo de impurezas
e entdo a possivel remocdo de amostras preciosas disponiveis em quantidades limitadas
antes de entrarem na etapa de construcdo de biblioteca genémica. Nossos resultados
corroboram com esses achados, onde o NanoDrop superestimou os valores de todos os

materiais avaliados, comparado ao Qubit. Além disso, o BB-HCB padronizou o uso dessas
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duas metodologias para a qualificacdo adequada do DNA utilizado no sequenciamento
completo do exoma.

Estima-se que um terco de todas as linhagens celulares, possuem uma origem
diferente da reportada pelo investigador, impactando negativamente a reprodutibilidade do
estudo e a capacidade de gerar novas descobertas '>116, A identificacdo incorreta de
amostras ou a contaminagao cruzada pode surgir durante o processo inicial de coleta ou
durante o processamento da amostra através da pipetagem, re-identificacdo ou outros
possiveis erros de manipulacdo®. Diferentes métodos de verificagdo de autencidade de
amostras de DNA sdo frequentemente utilizados como parte de um sistema de controle de
qualidade de amostras®®. A utilizacdo dos marcadores STR é um tipo de ferramenta eficiente
e aplicada frequentemente na medicina forense®. Além disso, essa ferramenta também tém
sido muito util na identificacdo de linhagens celulares e amostras armazenadas em
biobancos®. Reid & Mintzer recomendam a utilizacdo dos marcadores STR em amostras
armazenadas em biobancos devido as peculiaridades da metodologia que inclui
acessibilidade, facil execucdo e eficiéncia ’X. Parrish et al ao avaliar a autenticidade das
amostras de mais de 6.000 participantes do eyeGENEBiorepository, identificou erros
laboratoriais em 0,4% das amostras testadas®. Nossos achados mostraram uma frequéncia
maior (3%) de inadequagao das amostras na analise de STR, comparada com os achados de
Parrish et al. Porém, apesar da relevancia do assunto, ainda ndo foi descrito em literatura
qual a frequéncia maxima permitida ou esperada de inadequac¢des de amostras armazenada
em Biobanco. Através dos nossos resultados, foi possivel observar que amostras
armazenadas ha mais tempos possuem uma maior frequéncia de incompatibilidade. Esses
resultados podem ser justificados pelo fato de que no periodo de 2008 a 2010, a
identificacdo dos criotubos era realizada manualmente, aumentando a chance de erros no
momento da escrita e prejudicando a correta identificacdo da amostra, visto que alguns
tubos tiveram sua identificacdo parcialmente apagada devido ao prolongado periodo de
armazenamento em -80°C. Além disso, a utilizacdo dos marcadores de STR como parte de
um sistema de controle de qualidade é uma excelente pratica adotada pelo BB-HCB, a qual
garante o fornecimento de amostras auténticas e de alta qualidade para a utilizagdo em

pesquisas genéticas.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel evidenciar que a temperatura e as peculiaridades dessa
metodologia de criopreservacdo, foram os principais fatores que afetaram a integridade dos
acidos nucléicos, principalmente o RNA. Além disso, o periodo de até 8 anos de
armazenamento em -80°C n3do afetou significativamente a integridade das amostras de DNA
de sangue e tecido. Devido a grande colecdo de amostras sem prazo definido de
armazenamento, torna-se necessario um planejamento para que seja feita uma futura
readequacgao no sistema de congelamento das amostras armazenadas no BB-HCB.

Tendo em conta os resultados obtidos, foi possivel tracar um panorama da qualidade
dos acidos nucléicos de tecidos e amostras sanguineas armazenadas no BB-HCB ao longo de
até 9 anos, em relagdo a diferentes varidveis. Concebemos que estes resultados impactaram
diretamente em novas condutas para o BB-HCB.

Durante a evolugdo do projeto, foi possivel realizar prontamente algumas melhorias
e adequacles que incluem padronizacdo na metodologia de extracdo automatizada,
utilizacdo do REDCAP para inclusdao de informacgdes relacionas a qualidade do material e
implementagao de um controle de qualidade dos tecidos antes de serem armazenados.

A descricdo da longa experiéncia do BB-HCB, bem como os diferentes controles de
qualidade utilizados, sdao importantes ferramentas que podem ser implementadas em outros
Biobancos semelhantes, contribuindo para a melhoria da qualidade e gerenciamento das
amostras, principalmente a ambito nacional, visto que essa tematica é pouco debatida no
Brasil. Por fim, entendemos que este trabalho abre a perspectiva de se avaliar futuramente
a qualidade de outros tipos de materiais biolégicos armazenados no BB-HCB, visto que o
impacto no tempo de armazenamento em -80C° pode variar de acordo com o tipo de
amostra. Os resultados desse trabalho geraram dois artigos, um ja publicado (anexo E) e

outro que estd em processo de submissao.
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Anexo A — TCLE do Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos,versao abril de 2014,

aplicado em paientes com diagndstico ou suspeita de cancer.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
GUARDA E UTILIZACAO DE MATERIAL BIOLOGICO DE PACIENTES
COM DIAGNGSTICO OU SUSPEITA DE CANCER

Os pesquisadores deste Hospital, em conjunto com o Instituto de Ensino e Pesquisa da Fundagao Pio
XlIl, desenvolvem pesquisas para conhecer melhor os mecanismos do cdncer e, portanto, buscar
novas possibilidades de prevencgdo, diagndstico e tratamento. Para obter maior conhecimento sobre
o cancer estamos criando um “Banco de Amostras de Material Bioldgico” (também chamado de
BIOBANCO) de individuos com e sem cancer. Biobanco é um local onde se pode armazenar amostras
de material bioldgico. “Amostra de material bioldgico” é qualquer material que possa ser extraido do
corpo humano para andlise, como, por exemplo, tumor, sangue, saliva, urina, secregdo, entre outros.
Assim, o “Banco de Amostras de Material Biolgico” do Hospital de Cancer de Barretos armazena os
materiais bioldgicos removidos do corpo humano e que servem para pesquisas cientificas no futuro,
principalmente envolvendo genes. Genes sdo pequenas estruturas localizadas dentro de todas as
células do corpo e que herdamos dos nossos pais. Eles definem todas as caracteristicas fisicas que
temos (como por exemplo, a cor dos olhos e do cabelo, a altura, etc) e, quando alterados, podem
provocar diversas doengas, como por exemplo, o cancer. As alteragdes que os genes podem sofrer
antes do nascimento ou durante a vida e que se relacionam a doengas sdo chamadas de “altera¢cdes
genéticas”.

No seu caso, vocé tem diagndstico ou suspeita de cincer e esta sendo convidado(a) a participar do
BIOBANCO cedendo material biolégico para o Hospital de Cancer de Barretos. Se concordar e
autorizar, pedimos que ceda ao BIOBANCO uma pequena parte do seu tumor e uma pequena
quantidade de sangue (cerca de 20 ml ou o correspondente mais ou menos a duas colheres de sopa).
Podera ser solicitado a vocé que ceda outros tipos de materiais biolégicos que ndo sejam nem tumor
e nem sangue, como por exemplo, saliva, urina, secregdo, entre outros, a depender do tipo do seu
tumor, com finalidade de pesquisa cientifica. Vocé ndo é obrigado ceder qualquer material bioldgico
e também pode optar por ceder, dentre os materiais que forem pedidos, apenas os que vocé quiser e
achar mais conveniente.

A sua participagdo neste BIOBANCO é voluntaria e ndo é obrigatdria. Vocé pode aceitar participar do
BIOBANCO e depois desistir a qualguer momento. Isto ndo tirard nenhum direito do seu tratamento
e assisténcia neste hospital. Vocé também poderd pedir a qualquer momento que as suas
informagdes sejam excluidas completamente do BIOBANCO e que elas ndo sejam usadas para mais
nada.

O seu material serd comparado futuramente com o de outros individuos em estudos sobre as causas,
tratamentos e prevengdo do cdncer. Ao comparar suas amostras com o de outros individuos,
alteragbes genéticas que afetam o surgimento e desenvolvimento do cdncer poderdo ser
encontradas. Os resultados dessas pesquisas poderdo ser armazenados em bancos de dados publicos
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gue sdo supervisionados por autoridade competente. Nestes bancos de dados publicos serdo
colocadas informagdes do seu material bioldgico, mas nenhuma informagdo que possa lhe identificar
sera fornecida (como por exemplo, nome, endereco, etc.). Os pesquisadores do mundo todo poderdo
ter acesso aos dados do seu material biolégico, mas ndo saberdo quem vocé é.

A obtencdo do material biolégico ndo implicara em riscos adicionais ao seu diagndstico, tratamento e
chance de cura. Também ndo acarretard atraso para o seu diagndstico e tratamento. O material
cedido serd armazenado de forma adequada no Hospital de Cancer de Barretos por periodo
indeterminado.

Outras informacdes a seu respeito poderdo ser obtidas a partir do seu prontudrio médico. Mas
nenhuma informagdo pessoal que permita sua identificagdo (como nome, enderego, etc.) sera
disponibilizada para acesso publico. O Hospital de Cancer de Barretos tomara todas as medidas para
manter suas informagdes pessoais em sigilo. Durante todo o estudo e mesmo depois que terminar,
guando os resultados forem publicados em revistas cientificas ou apresentados em congressos ou
reunides, a sua identidade serd guardada em segredo, ndo sendo revelada qualquer informacédo a
seu respeito que possa identificar vocé publicamente. Algumas pessoas do BIOBANCO e do Comité
de Etica em Pesquisa poderdo ter acesso direto as suas informacgdes pessoais. Mesmo assim, a sua
privacidade e a confidencialidade dos dados serdo preservadas.

Vocé também terd direito ao resultado dos exames realizados com o seu material biolégico. Mas
também existe a possibilidade que a sua amostra ndo seja utilizada em estudo algum. Resultados
dessas pesquisas ndo serdo colocados em nenhum prontudrio médico ou relatdrio para planos de
saude. Da mesma forma ndo terdo nenhuma relagdo com o tratamento que esta sendo oferecido a
vocé.

Apesar do seu material biolégico ficar guardado no Hospital de Cancer de Barretos, ele pertence a
vocé. A qualguer momento, durante ou apds este estudo, vocé podera retirar este material do
hospital ou pedir que seja descartado. O material também poderd ser descartado se o mesmo perder
qualidade (e, por isso, ndo puder mais ser usado em qualguer outro estudo) ou por iniciativa do
Hospital de Cancer de Barretos. Se for por iniciativa do hospital, o seu material serd oferecido a, no
minimo, duas instituicdes de pesquisa que também possuam BIOBANCO. Se elas ndo aceitarem o
material e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em Seres Humanos aprovar, o seu material sera
descartado conforme o Plano de Gerenciamento de Residuos do Hospital. Os materiais que foram
utilizados inicialmente no diagnéstico da sua doenga ndo serdo oferecidos para outras instituigdes e
ficardo arquivados no Hospital de Cincer de Barretos caso haja necessidade de uma nova rodada de
exames. Em caso de perda ou destruicdo do seu material biolégico, encerramento do BIOBANCO do
Hospital de Cancer de Barretos e transferéncia do material para outro BIOBANCO, vocé sera
comunicado pessoalmente ou por escrito (carta registrada com aviso de recebimento). Se vocé nio
concordar que o seu material possa ser destruido ou transferido para outro BIOBANCO, vocé terda um
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prazo de 30 dias para se manifestar por escrito apds o recebimento da comunicagdo. Se ndo for
possivel lhe encontrar, apds retorno do aviso de recebimento, confirmando a sua ndo localizagdo,
informaremos isto ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos.

As pesquisas que utilizarem o seu material serdo previamente analisadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de CAncer de Barretos, ou quando for o caso, pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos. O seu material serd utilizado somente se este comité aprovar o
estudo.

O material biolégico cedido ndo terd custos para vocé. Todos os custos relacionados com o
BIOBANCO serdo pagos pelo Hospital de Céncer de Barretos. Também ndo havera qualquer tipo de
pagamento devido a sua participagdo (mesmo que haja patentes ou descobertas). Ao assinar este
Termo de Consentimento, vocé ndo perdera nenhum direito, inclusive o de indenizagdo por dano a
sua saude se isto acontecer em virtude de ceder o material.

Em caso de dividas vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Céancer de Barretos pelo telefone (17) 3321-0347 ou (17) 3321-6600, ramal 6647, de 22 a 62 feira,
das 8:00h as 17:00h; por meio eletrénico (email: cep@hancerbarretos.com.br); ou ainda por carta
(Rua Antenor Duarte Vilela, 1331 — Cep: 14784-400 — Barretos, SP). O Comité de Etica em Pesquisa é
responsdvel pela andlise da parte ética dos estudos cientificos e que aprova ou ndo a sua realizacdo

no hospital. Todos os estudos do Hospital de Cincer de Barretos precisam desta aprovacdo para
serem realizados. Se vocé quiser entrar em contato com o coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa ou com o responsavel pelo BIOBANCO, utilize as formas de contato que foram descritas
acima.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO:

Eu, )
li e entendi este termo de consentimento. Eu concordo em ceder material biolégico para este
BIOBANCO que serd coletado por pessoal especialmente treinado para este fim e tenho pleno
conhecimento do tipo de material biolégico que cederei. Entendi que o material serd

adequadamente armazenado e utilizado futuramente e de forma anénima em pesquisa aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos. Eu entendi a informago
fornecida por este documento e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer dividas. Este
documento serd assinado em duas vias, sendo que uma delas ficara comigo.

1. Embora tenha autorizado a utilizagdo do material bioldgico para pesquisa, manifesto os
seguintes desejos:
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Concordo que utilizem meu material biolégico em futuras pesquisas devidamente
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (assinale
apenas uma das duas alternativas abaixo):

() Sem necessidade de um novo consentimento para cada pesquisa.
() Com necessidade de um novo consentimento para cada pesquisa. Neste caso gostaria

de ser comunicado pessoalmente ou através de carta registrada com aviso de
recebimento.

2. Autorizo que os resultados dessa pesquisa, incluindo informagdes genéticas, possam ser
armazenados em bancos de dados publicos, desde que a minha privacidade seja
preservada:

()SIM ( )NAO

3. Apesar de minha amostra ser utilizada de forma an6nima, os coordenadores do BIOBANCO
tém acesso a minha identidade. Dessa forma, eu gostaria de ser comunicado pessoalmente
ou por escrito (carta registrada com aviso de recebimento) caso, durante a pesquisa, venha
a ser descoberta alguma informagdo de relevancia no meu risco ou de meus familiares de
desenvolver cincer ou outras doengas genéticas.

()sim ( )NAO
Caso vocé tenha respondido SIM na ultima questdo, responda abaixo:
No caso da minha falta (falecimento), ......cccccecvvvueen. (escrever Sim ou N3o), autorizo meu
familiar, abaixo indicado, a ter acesso a esta informagdo. O mesmo serd informado
pessoalmente ou por escrito (carta registrada com aviso de recebimento), convidando-o para
comparecer ao Hospital.
Familiar indicado para receber informagdes
/
(Nome do familiar) (grau de parentesco)
Endereco:
Cidade: Estado: CEP:
Rubricas Participante de pesquisa / Responsavel:
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Nome do(a) paciente / Representante legal Assinatura Data
Nome do(a) responsavel pela aplicagdo do Assinatura Data
termo de consentimento
Nome da(a) testemunha, se for o caso Assinatura Data

Rubricas Participante de pesquisa / Responsavel:
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Anexo B — TCLE do Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos, versao abril de 2014,

aplicado em individuos sem diagndstico de cancer.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
GUARDA E UTILIZAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO DE INDIVIDUOS SEM DIAGNOSTICO DE CANCER

Os pesquisadores deste Hospital, em conjunto com o Instituto de Ensino e Pesquisa da Fundag3o Pio
XIl, desenvolvem pesquisas para conhecer melhor os mecanismos do cancer e, portanto, buscar
novas possibilidades de prevenc¢do, diagndstico e tratamento. Para obter maior conhecimento sobre
o cancer estamos criando um “Banco de Amostras de Material Bioldgico” (também chamado de
BIOBANCO) de individuos com e sem cancer. Biobanco é um local onde se pode armazenar amostras
de material bioldgico. “Amostra de material biolégico” é qualquer material que possa ser extraido do
corpo humano para andlise, como, por exemplo, tumor, sangue, saliva, urina, secregdo, entre outros.
Assim, o “Banco de Amostras de Material Biolégico” do Hospital de Cancer de Barretos armazena os
materiais bioldgicos removidos do corpo humano e que servem para pesquisas cientificas no futuro,
principalmente envolvendo genes. Genes sdo pequenas estruturas localizadas dentro de todas as
células do corpo e que herdamos dos nossos pais. Eles definem todas as caracteristicas fisicas que
temos (como por exemplo, a cor dos olhos e do cabelo, a altura, etc) e, quando alterados, podem
provocar diversas doengas, como por exemplo, o cancer. As alteragdes que os genes podem sofrer
antes do nascimento ou durante a vida e que se relacionam a doengas sdo chamadas de “alteracées
genéticas”.

No seu caso, vocé ndo tem diagndstico de cancer, mas estd sendo convidado(a) a participar do
BIOBANCO cedendo material biolégico para o Hospital de Cancer de Barretos. Se concordar e
autorizar, pedimos que ceda ao BIOBANCO uma pequena quantidade de sangue (cerca de 20 mlou o
correspondente mais ou menos a duas colheres de sopa). Poderd ser solicitado a vocé que ceda
outros tipos de materiais bioldgicos que ndo sejam nem tumor e nem sangue, como por exemplo,
saliva, urina, secregdo, entre outros, com finalidade de pesquisa cientifica. Vocé ndo é obrigado
ceder qualquer material bioldgico e também pode optar por ceder, dentre os materiais que forem
pedidos, apenas os que vocé quiser e achar mais conveniente.

A sua participagdo neste BIOBANCO é voluntaria e ndo é obrigatdria. Vocé pode aceitar participar do
BIOBANCO e depois desistir a qualguer momento. Isto ndo tirard nenhum direito do seu tratamento
e assisténcia neste hospital. Vocd também poderd pedir a qualquer momento que as suas
informagdes sejam excluidas completamente do BIOBANCO e que elas ndo sejam usadas para mais
nada.

O seu material sera comparado futuramente com o de individuos que tenham céncer em estudos
sobre as causas, tratamentos e prevengdo desta doenga. Ao comparar suas amostras com as de
individuos afetados por céncer, alteracdes genéticas que afetam o surgimento e desenvolvimento da
doenga poderdo ser encontradas. Os resultados dessas pesquisas poderdo ser armazenados em
bancos de dados publicos que sdo supervisionados por autoridade competente. Nestes bancos de
dados plblicos serdo colocadas informagdes do seu material biolégico, mas nenhuma informacgédo
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que possa lhe identificar sera fornecida (como por exemplo, nome, enderego, etc.). Os pesquisadores
do mundo todo poderdo ter acesso aos dados do seu material bioldgico, mas ndo saberdo quem vocé
é.

A obtengdo do material biolégico ndo implicard em riscos adicionais a sua saude. O material cedido
serd armazenado de forma adequada no Hospital de Cancer de Barretos por periodo indeterminado.

Outras informagdes a seu respeito poderdo ser obtidas a partir de vocé. Mas nenhuma informagdo
pessoal que permita sua identificagdo (como nome, enderego, etc.) sera disponibilizada para acesso
publico. O Hospital de Cancer de Barretos tomard todas as medidas para manter suas informagdes
pessoais em sigilo. Durante todo o estudo e mesmo depois que terminar, quando os resultados
forem publicados em revistas cientificas ou apresentados em congressos ou reunides, a sua
identidade sera guardada em segredo, nido sendo revelada qualquer informagdo a seu respeito que
possa identificar vocé publicamente. Algumas pessoas do BIOBANCO e do Comité de Etica em
Pesquisa poderdo ter acesso direto as suas informagdes pessoais. Mesmo assim, a sua privacidade e
a confidencialidade dos dados serdo preservadas.

Vocé também terd direito ao resultado dos exames realizados com o seu material biolégico. Mas
também existe a possibilidade que a sua amostra ndo seja utilizada em estudo algum.

Caso vocé concorde em ceder algum material biolégico para o BIOBANCO do Hospital de Cincer de
Barretos, € importante que saiba que seu material serd catalogado como proveniente de individuo
ndo portador de cancer. Portanto, de tempos em tempos poderemos entrar em contato com vocé
(por telefone, carta, etc.) ou vocé poderd entrar em contato conosco caso, algum dia, receba o
diagndstico de cancer.

Apesar do seu material biolégico ficar guardado no Hospital de Cancer de Barretos, ele pertence a
vocé. A qualguer momento, durante ou apds este estudo, vocé poderd retirar este material do
hospital ou pedir que seja descartado. O material também podera ser descartado se o mesmo perder
qualidade (e, por isso, ndo puder mais ser usado em qualquer outro estudo) ou por iniciativa do
Hospital de Cancer de Barretos. Se for por iniciativa do hospital, o seu material sera oferecido a, no
minimo, duas instituicdes de pesquisa que também possuam BIOBANCO. Se elas nédo aceitarem o
material e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em Seres Humanos aprovar, o seu material serd
descartado conforme o Plano de Gerenciamento de Residuos do Hospital. Em caso de perda ou
destruigdo do seu material bioldgico, encerramento do BIOBANCO do Hospital de Cancer de Barretos
e transferéncia do material para outro BIOBANCO, vocé serd comunicado pessoalmente ou por
escrito (carta registrada com aviso de recebimento). Se vocé ndo concordar que o seu material possa
ser destruido ou transferido para outro BIOBANCO, vocé terd um prazo de 30 dias para se manifestar
por escrito apds o recebimento da comunicagdo. Se ndo for possivel lhe encontrar, apds retorno do
Aviso de Recebimento, confirmando a sua ndo localizagdo, informaremos isto ao Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Cincer de Barretos.
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As pesquisas que vierem a utilizar o seu material serdo previamente analisadas pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos, ou quando for o caso, pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos. O seu material serd utilizado somente se este comité aprovar
o estudo.

O material bioldgico cedido ndo terd custos para vocé. Todos os custos relacionados com o
BIOBANCO serdo pagos pelo Hospital de Cancer de Barretos. Também ndo havera qualquer tipo de
pagamento devido a sua participacdo (mesmo que haja patentes ou descobertas). Ao assinar este
Termo de Consentimento, vocé ndo perderd nenhum direito, inclusive o de indenizagdo por dano a
sua salide se isto acontecer em virtude de ceder o material.

Em caso de duvidas vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Cancer de Barretos pelo telefone (17) 3321-0347 ou (17) 3321-6600, ramal 6647, de 22 a 62 feira,
das 8:00h as 17:00h; por meio eletrénico (email: cep@hancerbarretos.com.br); ou ainda por carta
(Rua Antenor Duarte Vilela, 1331 — Cep: 14784-400 — Barretos, SP). O Comité de Etica em Pesquisa é
responsavel pela andlise da parte ética dos estudos cientificos e que aprova ou ndo a sua realizacdo

no hospital. Todos os estudos do Hospital de Cancer de Barretos precisam desta aprovagdo para
serem realizados. Se vocé quiser entrar em contato com o coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa ou com o responsdvel pelo BIOBANCO, utilize as formas de contato que foram descritas
acima.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO:

Eu
li e entendi este termo de consentimento. Eu concordo em ceder material bioldgico para este

’ ’

BIOBANCO que serd coletado por pessoal especialmente treinado para este fim e tenho pleno
conhecimento do tipo de material que cederei. Entendi que o material serd adequadamente
armazenado e utilizado futuramente e de forma anénima em pesquisa aprovados pela Comissdo de
Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos. Eu entendi a informacéo fornecida por este
documento e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer duvidas. Este documento serd
assinado em duas vias, sendo que uma delas ficard comigo.

Embora tenha autorizado a utilizagdo do material bioldgico para pesquisa, manifesto os seguintes
desejos:
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1. Concordo que utilizem meu material biolégico em futuras pesquisas devidamente

aprovadas pela Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (assinale
apenas uma das duas alternativas abaixo):

( ) Sem necessidade de um novo consentimento para cada pesquisa.
( ) Com necessidade de um novo consentimento para cada pesquisa. Neste caso gostaria

de ser comunicado pessoalmente ou através de carta registrada com aviso de
recebimento.

2. Autorizo que os resultados dessa pesquisa, incluindo informagdes genéticas, possam ser
armazenados em bancos de dados publicos, desde que a minha privacidade seja
preservada:

()SIM ( YNAO

3. Apesar de minha amostra ser utilizada de forma an6nima, os Coordenadores do BIOBANCO
tém acesso a minha identidade. Dessa forma, eu gostaria de ser comunicado pessoalmente
ou por escrito (carta registrada com aviso de recebimento) caso, durante a pesquisa, venha
a ser descoberta alguma informagdo de relevdncia no meu risco ou de meus familiares de
desenvolver cancer ou outras doengas genéticas.

()sim ( )NAO
Caso vocé tenha respondido SIM na Ultima questdo, responda abaixo:
No caso da minha falta (falecimento), ...ccccevevveennnen, (escrever Sim ou N3o), autorizo meu
familiar, abaixo indicado, a ter acesso a esta informagdo. O mesmo serd informado
pessoalmente ou por escrito (carta registrada com aviso de recebimento), com aviso de
recebimento, convidando-o para comparecer ao Hospital.
Familiar indicado para receber informagées
/
(Nome do familiar) ( grau de parentesco)
Enderego:
Cidade: Estado: CEP:
Rubricas Participante de pesquisa / Responsavel:
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Nome do(a) paciente / Representante legal Assinatura Data
Nome do(a) responsdvel pela aplicacdo do Assinatura Data
termo de consentimento
Nome da(a) testemunha, se for o caso Assinatura Data

Rubricas Participante de pesquisa / Responsavel:

Testemunha imparcial:
Aplicador do TCLE:
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Str
Pareamento (sangue e tecido) O Negativo
QO Positivo
Condicoes Da Amostra
Existe registro de armazenamento em temperatura O Nao
inadequada O Sim
O Ignorado
Tipo de extracao O Automatizada
O Manual
O Ignorado
Tipo de armazenamento QO Pellet
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Tecido
ID NAP

Excluido na MACRODISSECCAO

O Nao
QO Sim

% de tumor

(Em %/ Minimo 60% de tumor)

% de necrose

(Em %/ Minimo 60% de tumor)

Origem do fragmento O Biopsia
QO Cirurgia
Fragmento ja utilizado O Nao
O Sim
Data da coleta do tecido
INFORMACOES DA COLETA
TECIDO - DNA
Macrodisseccao
Peso
(Em mg)

Volume de entrada da amostra

(Em microlitros)
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(Em microlitros)

NANODROP
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INFORMACOES DA COLETA

TECIDO - RNA
Macrodisseccao
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Condicoes Da Amostra

Existe registro de armazenamento em temperatura
inadequada

O Nao
O Sim
QO Ignorado

Tipo de extracao

(O Automatizada
O Manual
Q Ignorado

Data da extracao RNA

Tempo entre a coleta e a extracao de RNA do tecido
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Apresentacao do Projeto:

Resumo: A medicina genémica visa a identificagdo de biomarcadores com potencial na pratica clinica a
partir de amostras biolégicas de alta qualidade. A fonte dessas amostras em sua grande maioria provem de
biobancos cuja finalidade é o armazenamento e gerenciamento de espécimes biolégicos que serao
disponibilizados para pesquisa. Obter material de boa qualidade requer a implementagéo de procedimentos
operacionais padréo que consigam controlar as variaveis pré-analiticas em biobancos que impactam
diretamente na qualidade das amostras para as analises moleculares. Atualmente o método de
armazenamento mais comumente utilizado nos biobancos de paises de baixa e média renda, como o Brasil,
& a criopreservagédo em freezers a -80°C. Sabidamente este é o método mais barato, porém nem sempre o
mais efetivo para armazenamentos por longos periodos de armazenamento. A extragdo de DNA e RNA é
considerada um passo essencial para analises moleculares como sequenciamento genémico em larga
escala e estudos de expressdo genica. No entanto sabidamente o RNA é uma molécula mais facilmente
degradada a qual multiplos fatores como, por exemplo, a temperatura e as condigdes de processamento de
amostra podem influenciar na qualidade deste material. Dentro desse contexto, o presente estudo tem como
objetivo geral avaliar a qualidade das amostras criopreservadas no Biobanco-HCB no periodo de 7 anos.
Nossa hipétese é que esse longo periodo de armazenamento
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pode influenciar a qualidade dos bioespecimes armazenados nos freezers e que os diferentes métodos de
processamento e armazenamento das amostras realizadas neste periodo podem ter impacto na qualidade
do DNA e RNA obtidos a partir das amostras armazenadas em nosso biobanco. Para tanto, seréao
selecionadas amostras de tecido tumoral, buffy coat e plasma, sendo todos pareados, do mesmo paciente.
Serdo utilizados os tipos tumorais mais representativos em nosso biobanco para obtengao do material
genético (DNA e RNA) a partir dos espécimes criopreservados. A avaliagao da qualidade sera realizada por
meio da avaliagdo da concentragéo, pureza e integridade tanto do DNA quanto do RNA obtido a partir do
tecido tumoral e buffy coat bem como do DNA presente em biopsias liquidas (plasma). Os dados obtidos a
partir destas andlises serdo comparados a fim de se avaliar o impacto do armazenamento na qualidade do
material genético para uso na medicina genémica. Os dados deste trabalho poderao ajudar os biobancos de
uma forma geral na eliminagao dos problemas relacionados a qualidade e custo dentro desta abordagem
particular.

Introdugéo: 1-INTRODUGAO1.1- Histéria, finalidade e estrutura dos Biobancos A ideia de biobanco néo &
nova, ha pelo menos 150 anos atrds materiais bioldgicos, ndo sé humano, ja eram coletados, armazenados
e utilizados em pesquisa, porém sem nenhuma regulamentagéo ou regras (1). No Brasil, o processo para
instituicdo de um biobanco inicia-se com a confecgdo de um protocolo de desenvolvimento que tem por
finalidade promover a regularizagao dos biobancos brasileiros em atendimento a Resolugdo CNS no 441 de
12 de Maio de 2011 (2).Segundo a Sociedade Internacional de Repositérios Bioldgicos e Ambientais
(ISBER) (3) biobanco é o local onde é feito o recebimento, processamento, armazenamento e/ou
fornecimento de diferentes tipos de amostras bioldgicas armazenadas adequadamente, contendo DNA, RNA
e proteinas de alta qualidade, tendo como objetivo principal a pesquisa cientifica basica e translacional (3)
(4). No entanto, o termo biobanco tem sido por muitas vezes usado erroneamente como biorrepositérios,
porém existem algumas diferengas entre os dois (3). De acordo com a resolugéo 441 da Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) Biobanco é a colecdo organizada de material biolégico humano e
informagdes associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento ou normas
técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e gerenciamento institucional, sem fins
comerciais (2). Por outro lado, entende-se por Biorepositorio uma colegao de material biolégico humano,
coletado e armazenado ao longo da execugédo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento
ou normas técnicas, éticas e operacionais pré- definidas, sob responsabilidade institucional e sob
gerenciamento do pesquisador, sem fins
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comerciais. (1) (2). Em nossa instituicdo as amostras oriundas de pacientes sao colhidas para o BIOBANCO
-HCB desde gue haja material suficiente para o diagnéstico acurado da doenga.Atualmente a estrutura
padrado de biobancos para armazenamento de amostras, inclui a criopreservagao de amostras biolégicas,
como tecido e sangue em freezers -80°C e - 140°C sob monitoramento de temperatura (5). Qutra alternativa
é 0 armazenamento por longos periodos em containers de nitrogénio liquido, sendo esta uma opgao que
demanda maior planejamento de espago e custo de manutengado. Esta estrutura é imprescindivel para o
fornecimento de amostras de alta qualidade com finalidade de pesquisa (6). Algumas alternativas de
armazenamento de amostra biolégicas tém sido estudadas, visto que o armazenamento de material
biolégico em ultra-freezer ou nitrogénio é custoso, pois requer espago e utilizagdo de equipamentos de
monitoramento em fluxo continuo ao longo do dia para evitar falhas e possiveis problemas relacionadas ao
descongelamento de amostras(5). A utilizagdo de solugdes estabilizadoras, que preservam o tecido em
temperatura ambiente, e a utilizagio de tecidos emblocados em parafina (FFPE), sdo alternativas mais
baratas, porém a qualidade e a integridade séo bem inferiores quando comparadas ao armazenamento por
criopreservagao, sendo este considerado o “padrdo ouro” em biobancos (5) (7) (8).Quanto aos aspéctos
éticos, legais e sociais devem ser cuidadosamente considerados na configuragédo dos biobancos, de acordo
com as normas de cada pais (1) (3). Os direitos, responsabilidades e obrigagdes dos membros do biobanco,
bem como dos doadores, devem ser muito bem esclarecidos e definidos (1). Para que as amostras sejam
armazenadas e posteriormente fornecidas para pesquisa, € necessario o consentimento do paciente doador,
feito através de uma documentagédo a gual o paciente é informado o objetivo da sua participagdo na
pesquisa e possibilidades de riscos e eventos adversos, além disso, 0 consentimento deve informar que o
paciente pode recusar ou retirar-se da pesquisa a qualguer momento (1). Embora caiba a instituigdo na qual
um determinado biobanco esta localizado a responsabilidade de guarda e o gerenciamento de todo o
material biolégico contido (Resolugdo CNS n° 441, item 1.1; item 9), o material pertence ao sujeito de
pesquisa (Resolugao CNS n° 441, item 9) (2). Este, ou seu representante legal, a qualguer momento e sem
qualquer 6nus ou prejuizo, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagao do material bioldgico
armazenado, valendo a desisténcia a partir da data da sua manifestagao. Para tanto, deve o sujeito de
pesquisa (ou o seu representante legal} formalizar ao Biobanco institucional sua desisténcia em manifesto
escrito e assinado (Resolugdo CNS n° 441, item 10.1) (2).Em nossa instituicdo, o consentimento para coleta,
armazenamento e utilizagao do material biolégico é formalizado através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) padrao aprovado pela CONEP que ¢ assinado pelo sujeito
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de pesquisa antes da coleta do material bioldgico (2). O Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos
(BHCB), foi fundado em margo de 2006, a partir de projeto de pesquisa fomentado pela Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sado Paulo (FAPESP), sob protocolo nimero 2005/51691-7, intitulado
“Implantagdo de um Banco de Tumores: UNESP / Hospital de Cancer de Barretos-SP” e com vigéncia de
01/10/2005 a 30/09/2007, sendo uma parceria entre o Hospital de Cancer de Barretos e a Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP}). Atualmente o BHCB possui cerca de 164.590 mil
amostras biologicas de 32.501 mil pacientes utilizadas em 87 projetos de pesquisa nacionais e
internacionais. O sistema de armazenamento do Biobanco-HCB é feito por criopreservagao das amostras
bioldgicas, em ultra-freezers — 80°C sob controle diario de temperatura.1.2- Fatores pré- analiticos que
influenciam a qualidade das amostras criopreservadasEm um biobanco é fundamental que se sejam
asseguradas tanto a qualidade quanto a disponibilidade do material bioldgico criopreservado por longos
periodos, para utilizagdo em pesquisa de boa qualidade (9) (10). Uma das maneiras de se controlar as
variaveis pré-analiticas que impactam diretamente na qualidade das amostras biolégicas é por meio da
utilizagdo de protocolos padronizados chamados Procedimento Operacional Padrdo (POPs), os quais
devem ser documentados de uma forma passivel de revisdao e modificagdes (6). Os POPs tem fungao de
descrever como as tarefas deverdo ser executadas pelo operador capacitado, a fim de garantir que as
amostras sejam corretamente coletadas, armazenada e podera ser efetivamente disseminada para um
subsequente operador (3).Além disso, existem guias de gestdo de qualidade disponiveis com a finalidade de
ajudar a desenvolver um Sistema de Gestao Qualidade {(SGQ) de bioespécimes eficiente, a fim de minimizar
situagdes adversas que podem afetar resultados cientificos, garantir a seguranga da equipe e aumentar a
qualidade e das amostras armazenadas (3) (11). Os tecidos armazenados em biobancos, geralmente séo
obtidos a partir de bidpsias e cirurgias, portanto, uma variedade de fatores pré-analiticos sdo determinantes
para preservar a qualidade desse material, como por exemplo, o tempo de congelamento, criopreservagao,
descongelamento e processamento (7) (12). Um dos fatores importantes para preservar a integridade do
RNA em tecidos, € o tempo de isquemia fria, ou seja, 0 momento entre a remogao cirirgica do tecido e o
congelamento da amostra (7) (13). Alguns estudos foram realizados, a fim de mensurar o tempo ideal de
isquemia fria que mantém o RNA integro, os resultados obtidos variam de acordo com o tipo de topografia
inclusive um deles em nossa instituigdo (7) (13) (14). Nesta pesquisa foram analisadas 5 diferentes tipos de
topografia: mama, tiredide, estémago, pulmao e célon. Essas amostras foram avaliadas sob tempos de
isquemia fria diferentes e posteriormente foi feita a extragdo e analise de integridade do RNA em que
concluiu-se que o
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tempo de isquemia fria de 30 minutos foi mais eficiente para manter a integridade do RNA (14). Outros
estudos foram realizados para determinar o tempo de isquemia quente, quando ocorre diminuigao da
perfusdo sanguinea e de oxigénio no tecido apos ter sido remavido do corpo e 0 mesmo é mantido em
temperatura ambiente antes de a amostra ser congelada (9) (15). Amostras frescas de célon foram
coletadas, cortadas em pedacos e mantidas em gelo por 0,5, 1 e 4 horas antes de serem congeladas,
conclui-se que o tempo de isquemia quente de até 4 horas ndo acarretou impacto significantemente a
integridade do RNA das amostras de célon (9). O tempo de isquemia quente, associado a periodos longos
de manipulagao cirdrgica, também podem alterar o perfil da expressédo génica, portanto devem ser
controlados (5). A andlise da qualidade de tecido tumoral também inclui a avaliagdo da porcentagem de
tecido tumoral, tecido normal e necrose, realizada por um patologista (3}). De acordo com as boas praticas
para estudos cientificos, a obtengédo do material genético a partir do tecido tumoral, s6 pode ser feita
somente apds a confirmagao da porcentagem tumoral considerando como padr&o ter cerca de pelo menos
60% de células tumorais viaveis e no maximo 30% de necrose, amostras fora desse parametro devem ser
consideradas impréprias para analise molecular (16). Ciclos de descongelamento do material biolégico
também pode alterar a qualidade dos acidos nucléicos (7). Os principais motivos para que isso ocorra sao:
utilizagdo frequente da mesma amostra, oscilagdes de temperatura do freezer causado pela abertura
constante da porta e falhas técnicas nos freezers (7).Sabidamente a molécula de RNA é mais instavel e
consequentemente mais vulneravel do que a molécula de DNA a degradagdo. A qualidade e rendimento do
RNA de amostras de tecido tumoral de ovario, submetidas a 1,2 e 3 ciclos de descongelamento mostrou que
as amostras podem ser congeladas e descongeladas até no maximo trés vezes sem comprometer a
integridade do RNA e o perfil de expressao génica (17). Com 0 mesmo objetivo, uma outra pesquisa utilizou
amostras de autdpsia de tecido cerebral, em que foi relatada uma correlagéo negativa com a integridade do
RNA e os varios ciclos de descongelamento, além disso, as amostras preservadas em RNALater obtiveram
maior qualidade do que as amostras que foram rapidamente congeladas (5) (10) (18). Alguns estudos
relatam ainda que dois ciclos de descongelamento séo suficientes para alterar a qualidade do RNA e que a
correlagao entre o nimero de ciclos de descongelamento e a integridade do RNA, podem estar associadas
ao tipo de tecido utilizado, sendo assim, é recomendado que sejam feitas aliquotas do material, utilizagdo de
gelo seco ou nitrogénio seco para a manipulagao das amostras, evitando o descongelamento das mesmas
(3) (7).Assim como em tecido, ciclos de descongelamento também podem alterar a qualidade do DNA, RNA
e proteinas em amostras de sangue, podendo reduzir o rendimento do DNA para 25%, sem haver redugao
significativa do RNA
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mensageiro no soro ou plasma, em apenas um ciclo de descongelamento (7). Outro fator pré-analitico
importante que influencia a qualidade das amostras de sangue é o tempo em que a amostra € mantida em
temperatura ambiente em tubos EDTA até ser processada (5). Amostras condicionadas por longos periodos
em tubos EDTA podem ter alteragéo, quanto ao perfil de expresséo génica, por inicio da transcrigéo in vitro,
portanto o que se recomenda é o processamento e armazenamento do sangue em até 4 horas a 42 C apés
a coleta do mesmo (5) (19). Alguns estudos destacam a boa qualidade do RNA e menor variagdo quanto
aos padrdes de expressao génica, através da utilizagédo de tubos coletores PAXgene ou Tempus, 0s quais
possuem uma solugdo estabilizadora de RNA, evitando a transcrigdo in vitro bem como degradagédo do RNA
mensageiro por RNases (5) (20) (21). Além disso, amostras de sangue que possuem soro e/ou plasma
hemolisados, ndo devem ser utilizadas, pois a presenga de ferro pode ter impacto na eficiéncia e acuracia
de testes laboratorias e técnicas utilizadas em pesquisas como o PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
(10). Sabe-se que a hemdlise pode ser evitada por meio de um procedimento simples que preconiza
treinamento de pessoal e utilizagdo de boas praticas na coleta do sangue, cuidado na manipulagéo dos
tubos de coleta e técnicas de pipetagem (19).A temperatura e o tempo de armazenamento também séo
outros fatores determinantes, no que se diz respeito a qualidade de bioespécimes criopreservados. A
criopreservagdo em temperaturas abaixo de -130 °C, através de ultra-freezers ou nitrogénio, ¢ opgao ideal
para a preservagio das biomoléculas de RNA, pois mantém sua integridade intacta em até 50 meses (10).
Porém, um estudo que avaliou a integridade do RNA de amostras de tecido enddcrino armazenadas em
freezers a -80°C com diferentes tempos de armazenamento, mostrou que este tipo de armazenamento por
longos periodos prazo ndo afeta negativamente a qualidade do RNA e sugere que o armazenamento em -
80°C é equivalente ao armazenamento feito em nitrogénio (10). Portanto fica evidente que a literatura neste
aspecto ainda é contraditéria necessitando de mais estudos com grande numero de amostras afim de
melhor elucidar o impacto do tempo na qualidade das amostras criopreservadas para pesquisa
gendmica.1.3- Biobanco na medicina genémica Os biobancos tém atuado como uma importante ferramenta
para a medicina gendmica, uma vez que detém da fonte de amostras bioldgicas que sao utilizadas na
descoberta de novos marcadores moleculares, bem como a identificagdo de novos alvos terapéuticos, que
trardo beneficios futuros para o diagnostico e tratamento de pacientes (6). No entanto, para refletir as
verdadeiras mudangas gendmicas de doengas, é necessaria a utilizagdo de amostras biol6gicas que
possuam DNA, RNA e protefnas de alta qualidade (1) (4).Em diversos estudos a utilizagdo de amostras
bioldgicas criopreservadas (-80°C a 190°C) ¢ justificada pelo alto rendimento e
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qualidade dos &acidos nucleicos que as mesmas possuem, favorecendo estudos morfolégicos de alta
qualidade os gquais utilizam técnicas como o Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), microarrays e PCR
digital, para a avaliagdo do genoma, transcriptoma e proteoma (7). Como ja discutido, os POPs asseguram
que o processamento tanto das amostras quanto do material genético sejam realizados com boa
reprodutibilidade e qualidade (6). Dentro deste contexto algumas técnicas séo utilizadas como ferramentas
padrdo para avaliagdo da qualidade tanto do DNA quanto do RNA obtido a partir de bioespecimes
criopreservados (7). Uma maneira rapida de mensurar a pureza bem como o rendimento das amostras de
DNA e RNA, é através da utilizacdo de espectrofotémetros com comprimento de onda de 260 nm e 280, o
gual determinara a densidade Optica (OD) dos acidos nucléicos obtidos apartir de células, tecidos, sangue
dentre outros fluidos(7). Atualmente o aparelho NanoDrop ( Thermo Scientific) é a ferramenta mais barata e
mais amplamente utilizada em pesquisa para se determinar a concentragdo e pureza dos acidos
nucleicos(22) . Recentemente alguns biobancos ja fazem uso do método de quantificagao por fluorescéncia
com o aparelho Qubit (ThermoFisher) por ser mais mais preciso e confiavel quando comparado com o
método de espectrofotometria{23). No entanto esta ainda é uma opgéo que se restringe a grandes Centros e
Laboratorios de pesquisa por ter um custo mais elevado a ser aplicado na rotina. Os resultados gerados
pelos espectrofotdmetros indicam apenas a qualidade dos acidos nucléicos e ndo necessariamente refletem
a integridade dos mesmos (7). Dessa forma, técnicas adicionadas devem ser utilizadas a fim de se avaliar a
integridade como, por exemplo, a eletroforese convencional ou a microfluidica conhecida por Bioanalyzer
(24).Essas analises sdo importantes procedimentos de controle de qualidade antes do envio de aliquotas
pelos biobancos que serdo utilizadas em diferentes técnicas de biologia molecular utilizadas na pratica
clinica como o PCR quantitativo (7). Atualmente a técnica de PCR Digital (dPCR) é uma nova ferramenta
para a detecgéo e quantificagio de acidos nucléicos através da contagem direta do nimero de moléculas
alvo presentes na amostra, sem a necessidade de curvas padrédo e controles endégenos (25).Diante disso
fica evidente a necessidade de estudos que visam avaliar a qualidade de amostras bioldgicas
criopreervadas em biobancos e que sdo rotineiramente recrutadas para pesquisa.

Hipétese: Nossa hipdtese € que esse longo periodo de armazenamento pode influenciar a qualidade dos
bioespecimes armazenados nos freezers e que os diferentes métodos de processamento e armazenamento
das amostras realizadas neste periodo podem ter impacto na qualidade do DNA e RNA obtidos a partir das
amostras armazenadas em nosso biobanco.

Enderego: Rua Antenor Duarle Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
UF: SP Municipio: BARRETOS
Telefone: (17)3321-0347 Fax: (17)3321-6600 E-mail: cep@hcancerbarretos.com.br

Pagina 07 de 14

98



S HOSPITAL DO CANCER DE
o) BARRETOS / FUNDAGAO PIO W me
o X\

Continuagéo do Parecer: 1.747.978

Metodologia Proposta: 3.1- Selegao de casos Serao utilizadas um total de 1200 amostras de 3 diferentes
tipos de topografias: mama, endométrio e estdmago. Sendo 400 amostras de tecido tumoral, pareado com
400 amostras de buffy coat e 400 amostras de plasma. Os tipos de topografias foram escolhidos de acordo
com o numero e disponibilidade de amostras por topografia, ou seja, foram selecionadas as 3 topografias
mais coletadas no Biobanco-HCB no periodo de 2009, até o ano de 2016. 3.2- Andlise estatistica O valor
amostral foi calculado com base na quantidade total de amostras de mama, endométrio e estémago, no
perfodo de 2009 a 2016, considerando-se uma precisdo absoluta do intervalo de confianga de 9 pontos
percentuais e inadequagao de 50%.3.3- Macrodissecgao dos tecidos tumorais As macrodissecgdes bem
como as extragdes de DNA e RNA serdo realizadas no Biobanco-HCB, de amostras armazenadas no
periodo de outubro de 2009 a dezembro de 2016 Todos os tecidos tumorais serao submetidos a
macrodissec¢ao, os fragmentos de tecidos tumorais criopreservados serdo emblocados em gel Tissue-Tek
(O.C.T- temperatura 6tima de corte) e agua destilada, com o auxilio do equipamento criostato, sera feito o
corte histolégio de 5 mm do tecido e 0 mesmo sera coletado em laminas para microscopia. As laminas seréo
submetidas a coloragédo de HE (hematoxilina-eosina) e por fim serao analisadas por um patologista, para
que o0 mesmo determine a porcentagem de tumor e necrose de cada amostra. Todo tecido tumoral que tiver
menos que 60% de tumor e mais de 20% de necrose, serdo desqualificados para extragdo de DNA/RNA. A
macrodisseccao também serd utilizada como um critério para aferir a qualidade das amostras fornecidas
pelos centros de coletas HCB.3.4- Processamento das amostras no Biobanco3.4.1. Extragdo de DNA e
RNAI. Extracdo de DNA e RNA apartir de tecido tumoral, buffy coat e plasma Os tecidos qualificados na
macrodissecgao serdo cortados em pequenos fragmentos e pesados, atendendo o critério de 20 a 30 mg de
tecido. Para a extragao de DNA dos tecidos tumorais, os fragmentos de tecidos serao transferidos para
tubos contendo beads de ceramica e 220 ul de buffer ATL. Esses tubos serdo colocados no equipamento
Precellys, utilizando a programacao de 1 ciclo de 10 segundos a 6500 RPM, podendo ser repedida essa
programagao caso o tecido nao tenha sido completamente macerado. Ao serem retirados do equipamento
Precellys, os tubos serdo colocados na centrifuga durante 1 minuto a 8000 RPM para gue seja coletado,
com auxilio de uma pipeta, somente o sobrenadante sem resquicios de fragmentos de tecido. O
sobrenadante de cada amostra sera transferido para tubo Sarsted contendo 20 ul de proteinase K. As
amostras ficardo overnight em thermociclador a 562C e 750 RPM. Apds a retirada das amostras do
thermociclador, sera adicionado 4 ul de RNase em cada tubo e 0 mesmo sera brevemente vortexado e
ficara em
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repouso durante 2 minutos. Posteriormente, as amostras serdo colocadas no aparelho QlAsymphony,
juntamente com o QlAsymphony DNA mini kit utilizando o protocolo pradrao, Tissue_200 e volume de
eluigdo de 50 ul.Para a extragdo de RNA dos tecidos tumorais, os mesmos serao cortados, pesados e entao
transferidos para tubos com beads de ceramica e 400 ul de Buffer RLT Plus + - mercaptoethanol (10 ul de -
ME para cada 1 ml de Buffer RLT Plus}. Os tubos serdo colocados no equipamento Precellys, utilizando a
programacgdo de 1 ciclo de 10 segundos a 6500 RPM. Os tubos contendo os tecidos lisados, serdo
centrifugados por 3 minutos na velocidade maxima, posteriormente o sobrenadante sera transferido para
tubos Sarsted e entdo colocadas no aparelho QlAsymphony, juntamente com o RNA kit, utilizando o
protocolo padrao, RNA_400 e volume de eluigdo de 50 ul.As extragdes de RNA de buffy coat sera feita
utilizando o sistema automatizado QlAsymphony. Todas as amostras serdo submetidas a um pré-
tratamento, adicionando 400 ul de Buffer BRLT Plus + - mercaptoethanol (10 ul de -ME para cada 1 ml d

Metodologia de Andlise de Dados: O valor amostral foi calculado com base na quantidade total de amostras
de mama, endométrio e estémago, no periodo de 2009 a 2016, considerando-se uma preciséo absoluta do
intervalo de confianga de 9 pontos percentuais e inadequagao de 50%.

Desfecho Primario: Espera-se que o tempo de armazenamento das amostras criopreservadas tenham

alterado a qualidade das mesmas.

Tamanho da Amostra no Brasil: 1.200

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral:

Avaliar a qualidade de uma série histérica de amostras criopreservadas armazenadas junto ao Biobanco do
Hospital de Cancer de Barretos.

Objetivos especificos:

1-Avaliar a integridade, rendimento e pureza do RNA e DNA obtidos a partir do buffy

coat e tecido tumoral criopreservado para analises gendmicas.

2-Avaliar o pareamento genético entre as amostras de buffy coat e tecido tumoral, pelo teste de quimerismo
genético.

3-Avaliar a qualidade e rendimento do DNA obtido de biopsias liquidas (plasma) por PCR digital
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4-Correlacionar os dados obtidos com o tempo de armazenamento, tempo de isquemia
do espécimes e protocolos de processamento e estocagem realizados no biobanco do HCB.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Trata-se de um estudo de risco minimo as participantes (risco de quebra acidental da
confidencialidade), em que ndo havera beneficio aos participantes.

Beneficios: O presente estudo néo trara beneficio direto aos participantes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto retrospectivo envolvendo o Biobanco do HCB. Conforme os proponentes, a obtengao de material de
boa qualidade em um Biobanco para utilizagdo em projetos de pesquisa requer a implementagao de
procedimentos operacionais padrdo que consigam controlar as variaveis pré-analiticas em biobancos que
impactam diretamente na qualidade das amostras para as analises moleculares. A extragdo de DNA e RNA
& considerada um passo essencial para andlises moleculares como sequenciamento gendmico em larga
escala e estudos de expressdo genica. No entanto sabidamente o RNA é uma molécula mais faciimente
degradada, degradagao essa que pode ser devido a multiplos fatores, tais como como, a temperatura e as
condigbes de processamento de amostra. Dentro desse contexto, o presente estudo tem como pretende
avaliar a qualidade das amostras criopreservadas do Biobanco-HCB no periodo de 7 anos. A hipétese é que
esse longo periodo de armazenamento pode influenciar a qualidade dos bioespecimes armazenados nos
freezers e que os diferentes métodos de processamento e armazenamento das amostras realizadas neste
perfodo podem ter impacto na qualidade do DNA e RNA obtidos a partir das amostras armazenadas em
nosso biobanco. Para tanto, serdo selecionadas amostras de tecido tumoral, buffy coat e plasma, sendo
todos pareados, do mesmo paciente. Serdo utilizados os tipos tumorais mais representativos do nosso
biobanco (mama, estémago e colo de utero) para obtengdo do material genético (DNA e RNA) a partir dos
espécimes criopreservados

Projeto retrospectivo que pretende analisar a qualidade das amostras de DNA/RNA obtidas a partir de

material criopreservado armazenado no biobanco de 2009 a 2016. Prevé a analise de material tumoral, buffy
coat e plasma de um total de 1200 amostras, sendo 400 de cada tipo de material
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bioldgico.. Solicita isengdo de TCLE, afirmando que "Solicita-se ao Comité de Etica em Pesquisa desta
instituicdo a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em razao desta pesquisa apresentar
carater retrospectivo e ainda representar riscos minimos para os participantes, sendo estes inerentes a
quebra acidental da confidencialidade dos dados e o esgotamento do material biolégico. Contudo os
pesquisadores comprometem-se a preservar a privacidade dos participantes de pesquisa, garantindo que os
dados coletados serdo utilizados Unica e exclusivamente para a execugdo do projeto em questao, e que o
material biolégico ndo sera esgotado. Adicionalmente, informamos que as amostras que possuem
irregularidades do TCLE (Biobanco) serdo excluidas no estudo.” Todas as andlises serdo realizadas na
Instituigdo. Nao envolve nenhuma analise do material genético propriamente dito, exceto de sua qualidade,
quantidade e integridade

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Todos os termos de apresentacao obrigatéria foram devidamente apresentados.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

1. No projeto os pesqguisadores mencionam que analisardo mama, estémago e endométrio. Ja na listagem
de disponibilidade de amostras do Biobanco, as listas sdo de mama, estdmago e colo de Gtero. Solicita-se
esclarecer se serdo utilizadas apenas as amostras de endométrio ou se serédo usadas as de colo de ltero
ou utero de forma generalizada. Se forem apenas as de endométrio, a listagem fornecida pelo Bionbanco
devera ser ajustada. Se forem utilizadas as de utero (incluindo as de endométrio mas nao se restringindo a
essas), essa informagéo devera ser corrigida no projeto e na Plataforma Brasil.

RESPOSTA: Serao utilizadas amostras de Gtero na forma generalizada e esta alteragao ja foi feita na nova
versao do projeto segao materiais e métodos (selegao dos casos) pagina 11.

ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Em relagéo ao objetivo 4, "Correlacionar os dados obtidos com o tempo de armazenamento, tempo de
isquemia do espécimes e protocolos de processamento e estocagem realizados no biobanco do HCB.", ndo
fica claro no estudo como sera feita a analise do tempo de isquemia e do processamento das amostras,
dado que sdo amostras retrospectivas coletadas de 2009 a 2016. Solicita-se que os pesquisadores
esclarecam no projeto de que forma essas informagdes serdo recuperadas e como essas analises serdo

realizadas.
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RESPOSTA: Este item foi melhor esclarecido na nova versao do projeto tanto na introdugéo (pag. 7)
referenciando um estudo institucional quanto na metodologia item Analise estatistica (pag.14).
ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

3. O autor cita que ira correlacionar os dados obtidos com o tempo de armazenamento, tempo de isquemia e
estocagem realizados no biobanco do HCB. Parém, em nenhuma parte do projeto cita qual método
estatistico sera utilizado para fazer tais correlagdes.

RESPOSTA: Este item foi melhor esclarecido na nova versdo do projeto tanto na introdugao (pag. 7)
referenciando um estudo institucional quanto na metodologia item Analise estatistica (pag.14).
ANALISE CEP: PENDENCIA

4. Em caso de identificagcdo de "falta de pareamento” entre as amostras de tecido tumoral, buffy coat e
plasma so paciente, qual sera a conduta adotada? Solicita-se esclarecimento acerca dessa possibilidade.
RESPOSTA: Para esclarecimento esta analis esera so entre tumor e sangue (buffy coat) conforme descrito
no item 4.5 Teste de quimerismo da metodologia ndo sendo procedente a pedencia em relagéo a plasma.
De qualquer forma ste item foi melhor esclarecido na nova versdo do projeto tanto na metodologia item
Teste de quimerismo (pag.11 e 12).

ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo Pio XIl — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, e apéds a
analise das respostas as pendéncias emitidas, manifesta-se pela APROVAGAO do projeto de pesquisa
proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 27/03/2016.

2. Comunicar toda e qualquer alteragéo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de participantes deve ser tempaorariamente interrompida até a aprovagao do

Comité de Etica em Pesquisa.
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3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que utilizam amaostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
processamento.

5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apos conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos érgaos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o nimero 1207/2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Dacumento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 05/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 778491.pdf 08:42:10
Qutros Nova_versao_projeto.doc 02/09/2016 |Marcia Maria Aceito

11:55:27 | Chiquitelli Marques
Silveira
Qutros Carta_de_resposta.pdf 02/09/2016 |Marcia Maria Aceito
11:54:47 | Chiquitelli Marques
Silveira
Qutros Carta_de_Resposta.docx 02/09/2016 |Marcia Maria Aceito
11:52:48 | Chiquitelli Marques
Silveira
Outros mamab.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:24:26
Qutros mamad.pdf 29/08/2016 |Thiago Buosi Silva Aceito
08:23:42
Qutros mama3.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:23:09
Qutros mama.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:22:49
Qutros estomagob.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:22:24
Qutros estomagob. pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:21:53
Qutros estomago2.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:21:29
Qutros estomago.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:21:14
Qutros colo_utero6.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:20:52
Qutros colo_utero.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
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08:19:48
Qutros colo_de_utero.pdf 29/08/2016 | Thiago Buosi Silva Aceito
08:19:31
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 19/08/2016 |ANA CAROLINE Aceito
Brochura 16:01:25 |NEUBER
Investigador
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 19/08/2016 |ANA CAROLINE Aceito
15:59:33 |NEUBER
Outros MABIN_Cadastroprojeto.pdf 19/08/2016 |ANA CAROLINE Aceito
15:58:30 |NEUBER
Qutros Ciencia_estudo.pdf 19/08/2016 |Marcia Maria Aceito
10:14:47 | Chiquitelli Marques
Silveira
Qutros Responsabilidade_pesquisador.pdf 19/08/2016 |Marcia Maria Aceito
10:14:34 | Chiquitelli Marques
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Silveira
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Anexo E- Artigo "The Biobank of Barretos Cancer Hospital: 14 years of experience in cancer
research".
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Abstract Despite the developments in cancer
research over years, cancer is still one of the leading
causes of death worldwide. In Brazil, the number of
cancer cases for the several next years (2020-2022) is
expected to increase up to 625,000. Thus, translational
research has been vital to determine the potential risk,
prognostic, and predictive biomarkers in cancer.
Therefore, Barretos Cancer Hospital implemented a
biobank (BB-BCH) in 2006, which is responsible for
processing, storage, and provision of biological mate-
rials from cancer and non-cancer participants. Hence,
this article aimed to describe BB-BCH’s history,
experiences, and outcomes and explore its impact on
Brazilian translational oncology research scenario.
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BB-BCH has a multidisciplinary team who are
responsible for guaranteeing the quality of all pro-
cesses as recommended by international guidelines for
biobanks. Furthermore, BB-BCH has ample equip-
ment to ensure the quality of all material requested by
researchers as genetic material (DNA and RNA) and/
or entire biospecimens. From 2006 to 2019, BB-BCH
contained 252,069 samples from 44,933 participants,
the whole collection is represented by 15 different
types of biospecimens collected from them. According
to our data, the most collected and stored topography
in men is head and neck (29%); in women is breast
(28%); and in children is torso and limb (27%)
samples. Finally, we supported national and
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international consortia and projects such as The
Cancer Genome Atlas. BB-BCH is a vital knowledge
source for scientific community, enabling the devel-
opment of high-quality studies, with a wide variety of
tumor categories and high national representativeness
of Brazilian population.

Keywords Biobank - Biobanking - Personalized
Medicine - Cancer Research - Brazil

Introduction

Cancer is one of the world’s most significant health
problems and is among the leading causes of prema-
ture deaths worldwide (Bray et al. 2014). According to
the International Agency for Research on Cancer
(IARC), cancer rates will increase for the next several
years, ranging from 19 million in 2020 to approxi-
mately 21.5 million in 2025 (IARC 2020). In Brazil,
the number of new cases will likely increase for the
next few years, up to 625,000 for each year of the
2020-2022 triennium (INCA 2020). In this context,
scientific research has played an essential role in the
development of safe and effective methods to prevent,
detect, diagnose, and treat cancer. Furthermore, the
knowledge gained after the characterization of the
human genome, epigenome, proteome, and metabo-
lome has improved the comprehension of molecular
cancer characteristics, enabling personalized oncol-
ogy such as genomic analysis, targeted drugs, cancer
therapeutics and molecular diagnostics (Zhou et al.
2015; Coppola et al. 2019).

The progress of translational research in cancer
depends on the availability of high-quality human
biological samples and associated data, which are used
as an essential source of material to answer scientific
questions in a meaningful way (Zhou et al. 2015;
Kinkorova 2016). To assist this growing demand,
banks that store human biological material for
research purposes, termed biobanks, have been cre-
ated. A biobank requires standardized activities called
“biobanking,” including patient consent and the
collection, processing, storage, and management of
biospecimens and their data until they are used in
research (Fransson et al. 2015; Institute 2016; Mendy
et al. 2017; Campbell et al. 2018; Organisation for
Economic Co-operation and development 2018).
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Barretos Cancer Hospital (BCH) is a reference
center in the prevention and treatment of cancer in
Brazil (Carneseca et al. 2013; Palmero et al. 2016;
Greenwald et al. 2018). With a 56-year history, BCH is
a philanthropic institution that attends patients within
the Unified Health System (SUS) in Brazil, registering
approximately 4000 visits per day covering all
specialties, including head and neck, upper and lower
digestive, genitourinary tract, breast, gynecological,
head and neck, prevention and pediatrics ambulatories
(Hospital de Amor 2017). Receiving patients from
many regions of Brazil, BCH enables the development
of research with biological samples with broad
representativeness. To collect and store human bio-
logical samples from both patients and healthy indi-
viduals, in 2006, a biobank was created for research
purposes in BCH. The Biobank of the Barretos Cancer
Hospital (BB-BCH) is integrated into the Teaching
and Research Institute, Molecular Oncology Research
Center, Clinical Research Unit, and master’s and
Ph.D. Program in Oncology and is the basis for the
development of personalized oncology in our institu-
tion. To corroborate the evolution, scientific research
importance and essential nature of the link between
teaching and treatment at BCH, in 2018, a ranking
carried out by Scimago Institutions Rankings (SIR),
which considers the results obtained based on social
impact and innovation in research, ranked BCH as a
leader among Latin American institutions, and it has
remained in the top positions (Scimago 2020).

The BB-BCH stores an extensive collection of
different cryopreserved biological materials from
adult patients and children with all tumor types treated
at BCH from different regions of the country, in
addition to normal samples of healthy/non-cancer
individuals (for case-control studies), enabling the
development of oncological research in the Brazilian
population. The BB-BCH has also supported several
international consortia and projects, such as the Latin
American-USA  Cancer  Research Network
(USLANCRN), The Cancer Genome Atlas (TCGA),
and the International Genome Consortium (ICGC).

This article aimed to describe BB-BCH’s history,
experiences, and outcomes and to explore its impact
on the Brazilian translational oncological research
scenario.
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Methods

Historical overview of the biobank of the barretos
cancer hospital

The biobank of Barretos Cancer Hospital (BB-BCH)
was founded in 2006 to store and process biological
material, such as tumor tissue, blood and its deriva-
tives, cervical cytological material, and other fluids,
from cancer patients and non-cancer individuals for
biomedical research purposes. Initially, it was a bank
of tumor tissue following the Brazilian National
Research Ethics Commission (CONEP) (Amorim
2019), which approved the bank in 2012. The mission
of the BB-BCH is to collect, store, and manage
cryopreserved human biological samples to provide
high-quality biospecimens for research and therefore
contribute to scientific advances and innovation in
molecular oncology. Classified as a repository of a
specific disease (a “tumor bank”) for multiple users (a
polyuser biobank), the BB-BCH has a collection of
frozen human biological samples and associated data
(Riegman et al. 2008; Watson and Barnes 2011;
Arampatzis et al. 2016). Some data sets are gathered
from each sample, such as its topography, tumor type,
sex, and others, for which the information was
previously determined by the responsible researcher
for the study (Ministério da Saide 2011). The BB-
BCH collection has institutional and nonprofit
responsibilities.

The BB-BCH established an organized collection
of biological material for a biobank that initiates with
the recruitment of patients and the administration of
the informed consent form to cancer patients of the
institution, as well as healthy/non-cancer individuals,
and finishes with the storage of the biological sample
under cryopreservation, ensuring minimal variability
in collection procedures and enabling the execution of
projects with different designs, including case-control
studies. Researchers, surgeons, pathologists, nurses,
biologists, biomedical staff, and administrative staff
can guarantee the quality of this process, which
follows international guidelines recommended for
biobanks (Fig. 1). The biobank team is focused to
guarantee the more efficiency during material collec-
tion, assuring that all biological samples (tissue and
blood) a good quality to be used on research.

All preanalytical steps from patient recruitment to
registration and the storage of samples are performed

by BB-BCH professionals following the appropriate
BCH-SOPs (Barretos Cancer Hospital - Stand Oper-
ating Procedures), ensuring the quality of processes
and the suitability of the biospecimens for research.
This organized collection is essential for maintaining
the quality of BB-BCH processes, which will directly
impact the analytical phase, representing the actual
application of samples in research and the resulting
data (Betsou et al. 2010; Goebell and Morente 2010;
Hong et al. 2010; Caboux et al. 2013; Auer et al. 2014;
Hassis et al. 2015; Zhou et al. 2015; Fan et al. 2019).

Recruitment and informed consent

Due to the importance of prevention sectors at BCH
that focus on screening and early detection of cancers,
BCH has increased interest in research using samples
from cancer patients and non-cancer individuals.
Consequently, it was necessary to develop a specific
informed consent form (ICF) for each group of
participants. Both forms follow the guidelines of
CONEP (Amorim 2019).

The informed consent process to either patients or
non-cancer individuals initiates with the distribution
of the ICF, which contains a brief explanation of the
participation, risks and benefits, confidentiality and
data privacy, and withdrawal options written in an
understandable language to the participant. The ICF is
specific to BB-BCH samples, was previously
approved by CONEP, and considers local legal and
ethical requirements applicable to the consent process.
Participation is voluntary, and the individual may
refuse or withdraw the form at any time without
influencing his treatment or hospital care (Ministério
da Sadde 2012 Marodin et al. 2013). This consent
process can be private or in a group and requires
trained professionals to explain and answer questions
regarding the use of biological samples stored in a
biobank. Those professionals may be nurses, biolo-
gists, biomedical staff, or others related to health
areas, and they are trained by the Researcher Support
Center, the sector responsible for managing research
projects at BCH. Participant signature of the ICF
implicates their acceptance of the terms for the storage
of their biological specimens in the BB-BCH for
research purposes. Biobank participants are allowed to
choose whether they want to receive the results
obtained from research on their biological material,
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Fig. 1 Interdisciplinary collaboration at each stage of sample collection and sample distribution

and they should give consent for the return of the
results.

For underage or disabled patients, the professional
should follow resolution CNS 466/2012, in addition to
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administering the ICF, which will be signed by parents
or legal guardians, as it is still necessary to have
consent from one parent. The document should be in a
language that is accessible to the patient for whom it is

109



Cell Tissue Bank

intended, and it can be in the form of playful material,
such as figures, to guarantee clarity and agreement by
the patient (Ministério da Saude 2012).

Data sets and biospecimen collection

The data sets collected from the research participants,
as well as the data related to the sample, include
hospital record number, age, address, the date of
admission, project number, anatomical site, treat-
ments, diagnosis, consent date, the type of biological
material, the percentage of tumor cells and necrosis
(tissues), sample barcode, the date of collection and
storage, the volume of material, and the location of
sample storage. We consider eligible for participation
all patients with a confirmed diagnosis who have not
yet been treated, preferably those who have the
possibility of having both tumor tissue (surgery) and
blood stored. However, the BB-BCH also has biolog-
ical material from patients who received treatment
already because some of them undergo neoadjuvant
therapies, which means that they received treatment
before surgery. Thus, sometimes it is possible to find
only the blood sample that was previously collected
for treatment. Even so, the tissue is collected in the
same way at surgery, and all information about any
procedure is available to the researcher.

We standardized the blood draw to 25 mL of
peripheral blood (BD Vacutainer EDTA® BD SST®
advance gel) according to the manufacturer’s instruc-
tions and following the specific BCH SOP guidelines.
The previously identified samples, with a tag contain-
ing the patient’s Hospital Registry (RH) number,
name, date of birth, mother’s name, and location, are
sent to the BB-BCH laboratory for processing and
registration using the biobank sample management
program, NorayBanks (NorayBio, Derio, Spain).
After the centrifugation of peripheral blood, the
plasma, serum, and buffy coat aliquots are separated
using the automated platform Genesis Freedom®
(Tecan, Minnedorf, Switzerland). The samples are
registered in the NorayBanks system so that the entire
data set (clinical, storage, and processing) receives a
specific 1D bar code that identifies each sample. All
samples remain stored at — 80 °C in an ultra-freezer
until they are used in research.

Tumor tissue is removed during surgery at the
Surgical Center (SC-BCH) for adult and pediatric

oncology patients who have signed the BB-BCH’s
ICF, following the specific BB-BCH SOP. At least one
fragment of approximately 1 cm representing the
tumor area is collected and reviewed by a biobank
pathologist in the SC-BCH. The fragments are imme-
diately frozen in liquid nitrogen at the vapor phase,
respecting the cold ischemia time determined previ-
ously by our group (Viana et al. 2012). The following
steps include the microdissection technique, where the
fragment is cut into thin sections (approximately
5 um), transferred to a slide, stained with hema-
toxylin-eosin (HE), and evaluated by a pathologist.
Only samples that have a neoplastic area > 60 % and
< 20 % necrosis are sent to the BB-BCH. Then, tissue
samples are correctly registered and stored at — 80 °C
until use. It should be noted that in the current
collection, it is still possible to find tumor tissue
samples outside the biobank criteria mentioned above
because until 2018, all tissues collected were sent for
storage without microdissection and pathologist anal-
ysis, as this procedure was performed only if the
researcher requested it.

Infrastructure

The BB-BCH has a modern infrastructure of approx-
imately 100 m?. This area is divided into a laboratory
and two freezer rooms, and there is a freezing room
integrated within the Pathology Department at the
Surgical Center (SC-BCH) and Molecular Oncology
Research Center, all these areas are restricted to only
authorized staff (Fig. 2).

In the laboratory, biological and genetic samples
are received and processed using automated platforms.
The BB-BCH’s equipment set includes a cryostat
(Leica, Buffalo Grove, IL, USA); a Genesis Free-
dom® automatic pipettor (Tecan, Minnedorf,
Switzerland); an automated QIAsymphony® platform
(Qiagen, Hilden, Germany); two microfluidic elec-
trophoresis systems, Bioanalyzer and TapeStation
(Agilent, Santa Clara, CA, USA); two spectropho-
tometers, Nanodrop 2000 and Nanodrop one (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); and a fluo-
rometer, Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

The BB-BCH has two freezer rooms with a CO,
monitoring system, which can be activated in case of
emergency. The room temperature is monitored 24 h a
day, and if the room temperature exceeds 22 °C, the
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Fig. 2 Distinct sectors of the Barretos Cancer Hospital Biobank (BB-BCH)

system recruits a responsible biological team on duty
at the time. The biological team on duty, when
recruited, should carry out the contingency plan,
which is to transfer the samples from one freezer to
another (backup). Access to these rooms is restricted
to people authorized by the BB-BCH. Moreover, the
monitoring system also gives statistics and graphs
from each monitored equipment at regular time
intervals; those data are mainly crucial during audits
and/or anomalies. Currently, the BB-BCH has 12
freezers at -80 °C, with a capacity of 24 to 56 thousand
samples, and two freezers at -20 °C.

Finally, the BB-BCH has a freezing room inte-
grated within the Pathology Department at the SC-
BCH, where pathologists and technicians receive
surgical material, perform the microdissection and
collect samples to send to the BB-BCH.

Request for and the use of biobank specimens
in research projects

To either request pre-existing samples or store sam-
ples collected prospectively in the biobank, a
researcher must submit a project proposal that con-
templates the use of cryopreserved biological samples
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for approval by our local Research Ethics Committee,
whose responsibility is to evaluate research projects
and protect potential participants in the study (Bon-
tempo 2000). In the case of retrospective collection,
prior to project submission to the CEP, the adminis-
trative staff of the BB-BCH will provide a list of
available samples that meet researchers’ criteria.
Once the CEP approves the project, the researcher
must register the research project in the NorayBanks
system, the biobank management software. After the
completion of a document checklist, the BB-BCH
starts processing or providing samples for the study.
The main processes in the BB-BCH are (i) the
isolation of genetic material (DNA or RNA) using
the automated platform QIAsymphony®; (ii) quality
assessment of isolated DNA/RNA by NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) or
Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) instruments;
and, whenever requested by the researcher, an analysis
of the integrity of the genetic material using TapeS-
tation (Agilent, Santa Clara, CA, USA). In most cases,
the BB-BCH provides aliquots of genetic material and,
in a few cases, the entire biospecimen. Along with the
isolated DNA/RNA, the BB-HCB provides the quality
reports of samples, as well as the Material Transfer
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Agreement (MTA) duly signed by the researcher, the
coordinator of the BB-BCH and the responsible
biologist.

Results
Number of samples and participants

From 2006 to December 2019, 252,069 biological
samples were stored at the BB-BCH. Of those samples
of those samples, 89% (224,341.41 samples) were
from participants with cancer and 11% (27,725.59
samples) were from non-cancer participants (healthy
controls). All stored biological samples were collected
from 44,933 participants from different Brazilian
regions, providing significant representativeness of
the Brazilian population (Fig. 3).

As expected, due to the Barretos location, we
observed greater representativeness of patient samples
from the Southeast (75 %), followed by the Central-
West (16 %) and North (6 %) regions of Brazil. The
Northeast and South regions had the lowest number of
participants with stored samples, 1.3 %, and 1 %,
respectively.

Currently, the BB-BCH has approximately 15
different biospecimens collected and stored (Table 1).

Cancer sites

In the BB-BCH, there is a broad representation of
adult (> 20-year-old) tumor types, which reaches
approximately 96.28% of all samples. The BB-BCH
also has an extensive sample collection obtained from
various anatomical sites, such as the central nervous
system; skin; breast; hematological, gynecological,
urological, and digestive systems; head and neck;
thorax; and skeletal system (Fig. 4). Furthermore,
approximately 3.72% of the BB-BCH collections are
samples from childhood and adolescent tumors, which
are classified as torso and limb (27%), central nervous
system (15%), and lymph nodes/bone marrow (14%)
samples. Control samples do not have an associated
topography because they are obtained from non-
cancer patients (Fig. 4).

For men, the four topographies that show the
highest percentage of stored samples are head and

neck (29%), upper digestive (17%), lower digestive
(16%), and genitourinary tract (12%) samples. In
women, breast (28%), lower digestive (20%), gyne-
cological (13%), and head and neck (9%) samples are
the most represented.

Standard operating procedures (SOPs)

As recommended by international guidelines (the
International Society for Biological and Environmen-
tal Repositories (ISBER) and the IARC (Mendy et al.
2017; Campbell et al. 2018), the BB-BCH has its own
Standard Operating Procedures (SOPs) to guarantee
the reproducibility and quality of processes. These
SOPs have been developed throughout the history of
the BB-BCH and, according to necessity, always aim
to meet international guidelines (mentioned above—
IARC and ISBER) for accuracy (Institute 2016).

The administration of the ICF is performed by a
person exclusively responsible for and trained in
ensuring proper ICF administration and the quality of
the biological material obtained. The BB-BCH has a
vacuum blood sample collection kit (BD Vacutainer
EDTA® and BD SST® advance); therefore, once the
patients sign the BB-ICF, their blood sample will be
collected. This kit includes the collection of approx-
imately 25 mL of peripheral blood, corresponding to 1
BD SST® advance collection tube and four BD
Vacutainer EDTA® collection tubes. Afterward, these
samples are sent and processed at the BB-BCH within
3 h by the automated platform Genesis Freedom®
(Tecan, Minnedorf, Switzerland), which can process
64 samples in 30 min. This kit is based on the
minimum amount of peripheral blood samples neces-
sary to be collected to be used in different molecular
oncology research studies, including liquid biopsy
studies.

For the registration and management of those stored
samples at the BB-BCH, we use NorayBanks (https:/
www.noraybio.com/productos/noraybanks-software-
gestion-colecciones-muestras), a software program
from the Spanish company NorayBio (https://www.
noraybio.com/) that was designed specifically for the
management of collections of biological samples. It is
customized according to the user’s needs and appli-
cations, and this software is used worldwide by other
biobanks from different countries, such as Spain, Italy,
Norway, Argentina, Chile, and Uruguay. The BB-

@ Springer

112



Cell Tissue Bank

é. ﬂ 5 ]
o
Biobank - BCH *"-‘f"‘"‘ '

(2006 - 2019)

n = 44,933 participants

@® Barretos Cancer Hospital (BCH)

e Spatial distribution of the municipalities of the participants A
| Municipalities of Brazil 8 86 i
| S

Fig. 3 Spatial distribution of Barretos Cancer Hospital Biobank (BB-BCH) participants

BCH has a 24-h temperature monitoring system at the platform QIAsymphony (Qiagen, Hilden, Germany).

freezer rooms with real-time access via the internet Tumor tissue is processed according to initial quality
with Sensorweb software (sensorweb.com.br). control parameters based on international guidelines
Sample processing and genetic material extraction and following the criteria of approximately > 60 %

(DNA and RNA) are performed by the automated
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Table 1 Types of biological samples collected and stored at
Barretos Cancer Hospital Biobank (BB-BCH)

Type of biological sample % of samples

Plasma 30.31
Buffy coat 23.55
Serum 14.07
Tumor tissue 13.24
Normal tissue 7.83
Whole Blood 4.37
Oral rinse 2.22
Hemacea 2.15
Faecal immunochemical test (FIT) 0.74
Metastatic tissue 0.54
Liquid based cytology (LBC) 0.42
Urine 0.25
Bone marrow 0.24
Sputum 0.05
Skin 0.03

neoplastic cells and < 20 % necrosis (Organisation
for Economic Co-operation and development 2018).

Biobank-BCH committee

The BB-BCH has a scientific committee composed of
five members and an office assistant, and the purpose
of this committee is to discuss topics related to the
regulation of sample usage, storage, and the manip-
ulation of biological samples in research. Therefore,
the main roles of the BB-BCH committee are as
follows: (i) to define guidelines for the release and
distribution of biological samples placed at BCH; (ii)
to monitor and regularly define the BB-BCH indica-
tors; (iii) to evaluate, directly or through a special
commission, research projects that aim to use biolog-
ical samples, respecting the BCH’s intellectual prop-
erty policies; and (iv) to create a plan and establish
some criteria related to how the biological samples
will be available to approved research projects,
following the institutional policy according to SOPs.

If a researcher’s does not adequately meet the
criteria outlined above, they may be forbidden to use
new samples.

Collaborations and sample usage in scientific
research

The BB-BCH is central to countless studies developed
by BCH researches from the Molecular Oncology
Research Center, BB-BCH has collaborated with 157
project (68 completed and 89 in progress), moreover,
approximately 159 articles were published in partner-
ship with the BB-BCH during these period. Addition-
ally, it has also been used in several collaborative
studies between BCH researchers and other institu-
tions, including the A.C. Camargo Cancer Center, the
Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), USP (University
of Sao Paulo), UNESP (Sao Paulo State University),
Sirio-libanés Hospital, the MD Anderson Cancer
Center (USA), Duke University (USA), Rice Univer-
sity (USA), McGill University (Canada), I13S (Portu-
gal), Minho University (Portugal), and the
International Agency for Research on Cancer (IARC,
France), among others.

In addition to participation in bilateral studies, the
BB-BCH plays an essential role in several interna-
tional consortia. As part of the Latin American Cancer
Program Development (OLACPD), the BB-BCH
started a pilot project with the National Cancer
Institute (NCI) in 2010. The aim was to characterize
the molecular profile distribution of invasive breast
cancer at stages II or II in Latin American women.
The study included a prospective cohort of 200
women, with 2 years of recruitment, and it involved
the collection of blood, tissue and biopsy samples,
clinical data, and DNA and RNA extraction. Another
collaboration with the NCI was through The Cancer
Genome Atlas (TCGA) project. In this study, the BB-
BCH sent 340 paired tumor and healthy tissue
samples, with bladder, head and neck, stomach,
esophageal and cervical topographies, and the clinical
data from each participant (National Cancer Institute;
Burk et al. 2017; Gao et al. 2018; Wang et al. 2018).

The first study related to exome analysis initiated in
2014, together with the International Cancer Genome
Consortium (ICGC). This study performed a whole-
genome sequencing of paired tumor and healthy tissue
from 120 patients with melanoma, and it allowed the
researchers to understand the somatic and germinative
mutational profiles of melanomas that affect Brazilian
patients (International Cancer Genome Consortium).
After that, other exome projects have been carried out
on different tumor types, such as those from the lung,
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Fig. 4 Distribution of cancer site of samples stored at Barretos Cancer Hospital Biobank (BB-BCH)

esophagus, breast, and rectal colon. Currently, the BB-
BCH has approximately 70 active research projects
and has completed 68 projects. These projects have
contributed to translational cancer research and helped
with SOP implementation and quality control of
cryopreserved samples at the BB-BCH.

Overall, from 2006 to 2019, BB-BCH provided
approximately 26,399 biological samples (with a
utilization rate of 10 %) to different research projects,
and those samples could be either whole-blood/tissue
or DNA-RNA extraction samples.
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Discussion

The biobank’s value is related to providing high-
quality biological samples and associated data for
research, enabling increased knowledge about a
disease and, consequently, the discovery of new
treatments. In the last 14 years, the BB-BCH has
contributed to many types of cancer research, provid-
ing quality biological samples and/or nucleic acids.
Although the number of samples used in research has
increased over the years, one of the challenges of the
BB-BCH, similar to other biobanks around the world,
is to increase the usage of already-collected biospec-
imens, which would result in increased turnover of the
already-stored collection. A survey with US biobank
managers showed that 70% of them are concerned
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about the underuse of biospecimens in their reposito-
ries. A research leader from Chapel Hill said “They
have an imperative to collect, but they really want to
make sure the specimens are used, and they worry
about how to make that happen” (Scudellari 2013).
The main factors that contribute to this problem
include poor sample quality and associated data,
restrictive policies that allow access to these samples
only to associated researchers, and a lack of available
collection at domestic and remote locations (Scudel-
lari 2013; Sawyer et al. 2015; Betsou et al. 2016;
Lawrence et al. 2020). To increase the usage of
biospecimens and improve their quality, the BB-BCH
has been establishing an extensive network with
companies and researchers. Therefore, the BB-BCH
has already been promoted at events organized by
renowned institutions such as the Biobanking and
BioMolecular Resources Research Infrastructure
(BBMRI-ERIC) (BBMRI-RIC 2020) and ISBER
(Campbell et al. 2018), which resulted in the inclusion
of the BB-BCH as a member of the Biobank and
Cohort Building Network (BCNet) (IARC 2021).
Furthermore, in 2019, the BB-BCH organized the
first national event on theme of biobanks, called
“Latin-American Symposium and Training in
Biobanking of Barretos Cancer Hospital”, which
gathered researchers from biobanks from different
regions of Brazil and international members, including
the IARC Biobank, Nationwide Children’s Hospital
USA, Texas Children’s Hospital, the Canadian Tumor
Repository Network (CTRNet), the National Cancer
Institute of Mexico (INCAN) and the National Cancer
Institute of Bogota (INC). This event promoted
interaction, discussion, and training between individ-
uals from national and international biobanks and
translational medicine researchers. These initiatives
were essential to increase BB-BCH visibility before
the scientific community, and they also contributed to
training the biobank team and adapting procedures.
As mentioned above, the BB-BCH has imple-
mented many standard operating procedures (SOPs)
according to international guidelines (Fransson et al.
2015; Institute 2016). Moreover, the BB-BCH has
been developing an internal quality control program to
analyze the quality of the collected and stored
biospecimens each year. The BB-BCH has been
working over the years to increase the value and the
quality of its sample collections with the goal of
reaching international certification. Ensuring the

quality of samples collected and stored in biobanks
is essential to guarantee the reproducibility of studies.
For this reason, quality verification and standardiza-
tion processes have been growing among biobanks and
represent the major challenge for institutions(De
Souza and Greenspan 2013; Tarling et al. 2020).
Several standardization programs are used by the
biobank community to provide different levels of
assessment, such as the certification program of the
Canadian Tissue Repository Network (CTRNet), the
International Organization for Standardization (ISO)
and the College of American Pathologist Bioreposi-
tory Accreditation Program (CAP BAP) (McCall et al.
2018). The ISO Certification is the most current and
involves external evaluation by an authorized and
nationally approved organization (Allocca et al. 2017;
Furuta et al. 2018; Tarling et al. 2020). The choice of
which standardization to apply for can vary according
to each biobank’s focus, its extension, and financial
support associated with the implementation cost of the
chosen standardization (Tarling et al. 2020). In 2013,
the Biotechnology Technical Committee of the Inter-
national Organization for Standardization (ISO/
TC276) was created, which has a workgroup (WG2)
focused on biobanks and bioresources (Allocca et al.
2017; Furuta et al. 2018). This group is led by
Germany, and it is composed of members from 30
countries and organizations, for example, ISBER and
BBMRI-ERIC (Furuta et al. 2018). This group has
developed nine regulations, such as ISO: 20,387
General requirements for biobanking, which are used
as a reference for the development of other more
specific standards and established requirements to
ensure the quality of biological samples and associated
data (Furuta et al. 2018; ISO 2018). In Brazil, there is a
commission similar to ISO/TC276, called the Com-
mission of Specialized Study of the Brazilian Asso-
ciation of Technical Standards (ABNT/CEE-276-
Biotechnology), coordinated by the National Institute
of Metrology, Quality, and Technology INMETRO),
and its members discuss the ISO 20,387:2018 standard
inclusion and predict that in 2020, a national version of
this normative in Portuguese will be established
(INMETRO 2019). The implementation of this stan-
dard in Brazil will represent a valuable tool to
guarantee the quality, suitability, standardization,
and reproducibility of biobank activities, and it will
create an excellent opportunity for the BB-BCH and
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other Brazilian biobanks since there is no specific ISO
biobank in Brazil.

Finally, The BB-BCH is an institutional repository
that, since its foundation, has stored human biological
samples and associated data, supporting translational
oncology research, for 14 years. This tumor bank
represents an important knowledge source for the
scientific community, enabling the development of
high-quality studies due to a large number of stored
samples, a wide variety of tumor categories and high
national representativeness due to BCH’s reach to all
regions of Brazil. In addition, the benefits brought with
the establishment of the BB-BCH reach not only
researchers but also patients. The knowledge gener-
ated by studies in which these samples are used
contributes to a better understanding of neoplasms and
their development and improves treatments and the
discovery of new therapies.
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