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Resumo 

A Sequenciação de nova geração (Next-generation sequencing (NGS)) refere-se a uma 

tecnologia de sequenciação de alto rendimento. O uso da NGS especificamente aplicada à 

caracterização de tumores sólidos, enfrenta desafios significativos devido à natureza dos tecidos 

disponíveis para análise. O Tecido Fixado em Formol e Impregnado em Parafina (TFFIP) é o 

método mais utilizado para preservar a morfologia histológica, os ácidos nucleicos e as proteínas 

para fins de diagnóstico. O objetivo deste trabalho foi a avaliação da influência dos fatores pré-

analíticos a que os tecidos estão sujeitos no Laboratório de Histologia do Instituto Português de 

Oncologia de Coimbra (IPOC). Os resultados deste estudo mostraram que a duração de fixação, o 

tipo de processamento, a área tumoral e o período de arquivo dos blocos de parafina impactam 

na quantidade e qualidade de ADN recuperado de TFFIP. Desta experiência conclui-se que a 

duração de fixação dos tecidos não deve ultrapassar os quatro dias. O processamento que menos 

compromete a quantidade e qualidade de ADN foi aquele em que o agente diafanizador foi o xilol 

e deve ser utilizada parafina com ponto de fusão que não ultrapasse os 62°C. Efetivamente, os 

fatores pré-analíticos devem, sem qualquer dúvida, ser bem controlados de modo a garantir que 

estudos moleculares posteriores não sejam comprometidos. 

 

 

Palavras-chave: Sequenciação de Nova Geração (NGS), Ácido desoxirribonucleico (ADN), Tecido 

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

Next-generation sequencing (NGS) refers to massive high-performance sequencing technology. 

The use of NGS, specifically for solid tumors, faces significant challenges due to the very nature 

of tissues available for analysis. The Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded (FFPE) is the 

method of choice when it concerns preserving histological morphology, nucleic acids, and 

proteins for diagnostic purposes. Our aim was to evaluate which and how pre-analytic factors 

impact on the quantity and quality of the recovered DNA in the context of our lab. Our results 

showed that time of fixation, tissue processing, tumoral area and period of archive play a role on 

both the quantity and quality of the recovered DNA. We found that time of fixation should not be 

longer than four days. Using xylol and paraffin with a fusion point not higher than 62°C produced 

the best results in terms of quantity and quality of recovered DNA. Altogether, our results showed 

that pre-analytic factors do play an important role and should be tightly controlled to assure that 

downstream molecular analysis is not compromised. 

 

 

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

Paraffin-Embedded (FFPE), Preanalytical Factors 

  



 VI 

Índice 

1. Introdução ................................................................................................................................................................. 1 

1.1. Sequenciação de Nova Geração - A Técnica ......................................................................................... 1 

1.2. Sequenciação de Nova Geração - Tumores sólidos .......................................................................... 3 

1.3. Sequenciação de Nova Geração - Fatores pré-analíticos .............................................................. 4 

1.4. Qualidade e quantidade dos ácidos nucleicos recuperados de TFFIP para NGS ................. 11 

2. Objetivo ................................................................................................................................................................... 12 

3. Material e métodos ............................................................................................................................................. 13 

3.1. Amostras ........................................................................................................................................................... 13 

3.2. Obtenção de material para estudo de ADN ......................................................................................... 14 

3.3. Extração de ADN ............................................................................................................................................ 14 

3.4. Integridade do ADN recuperado .............................................................................................................. 14 

3.5. Análise estatística .......................................................................................................................................... 15 

4. Resultados .............................................................................................................................................................. 17 

4.1. Caracterização da amostra ......................................................................................................................... 17 

4.2. Concentração de ADN recuperado .......................................................................................................... 17 

4.3. Integridade do ADN recuperado .............................................................................................................. 19 

4.4. Fatores pré-analíticos na quantidade e qualidade do ADN recuperado ................................. 21 

4.4.1. Duração da fixação: impacto na quantidade e qualidade do ADN recuperado ............... 21 

4.4.2. Tipo de processamento de tecidos na qualidade e quantidade de ADN recuperado .. 24 

4.4.3. Área tumoral: impacto na quantidade de ADN recuperado mas não na qualidade ....... 27 

4.4.4. Necrose abaixo dos 20% não tem impacto na quantidade e qualidade do ADN 
recuperado ....................................................................................................................................................................... 29 

4.4.5. Tempo no arquivo dos blocos de parafina e o seu impacto na quantidade e qualidade 
do ADN recuperado ...................................................................................................................................................... 30 

4.4.6. Tipo de tecido pode impactar a quantidade e qualidade do ADN recuperado ................ 32 

5. Discussão .............................................................................................................................................................. 35 

6. Conclusão .............................................................................................................................................................. 43 

7. Referências Bibliográficas .............................................................................................................................. 44 

8. Anexos ..................................................................................................................................................................... 52 

 



 VII 

  



 VIII 

Índice de Abreviaturas 
 
A – Adenina 

ACMG - American College of Medical Genetics 

ADN – Ácido desoxirribonucleico 

BAM - Binary Alignment Map 

CNV – Copy Number Variation 

C - Citosina 

EDTA – Ethylenediamine Tetraacetic Acid 

FASTQ - Text-based Format for storing both a biological Sequence and its corresponding     

Quality scores 

G – Guanina 

HE – Hematoxilina-Eosina 

LBM – Laboratório de Biologia Molecular 

LH – Laboratório de Histopatologia 

NGS – Next Generation Sequencing 

pb – pares de bases 

PCR – Polymerase Chain Reaction 

SAP – Serviço de Anatomia Patológica 

SPSS - Statistical Package for the Social Sciences 

T – Timina 

TFFIP – Tecido Fixado em Formol e Impregnado em Parafina 

VCF - Variant Call Format 

WES – Whole Exome Sequencing 

 
 
 
  



 IX 

Índice de Tabelas 
 
Tabela 1 - Concentrações dos reagentes necessários para a PCR por cada reação ......................... 15 

Tabela 2 - Caracterização das amostras com quantidade mais elevada de ADN recuperado ..... 18 

Tabela 3 - Caracterização das amostras com concentração de ADN recuperado menor que 

10ng/μl ............................................................................................................................................................................... 19 

Tabela 4 - Concentração ADN recuperado em função dos intervalos de fixação .............................. 22 

Tabela 5 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado com os intervalos de fixação .......................................................................... 24 

Tabela 6 - Concentração ADN recuperado em função do tipo de processamento ............................ 25 

Tabela 7 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado com o tipo de processamento ........................................................................ 26 

Tabela 8 - Concentração ADN recuperado em função da área tumoral ................................................. 27 

Tabela 9 - Área tumoral em relação com o tipo de banda com 260pb do gene housekeeping β-

globina obtidas do ADN recuperado ..................................................................................................................... 28 

Tabela 10 - Concentrações do ADN recuperado em relação com a percentagem de necrose .... 29 

Tabela 11 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado com as percentagens de necrose ................................................................. 30 

Tabela 12 - Concentração do ADN recuperado em relação aos anos de arquivo ............................... 31 

Tabela 13 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado com os anos de arquivo .................................................................................... 32 

Tabela 14 - Relação da concentração do ADN recuperado com o tipo de tecido ............................... 33 

Tabela 15 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado com o tipo de tecido ........................................................................................... 34 

 
 
 
 
 
 
  



 X 

 
Índice de Fíguras 
 
Figura 1 - Etapas da NGS .............................................................................................................................................. 2 

Figura 2 - Fatores pré-analíticos que influenciam a NGS ............................................................................... 4 

Figura 3 - Fases do processamento de tecidos .................................................................................................. 8 

Figura 4 - Distribuição das amostras por processamento e tecido ........................................................... 17 

Figura 5 - Frequência das amostras por classificação da banda de 260pb do gene housekeeping 

β-globina .......................................................................................................................................................................... 20 

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

obtida das amostras TFFIP ...................................................................................................................................... 20 

Figura 7 - Frequência de amostras por intervalo de fixação ....................................................................... 21 

Figura 8 - Relação entre a concentração média de ADN recuperado e os intervalos de fixação 23 

Figura 9 - Frequência da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado por intervalo de fixação .................................................................................... 24 

Figura 10 - Relação entre concentração de ADN recuperado e tipo de processamento ................ 26 

Figura 11 - Frequência da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina 

obtidas do ADN recuperado e tipo de processamento ................................................................................... 27 

Figura 12 - Gráfico de dispersão entre a área tumoral e a concentração de ADN recuperado ..... 28 

Figura 13 - Concentração do ADN recuperado em relação aos anos de arquivo ................................ 31 

Figura 14 - Concentração de ADN recuperado em relação com tipo de tecido ................................... 33 

 
 



 
1 

1. Introdução 

O aumento do conhecimento da biologia tumoral e a constatação que, de facto, as alterações 

moleculares são modeladoras do crescimento tumoral e podem levar a resistência e 

suscetibilidade às terapêuticas, fez com que a identificação e caracterização das mesmas seja 

pertinente.  

A Sequenciação de nova geração (Next-Generation Sequencing (NGS)) foi rapidamente adotada 

nos laboratórios clínicos pois permite o estudo de vários genes, ou regiões de genes, num único 

teste de uma forma simples, rápida e económica, quando comparada com a Sequenciação de 

Sanger. Outra vantagem desta técnica é de necessitar de quantidades mínimas de Ácido 

DesoxirriboNucleico (ADN), podendo ser obtido de diferentes amostras biológicas, incluindo 

Tecido Fixado em Formol e Impregnado em Parafina (TFFIP) (1–4). 

A NGS é uma tecnologia de sequenciação massiva de alto rendimento que permite realizar e 

recolher dados de milhares de reações de sequenciação simultâneas gerando uma quantidade 

sem precedentes de informação genética. Posteriormente, a informação genética obtida é 

submetida a uma análise bioinformática realizada através da comparação com sequências 

referência do genoma. Esta análise permite inferir se as variantes detetadas são válidas e qual o 

seu significado clínico (1,5,6). 

1.1. Sequenciação de Nova Geração - A Técnica 

O fluxo de trabalho da técnica NGS compreende 3 etapas: (i) construção da biblioteca; (ii) reação 

de sequenciação; (iii) análise de dados (Figura 1). Todos estes passos são de extrema importância 

e devem ser feitos de uma forma rigorosa uma vez que a NGS é uma técnica muito sensível. 

Embora os protocolos de construção da biblioteca variem consoante o tipo de plataforma NGS a 

ser utilizada, esta envolve dois passos principais: a fragmentação do ADN molde em fragmentos 

de tamanho adequado (normalmente 200-500 pares de base (pb)); e a ligação de um adaptador 

que contém uma cadeia de ADN modificada associada a um barcode. Este último permite que a 

sequenciação ocorra, identifica a origem da amostra e que várias amostras sejam reunidas e 

sequenciadas simultaneamente (3). A fragmentação pode ser feita por métodos físicos, 

enzimáticos ou químicos (7). O tamanho dos fragmentos de ADN-alvo na biblioteca final é um 

parâmetro importante para a construção da biblioteca NGS e depende da plataforma de 

sequenciação (3,7). 
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Antes da reação de sequenciação a biblioteca deve ser purificada. Este processo envolve a 

remoção de fragmentos de tamanhos indesejados que irão interferir com as etapas de 

sequenciação e de análise de dados. A quantificação e avaliação da qualidade da biblioteca são 

passos importantes e necessários (3,5). 

Antes da sequenciação a biblioteca é convertida em moléculas de ADN de cadeia simples. A 

maioria das plataformas NGS requer ainda uma amplificação clonal antes da sequenciação. A 

amplificação clonal permite obter milhares de cópias idênticas de um fragmento de ADN 

garantindo que o sinal possa ser distinguido do ruído de fundo (7). A amplificação clonal implica a 

imobilização da molécula em cadeia simples seguida por uma reação em cadeia da polimerase	

(Polymerase Chain Reaction (PCR)) da mesma. A quantificação de ADN após esta fase é de 

grande importância e deve ser realizada com equipamento especializado, uma vez que excesso 

de ADN pode levar a que haja inibição da reação, enquanto que quantidade insuficiente de ADN 

pode levar a falhas na PCR o que pode resultar em desequilíbrio de alelos ou mesmo falha de 

amplificação de alelos específicos (5). 

A sequenciação baseia-se no princípio de sintetizar uma nova cadeia complementar a partir de 

uma molécula molde em cadeia simples. A sequência é determinada à medida que as bases são 

incorporadas na nova cadeia. Este método é designado como sequenciação por síntese (3). 

Uma quantidade enorme de dados é gerada pela NGS e a sua correta interpretação é um grande 

desafio. Após a sequenciação é produzido um ficheiro de texto que não só armazena a sequência 

de nucleótidos como atribui uma pontuação de qualidade para cada base (text-based format for 

storing both a biological sequence and its corresponding quality scores (FASTQ)). Esta pontuação 

reflete a probabilidade da base estar corretamente identificada. A sequência obtida é então 

Figura 1 - Etapas da NGS 
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mapeada e alinhada automaticamente recorrendo a ferramentas bioinformáticas, que efetuam a 

sua comparação com sequências de referência, resultando num ficheiro mapa de alinhamento 

binário (Binary Alignment Map (BAM)). O software produz um segundo ficheiro com as variantes 

identificadas (Variant Call Format (VCF)) que contém informações sobre a variante detetada, a 

sua localização e o número de leituras realizadas desse local contendo sequências wild-type e 

mutadas. Existem diferentes tipos de variantes, cada uma exigindo uma abordagem 

computacional diferente para uma identificação fiável e específica (3,7). 

A interpretação destes dados requer conhecimento prévio da região de interesse, ou seja, qual a 

percentagem da sequência alvo que foi efetivamente sequenciada (amplitude de cobertura) e 

quantas vezes foi sequenciada cada base (profundidade de cobertura ou de leitura). Existem 

muitas ferramentas de anotação disponíveis e todas fornecem uma descrição do que é conhecido 

sobre a variante identificada, disponibilizando hiperligações para outras bases de dados curadas 

de variantes conhecidas (3,7). 

Assim que o conjunto de sequências esteja completo, e as variantes tenham sido identificadas, é 

importante interpretar os dados tendo em conta o contexto clínico. Se uma variante for 

encontrada, é importante saber qual o seu valor clínico. A presença de uma variante não é 

suficiente para assumir que é clinicamente patogénica e a sua interpretação vai continuar a 

depender do contexto clínico (3). Para uniformizar a interpretação dos dados obtidos, foram 

desenvolvidas orientações internacionais, como por exemplo, os critérios do American College of 

Medical Genetics (ACMG) (8). 

1.2. Sequenciação de Nova Geração - Tumores sólidos  

O uso da NGS, especificamente para a identificação de variantes em tumores sólidos, enfrenta 

desafios significativos devido à natureza dos tecidos disponíveis para análise. O TFFIP é o 

método mais utilizado para preservar a morfologia histológica do tecido, os ácidos nucleicos e as 

proteínas para fins de diagnóstico. 

Variáveis pré-analíticas, abrangendo todas as fases desde a obtenção da amostra até à análise, 

podem influenciar os resultados obtidos por métodos de diagnóstico moleculares afetando, em 

última análise, as decisões de tratamento e, por sua vez, os resultados clínicos (9). Os erros na 

fase pré-analítica são a fonte mais comum de todos os erros ocorridos nos laboratórios clínicos. 

De facto, 60 a 70% dos erros associados ao laboratório são devidos a erros pré-analíticos (10). 
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Identificar e minimizar os efeitos introduzidos pela variabilidade pré-analítica é difícil, uma vez 

que os mesmos podem ser específicos do tipo de amostra biológica, da plataforma analítica 

utilizada e do alvo molecular/proteico de interesse (11). A implementação de recomendações 

para otimização dos procedimentos pré-analíticos na rotina do laboratório, como por exemplo, a 

etiquetagem na colheita, transporte para o laboratório, análise, processamento e arquivo da 

amostra, podem garantir a qualidade das amostras biológicas dos pacientes fornecendo um novo 

nível de confiança e precisão nos resultados da análise molecular (10). 

1.3. Sequenciação de Nova Geração - Fatores pré-analíticos  

Os fatores pré-analíticos que estão associados ao sucesso da análise tanto histológica como 

molecular, incluindo a NGS, nos TFFIP são: o tempo total de isquemia, o tipo de amostra, duração 

da fixação dos tecidos, processamento dos tecidos, descalcificação dos tecidos ósseos, área 

tumoral, fração celular tumoral, viabilidade tumoral, tempo e condições de arquivo dos blocos de 

parafina TFFIP (figura 2) (2,12,13). Um outro fator que pode afetar os resultados da NGS, e que 

deriva dos anteriores, é a quantidade e qualidade dos ácidos nucleicos inicial para a construção 

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

 

 

Duração total de isquemia  

Isquemia é definida como sendo a interrupção do fluxo sanguíneo nos tecidos. A duração total de 

isquemia compreende o período de isquemia a quente e o período de isquemia a frio. A isquemia 

a quente começa quando ocorre a interrupção do fornecimento de sangue ao tecido, no decorrer 

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

Figura 2 - Fatores pré-analíticos que influenciam a NGS 
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tecido e o início da fixação (10,14,15). A duração total de isquemia é amplamente aceite como uma 

variável importante na análise de macromoléculas, tais como ADN, a partir de amostras de 

tecidos. Os efeitos demonstráveis de um atraso na fixação podem depender da plataforma 

utilizada para a análise dos ácidos nucleicos. Os resultados de amplificação dos ácidos nucleicos, 

por PCR, em TFFIP, não são alterados com um tempo de isquemia a frio até 24 horas (17). Uma 

vez que nenhuma recomendação para o tempo de isquemia a frio é o ideal para todos os tecidos, 

todas as classes de moléculas, ou todas as plataformas de análise, a recomendação de uma hora 

é considerada como uma orientação prudente e exequível (10,12,16,17). 

 

Tipo de amostra 

As amostras tumorais podem ser obtidas por ressecção cirúrgica, biópsias excisionais, biópsia 

por agulha fina e citologias aspirativas por agulha fina. As amostras cirúrgicas de ressecção e 

biopsias excisionais geralmente fornecem grandes secções tumorais sendo possível a obtenção 

de uma maior quantidade de ácidos nucleicos quando comparadas com amostras de biópsias por 

agulha fina, estando associadas a melhores resultados de NGS (12,13,18). Goswami et al. (2016) 

mostraram que as amostras provenientes de ressecção cirúrgica e biópsias excisionais 

apresentaram as maiores taxas de sucesso de NGS (97%). A taxa foi reduzida para 80% em 

amostras de biópsia por agulha fina e para 50% nas amostras citológicas (18). 

 

Fixação dos tecidos  

 Idealmente, os tecidos devem ser fixados imediata e completamente após serem ressecados 

cirurgicamente. A fixação adequada dos tecidos é fulcral tanto para estudos histológicos como 

moleculares, pois sem este processo todos os tecidos se degradariam e a análise seria inútil. A 

fixação dos tecidos é o processo pelo qual as células do tecido são fixadas de um modo físico e 

químico. Deste modo, as atividades bioquímicas e proteolíticas das células são bloqueadas para 

que as células e/ou tecidos possam não só resistir ao processo natural de degradação, mas 

também a alterações morfológicas, distorções ou decomposições que advenham do tratamento 

subsequente a que são sujeitos (19,20). 

Os objetivos da fixação consistem em: (i) preservar o tecido o mais próximo do seu estado em 

vida; (ii) evitar alterações na constituição química das células; (iii) fixar as proteínas e inativar 

enzimas proteolíticas responsáveis pelo fenómeno de autólise; (iv) prevenir qualquer alteração 

de forma e tamanho do tecido no momento do processamento; (v) tornar o tecido firme a duro; 
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(vi) prevenir qualquer crescimento bacteriano no tecido; (vii) tornar possível uma coloração ótima 

de modo a manter as relações microscópicas originais entre células, componentes celulares e 

material extracelular com a menor interrupção da organização do tecido (19,21). 

A fixação depende do coeficiente de difusão do fixador e da taxa à qual este reage com os 

componentes do tecido. O coeficiente de difusão em uma hora é a distância em milímetros em 

que o fixador penetra no tecido e está inversamente relacionado com a raiz quadrada do tempo. 

Na rotina laboratorial os tecidos são fixados durante 24 a 72 horas. No entanto, para as análises 

moleculares é recomendado um intervalo de 6 a 24 horas (19,20,22). Uma fixação ineficiente 

pode levar à degradação dos ácidos nucleicos ou a uma alteração na expressão genética em 

locais do tecido que não foram penetrados pelo fixador, enquanto que uma fixação prolongada 

pode resultar em crosslinking extenso e fragmentação dos ácidos nucleicos (2,9). 

Ao escolher um fixador tem de se ter em conta os efeitos que cada fixador causa nos tecidos. 

Estes incluem alterações moleculares ou perdas nos tecidos fixados, tumefação ou retração dos 

tecidos, variações na qualidade da coloração histoquímica e imunohistoquímica, efeito na análise 

molecular e capacidade de manter a estrutura dos organelos celulares. Até à data, não foi 

identificado um fixador universal ou ideal (23). Na Anatomia Patológica, o fixador de escolha para 

a maioria dos laboratórios tem sido formaldeído tamponado a 10%.  

As reações do formaldeído com as macromoléculas são numerosas e complexas. No que diz 

respeito ao ADN, o formaldeído inicia a desnaturação da molécula quebrando as pontes de 

hidrogénio entre as cadeias nas regiões ricas em Adenina-Timina (AT) do ADN de cadeia dupla, 

criando locais de interação química (22). Existem quatro possíveis interações do formaldeído 

com o ADN: (i) reação de adição, em que o formaldeído é adicionado à base do ADN para formar 

um grupo de hidroximetilo (metilol -CH2 OH); (ii) reação electrofílica lenta de N-metilol numa base 

de amino para formar uma ponte de metileno entre dois grupos amino; (iii) formação de locais 

apurínicos e apirínicos (sítios AP) através da hidrólise das ligações N-glicosídicas, deixando 

resíduos livres de purina e pirimidina, respetivamente; (iv) pode causar uma hidrólise lenta das 

ligações fosfodiéster, principalmente as ligações curtas de polideoxirribose com pirimidina 

intacta (22). Todos estes danos interferem tanto com a amplificação como com a sequenciação, 

e podem levar a artefactos na sequenciação, tais como a desaminação de citosina para uracilo 

resultando num aumento de alterações Citosina>Timina/Guanina>Adenina (C>T/G>A) (24). 

Williams et al. (1999), com o objetivo de determinar a presença e frequência de artefactos na 

sequência de ADN, provocados pela fixação em formaldeído, compararam os resultados obtidos 
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na amplificação por PCR e sequenciação de amostras de cancro de células basais com variantes 

descritas. Para tal, colheram em espelho amostras de tecido fresco congelado e tecido TFFIP. 

Estes autores demonstraram que nas amostras de tecido congelado todos os exões estudados 

foram amplificados, ao contrário do observado nos TFFIP, em que não houve amplificação num 

dos exões em estudo. Em relação à sequenciação verificaram que nas amostras congeladas não 

foram detetadas variantes para além das já descritas, enquanto que nas amostras TFFIP foram 

detetadas alterações não descritas. Os autores sugerem que estas últimas possam ter sido 

devidas a ligações cruzadas nos nucleótidos de citosina causadas pela fixação com formaldeído 

e que a Taq-polimerase durante a amplificação não reconheça a citosina. Deste modo, em vez de 

uma guanina foi incorporada uma adenina (25). Bonnet et al. (2018) obtiveram resultados 

semelhantes. Estes autores comparam substituições C>T e G>A entre amostras de tecido fresco 

congelado e tecido TFFIP, em que o número de substituições foi maior nos TFFIP do que nas 

amostras de tecido fresco congelado (26). 

 

Processamento de tecidos 

O processamento dos tecidos é um processo físico que envolve soluções químicas que reagem 

com os espécimes biológicos. O princípio do processamento é a remoção da água do tecido, e a 

sua impregnação por outro meio (geralmente parafina) capaz de fornecer o suporte adequado ao 

tecido, com a rigidez suficiente para que a microtomia seja possível. Os passos principais são 

desidratação, diafanização e impregnação (Figura 3). 

A desidratação remove as moléculas de água livres do tecido uma vez que o meio de impregnação 

(parafina) não é miscível com água. As capacidades hidrofílicas do agente desidratante 

combinadas com um aumento gradual da sua concentração vão resultar num deslocamento 

lento e constante de água livre e a remoção de água estrutural ligada (moléculas de água ligadas 

a proteínas por pontes de hidrogénio e que fazem parte da configuração estrutural dos 

aminoácidos). Estes agentes desidratantes vão competir com as moléculas do tecido pela 

disponibilidade de moléculas de água. O período de imersão nos agentes de desidratação varia de 

acordo com o tamanho e a permeabilidade do tecido. Se o tecido estiver exposto durante muito 

tempo a uma concentração elevada de agente desidratante pode sofrer uma retração 

significativa. No entanto, se a desidratação for incompleta o agente de impregnação não vai 

infiltrar adequadamente no tecido o que vai levar a que haja artefactos nos TFFIP que ficam 

sujeitos à degradação (19,20).  
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A diafanização tem como objetivo a remoção do agente desidratante para facilitar a 

impregnação. Os agentes de diafanização devem ser miscíveis tanto com os reagentes 

desidratantes, para os remover eficazmente, como com o agente impregnador para permitir a sua 

infiltração completa.  

O xilol é o agente de diafanização mais utilizado no processamento de tecidos. É um líquido 

inflamável incolor com um odor aromático característico. Este agente remove rapidamente o 

álcool dos tecidos tornando-os incolores. A sobre-exposição dos tecidos a este agente 

diafanizador durante o processamento pode provocar endurecimento dos tecidos. Apesar de ser 

o agente diafanizador mais utilizado, o xilol é tóxico. Alguns dos efeitos tóxicos do xilol incluem 

neurotoxicidade aguda, lesões cardíacas e renais, discrasias sanguíneas, eritema cutâneo, pele 

seca e descamação e infeções secundárias (27). Na tentativa de eliminar o xilol dos laboratórios 

de anatomia patológica surgiram muitos agentes diafanizadores alternativos, incluindo 

reagentes de limoneno, hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, óleos vegetais (28). 

Um destes agentes alternativos é o isopropanol. Este reagente tem baixa acidez, é miscível com 

água, álcoois e é menos tóxico que o xilol. Adicionalmente, não compromete a qualidade dos 

tecidos para o estudo histológico. Metgud et al. (2013) compararam amostras de tecido fixadas 

em formaldeído processadas em dois protocolos de processamento diferentes, um que usava 

como agente diafanizador o xilol e outro o isopropanol. A avaliação dos tecidos revelou que as 

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

Desidratação
Remover 

moléculas de água
livres do tecido

Álcool etílico

Diafanização
Remover o álcool 

etílico facilitando a 
impregnação da 

parafina

Xilol ou 
Isopropanol

Impregnação Fornecer suporte 
ao tecido Parafina a 62ºC

Figura 3 - Fases do processamento de tecidos 
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avaliada a qualidade do processamento de amostras de cérebro, usando quatro protocolos 

diferentes, dois com xilol e dois com isopropanol. Foram avaliados 23 parâmetros de qualidade 

dos tecidos e concluíram que em todos os protocolos eram obtidos resultados semelhantes (29).  

A impregnação tem como objetivo fornecer suporte ao tecido removendo o agente de 

diafanização. O agente de impregnação, através de um processo de difusão, infiltra-se nos 

espaços do tecido onde estavam as moléculas de água. O tecido é embebido com o meio de 

impregnação que forma uma matriz prevenindo a distorção da estrutura tecidual durante a 

microtomia (19,20). A parafina é o meio de impregnação universalmente aceite para o 

processamento de tecidos. O seu ponto de fusão varia entre 47°C e 70°C.  

 O passo de desparafinação das amostras na extração de ácidos nucleicos é um passo crucial na 

quantidade e qualidade de ácidos nucleicos recuperados (30). O uso de parafina com ponto fusão 

elevado faz com que a desparafinação das amostras na extração dos ácidos nucleicos seja mais 

difícil (31). Evers et al. (2011) demonstraram que existe uma diminuição do rendimento de ácido 

ribonucleico (ARN) obtido após o passo de impregnação na parafina, com uma redução de 10x 

quando comparado com os restantes passos do processamento (32). 

Para uma melhor qualidade de resultados, tanto a nível morfológico como a nível molecular, 

devem ser documentados dados sobre os tempos, temperaturas, presença de vácuo, o tipo de 

processador, o tipo de processamento e os reagentes utilizados aquando do processamento de 

tecidos (33). 

 

Descalcificação dos tecidos ósseos 

Para que se possa examinar histologicamente o tecido ósseo ou calcificado, deve fazer-se a 

descalcificação depois da fixação e antes do processamento dos tecidos e da microtomia. A 

descalcificação é o processo pelo qual os iões de cálcio presentes nos tecidos são removidos. É 

uma etapa essencial para que avaliação histológica de rotina seja possível.  

 A descalcificação tem um impacto significativo nos resultados da NGS nas amostras ósseas. 

Geralmente, os agentes descalcificadores contêm ácidos fortes que degradam os ácidos 

nucleicos e diminuem a sua taxa de recuperação das amostras (18). Ácidos fracos e agentes 

quelantes, como o ácido fórmico e o ácido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine 

tetraacetic acid (EDTA)) respetivamente, são mais lentos do que os agentes ácidos fortes no 

processo de descalcificação mas são muito mais suaves e menos propensos a interferir com os 

ácidos nucleicos (11). Singh et al. (2013) demonstraram que existe uma diminuição significativa 
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na quantidade e integridade do ADN obtido de amostras submetidas a uma descalcificação com 

ácidos fortes (clorídrico, nítrico) quando comparados com 14% EDTA e ácido fórmico (34). 

 

Área tumoral, fração celular tumoral e viabilidade tumoral 

O tamanho da área tumoral determina o rendimento de ADN/ARN, sendo este um fator pré-

analítico fundamental para que o resultado da NGS seja fiável (12). A taxa de sucesso da NGS é 

muito menor em amostras com área tumoral menor que 10mm2, do que em amostras com áreas 

tumorais entre 10 a 60mm2 (18). 

A avaliação da fração de células neoplásicas nos tecidos é vital para a correta interpretação dos 

resultados da NGS. A fração celular tumoral consiste na proporção entre a quantidade de células 

tumorais e células normais no estroma da amostra. A amostra deve incluir o maior número 

possível de células tumorais. A amostra selecionada deve ter uma fração tumoral mínima entre 

10% a 20% (13). Uma fração tumoral baixa pode afetar a fiabilidade dos diagnósticos 

moleculares, que pode originar resultados falsos negativos (2). 

 A fração celular tumoral depende do tipo de tumor, alguns tendem a ter baixa celularidade ou 

podem conter regiões necróticas que podem afetar a quantidade e qualidade dos ácidos 

nucleicos. No entanto, isto pode ser parcialmente resolvido recorrendo à macrodissecção. Para 

tal, recomenda-se que seja feita uma marcação, por um anatomopatologista, do tecido tumoral 

na lâmina de Hematoxilina-Eosina (HE). Deste modo, aumenta-se o rendimento da área para 

extração, e consequentemente a quantidade de células neoplásicas necessárias para análises 

posteriores (35). 

A viabilidade do tecido tumoral é essencial para o sucesso da NGS. Os tecidos tumorais podem 

ter áreas de necrose associadas. A necrose é um processo fisiológico caracterizado pela rutura 

irreversível da membrana plasmática, organelos e núcleo, devido a danos celulares graves e 

disfunção, incluindo a cariólise, o que dificulta o sucesso da sequenciação (13). Deste modo, a 

quantidade de área necrótica deve ser mínima. 

 

Tempo de arquivo dos blocos de parafina TTFIP  

 Os TFFIP devem ser mantidos em condições secas, isentas de pragas e à temperatura ambiente.  

O tecido após ser impregnado com parafina, fica estável por períodos prolongados (10,31). O ADN 

recuperado dos blocos de parafina mantidos nestas condições são comparáveis em qualidade ao 
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longo de um período de 1 a 12 anos (18). No entanto, a quantidade diminui em TFFIP arquivados 

com mais 3 anos (36). 

1.4. Qualidade e quantidade dos ácidos nucleicos recuperados de TFFIP para NGS 

Para a NGS, à semelhança de outras técnicas de biologia molecular, é essencial garantir uma boa 

qualidade e quantidade de ácidos nucleicos, seja ADN ou ARN. A quantidade inicial de ácidos 

nucleicos utilizada para a construção da biblioteca é extremamente importante, uma vez que a 

fraca qualidade da amostra inicial pode levar a erros de sequenciação (32). Devido à sensibilidade 

e especificidade desta técnica, e à quantidade limitada de material biológico disponível, a escolha 

do método mais apropriado de extração para a obtenção de ácidos nucleicos com quantidade e 

qualidade satisfatórias deve ser feita com o máximo cuidado (37).  

Vários estudos já determinaram que a NGS pode ser realizada em ácidos nucleicos a partir de 

amostras TFFIP (26,38–41). Num estudo foram colhidas amostras de tecido fresco congelado e 

tecido TFFIP em espelho de tumores gastrointestinais. Neste estudo, foram comparados os 

resultados da sequenciação de todo o exoma (Whole Exome Sequencing (WES)) destas 

amostras, sendo demonstrado que o WES é viável nas amostras TFFIP e com resultados obtidos 

comparáveis aos obtidos nas amostras de tecido fresco congelado (38). Num outro estudo foram 

analisadas amostras, colhidas em espelho de tecido fresco congelado e tecido TFFIP a partir de 

seis tipos diferentes de tecidos humanos, a fim de averiguar a potencial utilização de amostras 

de TFFIP em estudos clínicos retrospetivos e prospetivos baseados em NGS. A análise dos dados 

da sequenciação de ADN mostrou concordância para 70-80% das variantes nas amostras de 

tecidos frescos congelados e TFFIP arquivadas por menos de três anos (39). 

A quantidade mínima necessária de ADN para estudos NGS vai variar, entre outros fatores, do 

tipo de plataforma de NGS, da qualidade do ADN, do limite de deteção necessário e da escolha do 

protocolo de preparação da biblioteca. A quantidade mínima de ADN em cadeia dupla necessária 

para a maioria das plataformas de NGS é de 50 a 200ng (24). No entanto, é possível obter bons 

resultados com quantidades inferiores, tal como demonstrado por Goswami et al. (2016)  e Singh 

et al. (2013 ) (18,42).  

A integridade do ADN extraído não pode ser subestimada, pois esta pode afetar a qualidade da 

sequenciação e consequentemente dos resultados obtidos. O intervalo de tamanho de 

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

O objetivo deste trabalho foi a avaliação da influência de alguns fatores pré-analíticos a que os 

tecidos estão sujeitos no Laboratório de Histopatologia (LH) do Serviço de Anatomia Patológica 

(SAP) do Instituto Português de Oncologia de Coimbra (IPOC), na quantidade e integridade do 

ADN obtido. Pretende-se, com este estudo, definir um guia de referência para minimizar os 

efeitos dos fatores pré-analíticos durante a fase de processamento dos tecidos para que a NGS 

permita obter resultados confiáveis em todo o tipo de amostras. 

No âmbito deste trabalho foi avaliado o impacto dos fatores pré-analíticos na quantidade e 

integridade do ADN recuperado dos TFFIP. Foram avaliados: (i) duração da fixação dos tecidos, 

(ii) processamento dos tecidos, (iii) área tumoral (iv) fração celular tumoral, (v) viabilidade tumoral, 

(vi) tempo e condições de arquivo dos blocos de parafina.  
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3. Material e métodos 

3.1. Amostras 

Para este estudo foram selecionadas amostras de tecido TFFIP processadas nos anos de 2019 

e de 2021, incidindo em tecidos provenientes de ressecções cirúrgicas de tumores malignos de 

mama e cólon. Foram selecionadas 451 amostras. 

Numa primeira fase foi consultada a base de dados do SAP. Para cada amostra foi recolhida a 

data de entrada no LH e a data de processamento de tecidos. As amostras foram divididas em 3 

intervalos de fixação: (i) intervalo 1: 1 a 4 dias de fixação; (ii) intervalo 2: 5 a 10 dias; (iii) intervalo 3: 

superior a 11 dias. Os dias de fixação foram calculados a partir data de entrada no LH e da data de 

processamento de tecidos. 

O passo seguinte foi o levantamento das lâminas coradas por HE de cada amostra do arquivo 

para avaliação microscópica da fração tumoral, viabilidade tumoral e medição da área tumoral. A 

fração tumoral foi calculada recorrendo ao cálculo da razão entre os campos óticos observados 

com células tumorais e o número total de campos observados. De forma a otimizar a quantidade 

e qualidade do ADN obtido, as amostras com fração tumoral menor que 10% e com necrose 

superior a 25% foram excluídas deste estudo, uma vez que autores propõem uma percentagem 

mínima de fração tumoral para a NGS de 10% (44,45) e que a percentagem de células necróticas 

presente no tecido seja a menor possível (33). Assim, foram excluídas do estudo 127 amostras, 

resultando um total de 324 amostras (217 amostras do ano de 2019 e 107 do ano de 2021).  

Seguidamente, as amostras selecionadas foram agrupadas de acordo com o protocolo de 

processamento: processamento A (desidratação com álcool etílico, diafanização com xilol e 

impregnação com parafina a 62°C); processamento B (desidratação com álcool etílico, 

diafanização com isopropanol e impregnação com parafina a 70°C e 65°C) (Anexo 1 e 2). 

Apenas foram utilizadas amostras consideradas excedentárias pelos anatomopatologistas de 

modo a não comprometer revisões histológicas nem estudos futuros. Todas as amostras foram 

anonimizadas. Foi obtida a aprovação da Comissão de Ética do Instituto Português de Oncologia 

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

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

Foram realizadas, por microtomia, 10 secções a 10μm para tubo de microcentrífuga 1,5ml. 

Nas amostras em que a fração tumoral era entre 10 e 20% foi efetuada macrodissecção. Nestas 

amostras foram efetuadas 5 secções de 10μm para lâminas adesivadas. Após marcação da área 

tumoral, a zona selecionada foi recuperada para um tubo de microcentrífuga 1,5ml. 

3.3. Extração de ADN 

A extração de ADN foi feita pelo método fenol-clorofórmio, segundo o protocolo do LBM (Anexo 

3). 

A quantificação foi feita pelo método de fluorometria utilizando o kit AccuGreen High Sensivity 

dsDNA Quantification Kit (Biotium,Fremont, CA) e o fluorómetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Waltham, MA, USA). O 

protocolo seguido foi o fornecido pelo fabricante do kit (Anexo 4). A concentração de ADN de cada 

amostra foi calculada segundo a fórmula fornecida pelo fabricante: 

Cf= (leitura Qubit  x Vμl  reação )/Vμl amostra 

3.4.  Integridade do ADN recuperado 

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

Para tal, foi feita a amplificação do gene housekeeping β-globina, com os seguintes primers: β-

globina GH20 5´-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3´; (20μM, Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany) β-

globina PCO4 5´-CAACTTCATCCACGTTCACC-3´ (20μM Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany). 

 As concentrações dos reagentes necessários para a PCR por reação, estão descritos na Tabela 

1. 

O programa para a PCR incluiu uma desnaturação inicial a 94°C por 9 minutos; seguido por 40 

ciclos constituídos por 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 57°C; 1 minuto a 72°C; e uma extensão final a 

72°C por 5 minutos. 
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Tabela 1 - Concentrações dos reagentes necessários para a PCR por cada reação 

Reagente  Concentração final 

H2O Perfazer um volume final de 50μl 

Taq Buffer 1x 

MgCl2 2mM 

d.NTPs 200μM 

Primer Foward 10p.moles 

Primer Reverse 10p.moles 

Taq ADN polimerase II 2,5U 

ADN molde 50ng 

 

Foi dada uma classificação para a integridade do ADN obtido: 1 – banda definida; 2 - banda 

presente; 3 – banda ausente. 

Nas amostras de TFFIP com uma concentração de ADN recuperado menor que 10ng/μl não foi 

feita a avaliação de integridade do ADN recuperado.  

3.5.  Análise estatística 

Os dados foram tratados estatisticamente no software IBM Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) para o MacOS versão 28.0 (SPSS Inc, Ilinois, Chicago). Foi feita uma análise descritiva 

para análise de medida de tendência central (média), medidas de dispersão (mínimo e máximo) e 

distribuição de frequências. Os resultados foram estimados usando o intervalo de confiança 95% 

e o nível de significância foi de 0,05 (*p-value <0,001; **p-value <0,05).  

Foram verificadas as possíveis associações, relações e diferenças entre os resultados de 

quantificação e integridade do ADN recuperado com os fatores pré-analíticos: duração da 

fixação, tipo de processamento, área tumoral na amostra, fração tumoral, tempo de arquivo da 

amostra, tipo de tecido. 

De forma a avaliar se a quantidade de ADN recuperado era diferente entre os intervalos de 

fixação realizou-se o teste de hipóteses não paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Teste Sheffé 

para comparações múltiplas. O teste Kruskal-Wallis foi também realizado para avaliar se a 

percentagem de necrose tinha impacto na quantidade do ADN, bem como, para avaliar se a área 

do tumor tinha impacto na qualidade de ADN recuperado. Foi feito o teste de hipóteses 

paramétricas Teste t para amostras independentes para avaliar se a quantidade de ADN era 

diferente entre tipo de processamento, tempo no arquivo e tipo de tecidos. A avaliação do 
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impacto na qualidade do ADN recuperado dos fatores: duração da fixação; tipo de 

processamento; percentagem de necrose; tempo de arquivo e tipo de tecido, foi feita por 

intermédio do teste de independência do Qui-quadrado de hipóteses não-paramétricas. A 

correlação de Pearson foi usada para avaliar se a quantidade de ADN recuperado estava 

relacionada com o tamanho da área tumoral.  
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4. Resultados 

4.1. Caracterização da amostra 

Foram selecionadas 324 amostras de tecido TFFIP dos anos 2019 e 2021 que preencheram os 

critérios de inclusão definidos. Das 324 amostras selecionadas, 125 amostras foram sujeitas ao 

processamento A e 199 amostras ao processamento B. Das 125 amostras de tecido TFFIP 

sujeitas ao processamento A, 64 amostras eram de cólon e 61 amostras de mama. Das 199 

amostras submetidas ao processamento B, 69 amostras eram de cólon e 130 amostras eram de 

mama (Figura 4).  

 

 

 

4.2.  Concentração de ADN recuperado  

A quantificação da concentração de ADN obtido das amostras de tecido TFFIP foi feita pelo 

método de fluorometria.  

A concentração média de ADN recuperado nas 324 amostras de tecido TFFIP foi de 90,2ng/μl 

±55,0 (mín. 0,7ng/μl e máx. 200ng/μl). Em 304 amostras obteve-se concentração de ADN 

superior a 10ng/µl, e, destas, 233 amostras obtiveram concentrações acima de 50ng/μl. 

Observou-se que oito amostras obtiveram concentração mais elevada (200ng/μl). Estas foram 

processadas no ano de 2021, sujeitas ao processamento A e foram submetidas a fixação com 

formol até quatro dias. A fração tumoral variou entre 40% e 90% e a área tumoral entre 0,8cm2 

e 2,5cm2. Destas amostras, cinco apresentavam áreas de necrose (Tabela 2). 

 

 

Figura 4 - Distribuição das amostras por processamento e tecido 
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Tabela 2 - Caracterização das amostras com quantidade mais elevada de ADN recuperado 

Nºestudo Ano Tecido Proc. Fracção 
Tumoral 

(%) 

Necrose 
(%) 

Colheita Área tumor 
(cm2) 

Conc ADN 
(ng/µl) 

Intervalo 
Fixação 

(dias) 
C58 2021 Cólon A 48,1 10 EPP 0,8 200 1 - 4 

C59 2021 Cólon A 51,4 0 EPP 0,8 200 1 - 4 

C71 2021 Cólon A 48,2 5 EPP 2 200 1 - 4 

C83 2021 Cólon A 47,8 5 EPP 1,6 200 1 - 4 

C92 2021 Mama A 90 5 EPP 1 200 1 - 4 

C168 2021 Cólon A 40 0 EPP 0,9 200 1 - 4 

C177 2021 Cólon A 52,1 0 EPP 2,5 200 1 - 4 

C190 2021 Mama A 64 5 EPP 2,1 200 1 - 4 
Proc. – processamento; EPP – Colheita para tubo microcentrífuga 1,5ml; Conc ADN – Concentração de ADN obtido 

 

Quanto às amostras com concentração de ADN recuperado menor que 10ng/µl observou-se que 

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

2019, três amostras eram de cólon e 15 de mama. As três amostras de cólon foram submetidas 

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

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

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

variou entre 25% e 100% e a área tumoral entre 0,1cm2 e 1,5cm2. Apenas três amostras 

apresentavam necrose. 12 amostras foram fixadas até 4 dias, quatro amostras tiveram entre 5 a 

10 dias de fixação e quatro amostras foram sujeitas a mais de 11 dias de fixação (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Caracterização das amostras com concentração de ADN recuperado menor que 10ng/μl 

Nº 
Estudo 

Ano Tecido Proc. Fração 
Tumoral 

(%) 

Necrose 
(%) 

Colheita Área tumor 
(cm2) 

Conc ADN 
(ng/µl) 

Intervalo  
Fixação 

(dias) 
A51 2019 Mama B 80 0 MD 0,3 7,1 >11 

A56 2019 Mama B 58,8 10 EPP 0,9 8,5 >11 

A88 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 4,6 >11 

A89 2019 Mama A 25 0 EPP 0,2 8,2 1-4 

A111 2019 Cólon B 100 0 MD 1,5 5,5 5-10 

A124 2019 Mama A 37,5 0 EPP 1,3 8,6 1-4 

A167 2019 Mama B 70 0 MD 0,4 9,3 1-4 

A186 2019 Mama B 100 0 MD 0,6 4,9 1-4 

A196 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 8,4 5-10 

A208 2019 Mama B 30,2 5 EPP 1 9,6 1-4 

A209 2019 Mama B 100 0 MD 0,1 2,5 5-10 

A217 2019 Mama B 100 0 MD 0,5 9,3 1-4 

A234 2019 Cólon B 38,9 5 EPP 1,5 5,7 5-10 

A253 2019 Cólon B 100 0 MD 0,4 5,9 >11 

A258 2019 Mama B 36,4 0 EPP 0,4 9,2 1-4 

A263 2019 Mama B 31,3 0 EPP 0,3 3,1 1-4 

A289 2019 Mama B 100 0 MD 0,3 9 1-4 

A290 2019 Mama B 100 0 MD 0,2 3,4 1-4 

C5 2021 Mama B 90 0 MD 0,3 0,7 1-4 

C39 2021 Mama B 100 0 MD 0,3 4,9 1-4 
Proc. – processamento; EPP – Colheita para tubo microcentrífuga 1,5ml; MD – Macrodissecção; Conc ADN – Concentração de ADN obtido 

 

4.3.  Integridade do ADN recuperado   

A integridade do ADN recuperado foi avaliada pela presença de uma banda com 260pb que 

amplifica parte do gene housekeeping β-globina. Foi dada uma classificação para a integridade 

do ADN recuperado segundo a banda obtida: 1 – banda definida; 2 - banda presente; 3 – banda 

ausente.  

As 20 amostras que não obtiveram 10ng/µl de concentração de ADN recuperado não foram 

avaliadas para a integridade, uma vez que esta é a quantidade mínima necessária para a 

execução da NGS, como proposto por Chen et al. (2015) e Goswani et al. (2016) (13,18). 

Das 304 amostras de tecido TFFIP que obtiveram concentração de ADN superior a 10ng/µl, 

16,8% das amostras obtiveram banda definida; 17,7% das amostras tiveram banda presente e 

65,5% das amostras não apresentaram banda (Figura 5).   
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Na Figura 6 está representado o tipo de bandas que foram obtidas por eletroforese em gel de 

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

 

 

 

 

 

 

Estes resultados mostram que das 304 amostras avaliadas, apenas 105 amostras apresentaram 

uma qualidade adequada para a execução da NGS.  
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose a 2% da banda 260pb do gene 

housekeeping  β-globina obtida das amostras TFFIP  

Linha 1 – Marcador de pesos moleculares de 100pb; Linha 2 – Banda definida (1); Linha 3 – 

Banda definida (1); Linha 4 – Banda presente (2); Linha 5 – banda ausente (3); Linha 6 – 

Banda definida (1); Linha 7 – Banda ausente (3) 
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Figura 5 – Número de amostras por classificação da banda de 260pb do gene housekeeping β-globina  

 

 

1 2 3 4 7 6 5 



 
21 

4.4. Fatores pré-analíticos na quantidade e qualidade do ADN recuperado 

4.4.1. Duração da fixação: impacto na quantidade e qualidade do ADN recuperado 

A duração de fixação das amostras foi dividida em 3 intervalos: intervalo 1) 1 a 4 dias de fixação; 

intervalo 2) 5 a 10 dias; intervalo 3) superior a 11 dias. O intervalo de fixação de cada amostra foi 

calculado a partir da data de entrada da amostra no LH e data em que foi submetida ao 

processamento de tecidos.  

Das 324 amostras avaliadas para a quantidade de ADN recuperado, 59,0% das amostras tiveram 

uma duração de fixação 1 a 4 dias (intervalo 1); 22,5% das amostras foram submetidas a 5 a 11 

dias de fixação (intervalo 2) e 18,5% das amostras tiveram uma fixação superior a 11 dias 

(intervalo 3) (Figura 7). 

 

 

 

 

A concentração média de ADN recuperado para cada intervalo foi: 104,2ng/μl±58,8 nas 

amostras fixadas até 4 dias; 68,7 ng/μl±40,7 nas amostras com 5 a 10 dias de fixação e 71,5 

ng/μl±43,7 nas amostras com mais de 11 dias de fixação (Tabela 4). A diferença entre a 

concentração média do intervalo de 1 a 4 dias de fixação e do intervalo 5 a 10 dias foi de 35,3 

ng/μl, e entre o intervalo superior a 11 dias foi 32,7ng/μl. Existe uma diferença estatisticamente 

significativa entre a média de concentração de ADN recuperado nas amostras com fixação entre 

1 a 4 dias e a média de ADN recuperado nas amostras fixadas durante 5 a 10 dias e mais de 11 dias 

(teste Scheffé p-value <0,001). Entre os intervalos 5 a 10 dias de fixação e mais de 11 dias de fixação não 
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Figura 7 - Número de amostras por intervalo de fixação 
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houve diferenças estatisticamente significativas (teste Scheffé p-value > 0,05) (Tabela 4). 

Efetivamente, houve uma redução de cerca de 30% na concentração de ADN recuperado das 

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

a concentração média obtida das amostras com 1 a 4 dias de fixação (Figura 8). 

Tabela 4 - Concentração ADN recuperado em função dos intervalos de fixação 

 

 

Intervalo de fixação (dias) 

1 a 4 5 a 10 >11 

n 191 73 60 

Concentração (ng/µl)     

Média 104,2±58,8 68,7±40,7 71,5±43,7 

Mínima 0,7 2,5 4,6 

Máxima 200 190 164 

Diferença da concentração média 

ng/µl)  

   

1 a 4 dias de fixação  35,3 32,7 

5 a 10 dias de fixação -35,3  -2,6 

>11 dias de fixação -32,7 2,6  

Intervalo de confiança 95%    

1 a 4 dias de fixação  [17,5;53,0] [13,6; 51,8] 

5 a 10 dias de fixação [-53,1; -17,5]  [-25,1;20,0] 

>11 dias de fixação [-51,8; -13,6] [-20,0; 25,1]  

p-value (Teste Kruskal-Wallis)  

 

<0,001* 

p-value (Teste Scheffé)    

1 a 4 dias de fixação  <0,001* <0,001* 

5 a 10 dias de fixação <0,001*  >0,05 

>11 dias de fixação <0,001* >0,05  

 

 
*Teste Kruskal-Wallis p-value <0,001 –Existe diferença estatisticamente significativa entre as médias dos 3 intervalos de fixação 
para um intervalo de confiança de 95% 

*Teste Scheffé p-value <0,001 - Existe uma diferença estatisticamente significativa, para um intervalo de confiança de 95%, entre a 
concentração média de ADN recuperado nas amostras fixadas de 1 a 4 dias quando comparada com a média de concentrações das 
amostras sujeitas a uma fixação entre 5 a 10 dias e superior a 11 dias de fixação  
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No que concerne à integridade do ADN recuperado de TFFIP, das 304 amostras avaliadas, 179 

amostras tiveram uma duração de fixação até 4 dias; 69 amostras de 5 a 10 dias de fixação e 56 

amostras mais de 11 dias de fixação. 

Das amostras com duração de fixação de 1 a 4 dias, 26,2% das amostras apresentavam banda 

definida; 21,8% das amostras banda presente e em 52% das amostras não se observou banda. 

Nas amostras com 5 a 10 dias de fixação, 2,9% das amostras tiveram banda definida; 7,2% das 

amostras apresentaram banda presente e 89,9% das amostras não apresentavam banda. Nas 

amostras sujeitas a uma fixação com mais de 11 dias, em 3,6% das amostras observaram-se 

bandas definidas; 17,9% das amostras tinham banda presente e 78,6% das amostras não 

obtiveram banda (Tabela 5). Existe uma relação estatisticamente significativa entre a duração da 

fixação e a integridade do ADN recuperado (Teste X2 p- value <0,001) (Tabela 5). De facto, observou-se 

que em todos os intervalos de fixação mais de 50% das amostras apresentam banda ausente. 

Apesar disso, no intervalo de 1 a 4 dias de fixação 83 amostras apresentaram banda definida ou 

presente comparativamente com 7 amostras no intervalo de 5 a 10 dias de fixação e 12 amostras 

no intervalo superior a 11 dias de fixação (Figura 9). 
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Figura 8 - Relação entre a concentração média de ADN recuperado e os intervalos de fixação 

* 

*Teste Scheffé p-value <0,001 - Existe uma diferença estatisticamente significativa, para um intervalo de confiança de 95%, entre 
a concentração média de ADN obtida das amostras fixadas de 1 a 4 dias quando comparada com a média de concentrações das 
amostras sujeitas a uma fixação entre 5 a 10 dias e com mais de 11 dias de fixação 
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Tabela 5 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado com os 
intervalos de fixação 

 Banda  

Intervalos de fixação 
(dias) 

n Definida Presente Ausente p-value 

1 a 4 179 26,2% (n=47) 21,8% (n=39) 52,0% (n=93) 	 
<0,001* 

	 
5 a 10 69 2,9% (n=2) 7,2% (n=5) 89,9% (n=62) 

> 11 56 3,5% (n=2) 17,9% (n=10) 78,6% (n=44) 

*Teste X2 p- value <0,001 - Existe uma relação estatisticamente significativa, ao nível de 0,05, entre a integridade de ADN recuperado das 
amostras e a duração da fixação 

 

 

Figura 9 – Número de tipo de bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado por intervalo de 
fixação 

 

 

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

quantidade como na qualidade do ADN recuperado de TFFIP.  

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

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

recuperado para estudos moleculares, foram selecionadas amostras submetidas a dois 

protocolos diferentes de processamento: processamento A e processamento B.  
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O número de bandas definidas e presentes no intervalo de 1 a 4 dias de fixação é superior ao número de bandas definidas e presentes no 
intervalo de 5 a 10 dias de fixação e ao intervalo superior a 11 dias de fixação 
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Das 324 amostras, 125 amostras foram sujeitas ao processamento A e 199 amostras ao 

processamento B.  

 A média da concentração de ADN recuperado das amostras sujeitas ao processamento A foi 

122,6ng/µl±49,7 enquanto que das amostras processadas pelo protocolo B foi de 

69,8ng/µl±48,0. Existe uma diferença estatisticamente significativa entre a concentração de 

ADN recuperado das amostras sujeitas ao processamento A e ao processamento B (Teste t p-

value<0,001) (Tabela 6). De facto, as amostras sujeitas ao processamento A tiveram uma 

concentração média de ADN recuperado cerca de 50% superior quando comparada com a 

concentração média de ADN obtido nas amostras processadas com o processamento B e essa 

diferença foi de 52,8ng/µl (Figura 10). 

 

Tabela 6 - Concentração ADN recuperado em função do tipo de processamento 

 Processamento 

A B 

n 125 199 

Concentração de ADN (ng/µl)    

Média 122,6±49,7 69,8±48,0 

Mínima 8,2 0,7 

Máxima 200 190 

Diferença da concentração de 

ADN média (ng/µl)  

52,8 

Intervalo de confiança 95% 

 

[41,9;63,8] 

p-value (Teste t)  

 
<0,001* 

 

 

*Teste t p-value<0,001 - Existe uma diferença estatisticamente significativa, para um intervalo de confiança de 95%, entre a 
concentração de ADN obtido das amostras submetidas ao processamento A e as amostras processadas com o processamento B 
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Em relação à avaliação da integridade do ADN recuperado (204 amostras) 124 amostras foram 

sujeitas ao processamento A e 180 amostras foram submetidas ao processamento B. Nas 

amostras sujeitas ao processamento A, 35,5% das amostras apresentaram bandas definidas, 

25,8% bandas presentes e 38,7% amostras não apresentaram banda. Por outro lado, das 

amostras submetidas ao processamento B observou-se bandas definidas em 3,9% das 

amostras, bandas presentes em 12,2% das amostras e em 83,9% das amostras não se observou 

banda (Tabela 7). Existe uma relação estatisticamente significativa entre a integridade do ADN 

obtido e o tipo de processamento (Teste X2 p-value < 0,001) (Tabela 7). As amostras sujeitas ao 

processamento B apresentaram maior frequência de ausência de banda, do que aquelas 

submetidas ao processamento A (Figura 11), o que sugere que o ADN recuperado das primeiras 

poderá estar mais degradado.  

 

Tabela 7 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado com o 
tipo de processamento 

 Banda  

processamento n Definida Presente Ausente p-value 

A 124 35,5% (n=44) 25,8%(n=32) 38,7% (n=48)   
<0,001* 

B 180 3,9% (n=7) 12,2% (n=22) 83,9% (n=151)  

* Teste X2 p-value < 0,001 - Existe uma relação estatisticamente significativa, ao nível de 0,05, entre a integridade do ADN obtido das amostras 
e o tipo de processamento 

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

Figura 10 - Relação entre concentração de ADN recuperado e tipo de processamento 

* 
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Figura 11 - Frequência da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado e 
tipo de processamento 

 

 

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

e qualidade do que o processamento B.  

4.4.3. Área tumoral: impacto na quantidade de ADN recuperado mas não na qualidade 

A média da área tumoral das 324 amostras TFFIP foi de 1,3cm2±0,88 (mín. 0,1cm2 e máx. 

4,8cm2). Existem evidências estatísticas significativas para se afirmar que a área tumoral e a 

concentração de ADN obtido de TFFIP estão relacionadas (r=0,357; p-value<0,001) (Tabela 8). De 

facto, verificou-se que existe uma relação fraca e direta entre as duas, havendo, assim, uma 

ligeira tendência para a concentração de ADN aumentar com o aumento da área tumoral (Figura 

12). 

 

Tabela 8 - Concentração ADN recuperado em função da área tumoral 

n Concentração 

média (ng/µl) 

Área tumoral (cm2) Correlação de 

Pearson (r) 

p-value 

 

324 

 

90,2±55,0 

Média 1,3±0,88  

0,357 

 

<0,001* Mínima 0,1 

Máxima 4,8 

* r=0,357; p-value<0,001 - Existe relação estatisticamente significativa, ao nível de 0,05, entre a concentração de ADN recuperado e a área 
tumoral das amostras 
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Figura 12 - Gráfico de dispersão entre a área tumoral e a concentração de ADN recuperado  

 

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

estudadas foi de 1,3cm2±0,9 (mín. 0,2cm2; máx. 2,5cm2). Nas amostras que tiveram banda 

definida a área tumoral variou entre 0,2 e 4,0cm2; nas amostras com banda presente a área 

tumoral variou entre 0,2 cm2 e 4,2cm2 e nas amostras sem banda a área tumoral variou entre 

0,2cm2 e 4,8cm2 (Tabela 9). Não se observaram diferenças estatísticas significativas entre a área 

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

 

Tabela 9 - Área tumoral em relação com o tipo de banda com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado 

 
 

n 

 
 

Área tumoral 
(cm2) 

Área tumoral 
(cm2) por tipo de banda 

p-value 

Definida 

(n= 51) 

Presente 

(n=54) 

Ausente 

(n=199) 

 

 

>0,05  

304 

Média 1,3±0,9 1,4±0,9 1,5±1,1 1,3±0,8 

Mínima 0,2 O,2 0,2 0,2 

Máxima 2,5 4 4,2 4,8 

 

 

 

Estes resultados sugerem que a concentração de ADN recuperado de TFFIP é superior nas 

amostras com áreas tumorais maiores. O mesmo não acontece para a integridade, não sendo 

influenciada pelo tamanho da área tumoral.  

 

Teste Kruskal-Wallis p-value >0,05 - Não existem evidências estatísticas entre a área tumoral das amostras e a qualidade do ADN 
recuperado  
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4.4.4. Necrose abaixo dos 20% não tem impacto na quantidade e qualidade do ADN 

recuperado 

A percentagem de necrose foi calculada através da observação das lâminas coradas por HE no 

microscópio ótico. Das 324 amostras de tecido TFFIP, 210 amostras não apresentavam focos de 

necrose; 50 amostras apresentavam 5% de necrose; 37 amostras tinham 10% de necrose; 14 

amostras possuíam 15% de necrose e 13 amostras apresentavam 20% de necrose.  A média das 

concentrações de ADN recuperado das amostras sem necrose foi 86,9ng/µl±55,4; as amostras 

com 5% de necrose tiveram uma média de 107ng/µl±55,1; as amostras com 10% de necrose 

obtiveram 91,8ng/µl±50,0 de concentração média; as amostras com 15% de necrose 

apresentaram uma média de 92,3ng/µl±61,7 de concentração e as amostras com 20% necrose 

obtiveram 72,3ng/µl±13,0 de concentração média. Não existe impacto estatisticamente 

significativo entre a percentagem de necrose e a concentração de ADN recuperada dos TFFIP 

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

 

Tabela 10 - Concentrações do ADN recuperado em relação com a percentagem de necrose 

  
 

Concentração ADN (ng/µl)  

Necrose (%) n Média Mínima Máxima p-value 

0 210 (64,8%) 86,9±55,4 0,7 200  

 

>0,05 

5 50 (15,4%) 107±55,1 5,7 200 

10 37 (11,4%) 91,8±50,0 8,5 200 

15 14 (4,3%) 92,3±61,7 10,6 186 

20 13 (4,0%) 72,3±13,0 10,8 160  

 
 
 

 

No que diz respeito à integridade do ADN recuperado (304 amostras) das 194 amostras sem 

focos de necrose, 32 amostras obtiveram banda definida; 26 amostras apresentaram banda 

presente e 136 não obtiveram banda. No que concerne às amostras com 5% de necrose (47 

amostras), sete amostras obtiveram banda definida; 10 amostras apresentavam banda presente 

e em 30 amostras a banda estava ausente. Em relação às amostras com 10% de necrose (36 

amostras), cinco amostras obtiveram banda definida, sete amostras tinham banda presente e 24 

amostras não obtiveram banda. Das 14 amostras com 15% de necrose, apenas duas obtiveram 

banda definida, enquanto cinco obtiveram banda presente e em sete a banda estava ausente. Em 

Teste Kruskal-Wallis p-value > 0,05 - Não existe impacto estatisticamente significativo entre a % de necrose e a 
concentração de ADN recuperada dos TFFIP   
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relação às amostras com 20% de necrose (13 amostras), três amostras tiveram banda definida, 

seis amostras apresentavam banda presente, enquanto que quatro não apresentaram banda. 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos estudados (teste X2; p-value >0,05) 

(Tabela 11). 

Tabela 11 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado com as 
percentagens de necrose 

  Banda  

Necrose % n Banda definida Banda presente Banda ausente p-value 

0 194 16,5%(n=32) 13,4% (n=26) 70,1% (n=136)  
 

>0,05 
5 47 14,9% (n=7) 21,3% (n=10) 63,8% (n=30) 

10 36 13,9% (n=5) 19,4% (n=7) 66,7% (n=24) 

15 14 14,3% (n=2) 35,7% (n=5) 50% (n=7) 

20 13 23,1% (n=3) 46,2% (n=6) 30,7% (n=4) 
 

 

 

Estes resultados sugerem que percentagens de necrose presentes nas amostras de TFFIP que 

variem entre 5% a 20% não têm impacto na quantidade de ADN recuperado nem na sua 

qualidade. 

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

do ADN recuperado 

O tempo no arquivo dos blocos de parafina incidiu nos anos de 2019 e de 2021. Das 324 amostras, 

217 amostras eram do ano de 2019 e 107 amostras de 2021.  

A média de concentração de ADN recuperado dos TFFIP no ano de 2019 foi de 77,2ng/µl±49,1 e 

no ano de 2021 de 116,4ng/µl±57,2, e a diferença entre concentrações médias foi de 39,2ng/µl. 

Existe uma diferença estatisticamente significativa entre as médias de concentração ADN 

recuperado nas amostras dos dois anos em estudo, 2019 e 2021 (Teste t p-value <0,001) (Tabela 12 e 

Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

Teste X2 p-value >0,05 – Não existe relação estatisticamente significativa entre a intregridade de ADN recuperado e a percentagem de 
necrose presente nos TFFIP 
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Tabela 12 - Concentração do ADN recuperado em relação aos anos de arquivo 

 Ano de arquivo 

2019 2021 

n 217 107 

Concentração (ng/µl)    

Média 77,2±49,1 116,4±57,2 

Mínima 2,5 0,7 

Máxima 196 200 

Diferença da concentração 

média (ng/µl)  

39,2 

Intervalo de confiança 95% [27,2; 51,3] 

p-value (Teste t)  < 0,001* 

 

 

 

  

 

 

 Das 304 amostras avaliadas para a integridade do ADN recuperado, 199 amostras eram do ano 

de 2019 e 105 amostras do ano de 2021. Das 199 amostras do ano 2019, 15,6% das amostras 

obtiveram banda definida; 18,6% das amostras apresentaram banda presente e 65,8% das 

amostras não obtiveram banda. Nas amostras do ano 2021, 19,0% das amostras obtiveram 

banda definida; 16,2% das amostras apresentavam banda presente e 64,8% das amostras não 

apresentavam banda. Não existem evidências estatísticas para se afirmar que a integridade do 

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

 

Figura 13 - Concentração do ADN recuperado em relação aos anos de arquivo 

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

 

*

. 



 
32 

ADN recuperado e o tempo de arquivo das amostras de tecido TFFIP estão relacionadas (Teste x2 

p-value > 0,05) (Tabela 13).  

 

Tabela 13 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado com 
os anos de arquivo 

 Banda  

Ano de 
arquivo 

N Definida Presente Ausente p-value 

2019 199 15,6% (n=31) 18,6% (n=37) 65,8%(n=131)   
>0,05 

2021 105 19% (n=20) 16,2% (n=17) 64,8% (n=68) 

 

 

Estes resultados sugerem que o tempo de arquivo tem impacto na quantidade de ADN 

recuperado das amostras. Quanto à qualidade do ADN recuperado esta não é influenciada pelo 

tempo de arquivo.  

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

A escolha das amostras TFFIP incidiu sobre tecido tumoral de cólon e mama. Das 324 amostras, 

133 eram de cólon e 191 de mama.  

A média da concentração de ADN recuperado das amostras de tecido de cólon foi de 

112,6ng/µl±50,1 e a concentração de ADN recuperado das amostras de mama foi de 

74,6ng/µl±53,0. Existem evidências estatísticas para se afirmar que as médias de 

concentração do ADN recuperado das amostras TFFIP de cólon são diferentes da média de 

concentração de ADN obtida a partir das amostras de mama (Teste t p-value < 0,001) (Tabela 14). De 

facto, houve uma diferença de 38,0ng/µl entre a concentração de ADN recuperado a partir das 

amostras de cólon e das de mama (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Teste x2 p-value > 0,05 - Não existem evidências estatísticas para se afirmar que a integridade do ADN recuperado e o 
tempo de arquivo das amostras de tecido TFFIP estão relacionadas  
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Tabela 14 - Relação da concentração do ADN recuperado com o tipo de tecido 

 Tipo de tecido 

Cólon Mama 

n 133 191 

Concentração (ng/µl)    

Média 112,6±50,1 74,6±53,0 

Mínima 5,5 0,7 

Máxima 200 200 

Diferença da concentração 

média (ng/µl)  

38,0 

Intervalo de confiança 95% 

 

[26,4; 49,5] 

p-value (Teste t)  

 
< 0,001* 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

  

 

*Teste t p-value < 0,001 – As concentrações de ADN recuperado das amostras de cólon são diferentes da 
concentração de ADN obtido a partir das amostras de mama  

 

Figura 14 - Concentração de ADN recuperado em relação com tipo de tecido 

*Teste t p-value < 0,001 - Existe uma diferença estatisticamente significativa, para um intervalo de confiança de 95%, entre as 
concentrações do ADN recuperado entre os dois tipos de tecido 

*

. 
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Relativamente à integridade de ADN recuperado, 130 amostras eram de cólon e 174 amostras 

eram de mama, perfazendo um total de 304 amostras. Das 130 amostras de cólon, 21,6% das 

amostras obtiveram banda definida; 19,2% das amostras apresentavam banda presente e 59,2% 

das amostras não apresentavam banda. Em relação às amostras de mama, 12,0% de amostras 

apresentaram banda definida; 16,7% amostras obtiveram banda presente e 71,3% das amostras 

não apresentavam banda (Tabela 15). Existe uma relação estatisticamente significativa entre a 

integridade do ADN recuperado das amostras de tecido TFFIP e o tipo de tecido (Teste x2 p-value < 

0,05) (Tabela 15). Efetivamente, as amostras de cólon apresentaram quase o dobro da 

percentagem de bandas definidas quando comparada com a percentagem de bandas definidas 

nas amostras de mama. 

 

Tabela 15 - Relação da classificação das bandas com 260pb do gene housekeeping β-globina obtidas do ADN recuperado com o 
tipo de tecido 

 Banda  

Tipo de tecido N Definida Presente Ausente p-value 

Cólon 130 21,6% (n=28) 19,2% (n=25) 59,2% (n=77)   

0,043** Mama 174 12,0% (n=21) 16,7% (n=29) 71,3% (n=124) 

 

 

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

recuperado.  

**Teste x2 p-value = 0,043 < 0,05 – existe uma relação estatisticamente significativa, ao nível 0,05, entre a integridade do ADN 
recuperado e o tipo de tecido 
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5. Discussão 

No estado de arte em que a medicina oncológica atualmente se encontra, de terapia de precisão 

e medicina personalizada, a avaliação molecular dos tumores malignos tornou-se cada vez mais 

importante. A NGS é uma tecnologia de sequenciação massiva de alta execução que tem a 

capacidade de rastrear simultaneamente diferentes tipos de variantes em múltiplos genes e em 

múltiplas amostras e que necessita de pequenas quantidades de material genético. Por este 

motivo foi rapidamente implementada na área da medicina oncológica com o propósito de 

contribuir para o diagnóstico, prognóstico e orientação terapêutica. Os TFFIP são a fonte de 

material genético de tumores sólidos mais utilizada para a análise molecular por NGS (12,18,37). 

Estes apresentam algumas vantagens em relação aos tecidos frescos congelados, 

nomeadamente serem de fácil manuseio, apresentarem baixo custo de armazenamento a longo 

prazo e permitirem o estudo retrospetivo, possibilitando avaliar características histológicas do 

cancro, incluindo lesões pré-cancerosas (41,46). No entanto, a quantidade e qualidade dos ácidos 

nucleicos extraídos dos TFFIP é variável e depende de vários fatores pré-analíticos, o que pode 

impactar os resultados da NGS (2,11,12,36,38–41). Uma quantidade e qualidade insuficiente de 

ácidos nucleicos pode levar a falhas na preparação da biblioteca e levar a uma baixa profundidade 

de leitura (24). Por conseguinte, é de extrema importância assegurar que o ADN obtido dos TFFIP 

seja suficiente e  de boa qualidade antes da análise por NGS (50). 

Neste estudo foi feita a avaliação da quantidade e qualidade do ADN recuperado de 324 TFFIP 

de amostras tumorais de mama e cólon, colhidos nos anos de 2019 e de 2021, fixados com 

intervalos de tempo diferentes e processados com dois protocolos distintos. O estudo iniciou-se 

com a avaliação da quantidade e qualidade de ADN recuperado. Observou-se que das 324 

amostras TFFIP avaliadas neste estudo, 304 (93,8%) amostras obtiveram concentração igual ou 

superior a 10 ng/µl, atingindo assim a quantidade mínima necessária para NGS, de acordo com o 

proposto por Singh et al. (2014) e Goswani et al (2016) (18,51). 

Em relação à avaliação da qualidade do ADN recuperado das 304 amostras analisadas, no 

presente estudo, 105 (34,5%) amostras apresentaram integridade adequada para a execução da 

NGS. 

Tal como referido anteriormente, os fatores pré-analíticos têm impacto na quantidade e 

qualidade do ADN recuperado de amostras TFFIP. Este trabalho teve como objetivo avaliar qual 

o impacto destes fatores no contexto do LH e do LBM do IPOC. Foram avaliados a duração de 
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fixação, o tipo de processamento, o tempo de arquivo dos blocos de parafina e área, fração e 

viabilidade tumoral.  

O primeiro fator que foi avaliado foi a duração da fixação. As amostras ressecadas são enviadas 

para o LH a fresco. O tempo que decorre desde a ressecção até serem colocadas no fixador 

corresponde ao tempo de isquemia a que o tecido está sujeito. Este tempo não é controlado pelo 

laboratório, uma vez que o transporte da amostra depende do serviço onde foi executada a 

ressecção do tecido. A amostra depois de recebida no laboratório é então preparada para a 

fixação. 

A fixação é um processo químico e físico pelo qual as células do tecido são fixadas para que 

possam resistir a qualquer alteração morfológica, distorção ou decomposição. O formaldeído 

tamponado a 10% é o fixador mais utilizado na histopatologia, para a preservação da morfologia 

tecidular. A fixação com formaldeído provoca danos no ADN (9,52–54). Estas reações podem 

comprometer a obtenção de ADN com quantidade e de qualidade adequada para estudos 

moleculares (24).  

A fixação tem que ter a duração necessária para que o tecido esteja em boas condições para as 

análises morfológicas e moleculares (10). Uma fixação incompleta pode levar a uma maior 

fragmentação do ADN. Se a fixação for em excesso, esta pode resultar num crosslinking mais 

extenso, o que compromete a obtenção de ADN (9,31,52). A duração da fixação depende do tipo 

de tecido e do tamanho da amostra a fixar. Em amostras mais pequenas, como biópsias por 

agulha fina, o tempo de fixação ideal será 6h, no entanto, em peças mais complexas a fixação 

ideal poderá ir até 3 dias (17,19,20). No laboratório de histologia do IPOC a fixação pode ir de 24h 

até mais de 11 dias de fixação, dependendo do tipo de amostra, do seu tamanho e do tipo de tecido.  

Neste estudo foi avaliado o impacto da duração da fixação na quantidade e integridade de ADN 

recuperado dos TFFIP nas amostras selecionadas. Observou-se que uma fixação superior a 4 

dias impactava tanto na quantidade como na qualidade do ADN recuperado. De facto, nas 

amostras com fixação por períodos mais prolongados a concentração média de ADN recuperado 

foi reduzida em cerca de um terço. De igual modo, em relação à qualidade observou-se uma 

diminuição nas amostras submetidas a um tempo de fixação mais longo. Os resultados obtidos 

estão em alinhamento com os reportados por outros autores (41,55–58). Todorović et al. (2020) 

comparam a quantidade e a integridade de ADN recuperado de diferentes tecidos saudáveis que 

foram fixados por diferentes períodos. A quantidade e a integridade de ADN diminuiu em todos 

os tecidos avaliados com o aumento do tempo da fixação (56). Nam et al. (2014) fizeram a 



 
37 

comparação da integridade entre tecidos tumorais, fixadas por períodos que variaram de 3 a 180 

dias. Os resultados mostraram que a integridade do ADN obtido diminuiu com o aumento do 

tempo da fixação (58).  

Após a fixação, as amostras são submetidas ao processamento de tecidos. Este processo 

compreende três fases: desidratação, diafanização e impregnação (19,20).  

A desidratação consiste na remoção das moléculas de água do tecido. Na rotina laboratorial, o 

agente desidratante usualmente utilizado é o álcool etílico. O tempo de desidratação é 

importante, uma vez que, uma desidratação incompleta pode levar à degradação molecular dos 

tecidos devido à hidrólise e uma desidratação em excesso pode levar à retração dos tecidos. (19)  

A diafanização consiste na remoção do agente desidratante para facilitar a impregnação da 

parafina no tecido. Esta etapa é de extrema importância, uma vez que o meio de impregnação não 

é miscível com o álcool. Desta forma, é fundamental a completa remoção deste agente do interior 

dos tecidos, para que a preservação das macromoléculas seja adequada (19,20). O agente 

diafanizador mais utilizado na rotina histológica é o xilol. No entanto, este é altamente tóxico, o 

que levou à procura de novos agentes diafanizadores, como o isopropanol (29). 

A impregnação tem como objetivo providenciar um meio de suporte que seja adequado para 

fornecer a rigidez adequada ao tecido (20). O agente impregnador utilizado na rotina histológica 

é a parafina. A impregnação deve ser completa de modo a remover o diafanizador dos tecidos. 

Uma impregnação incompleta leva a que os tecidos se tornem quebradiços e uma impregnação 

em excesso leva a uma retração do tecido (19). 

No LH do IPOC, existem dois protocolos de processamento de tecidos. Neste estudo, estes 

processamentos foram designados processamento A e processamento B. No processamento A 

a desidratação é feita com álcool etílico, a diafanização com xilol e a impregnação com parafina a 

62°C. No processamento B a desidratação é feita com álcool etílico, a diafanização com 

isopropanol e a impregnação com parafina a 70°C nos primeiros passos da impregnação e a 65°C 

nos últimos.  

Neste estudo foi avaliado o impacto que os dois tipos de processamento poderiam ter na 

quantidade e qualidade de ADN recuperado dos TFFIP. Os resultados obtidos mostraram uma 

redução de quase 50% na quantidade de ADN recuperado quando as amostras foram 

submetidas ao processamento B. Resultados semelhantes foram obtidos aquando da avaliação 

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

recuperada maior quantidade de ADN com melhor qualidade.  

Em ambos os processamentos é utilizado como agente desidratante álcool etílico, num primeiro 

passo a 70% e nos restantes a 99,9%. No entanto, enquanto que no processamento A o agente 

diafanizador é o xilol, no processamento B é o isopropanol. Estes dois processamentos também 

diferem no passo da impregnação: no processamento A este é feito com parafina a 62°C, 

enquanto que no processamento B a temperatura da parafina varia entre 70°C e 65°C. 

Neste estudo, a diferença de resultados do ADN recuperado, tanto na quantidade como na 

qualidade, pode ser devida à utilização de agentes diafanizadores diferentes, bem como à 

diferença de temperatura da parafina durante a impregnação.  

Foram feitos estudos para avaliar se existiam diferenças entre a morfologia de tecidos 

processados com xilol e isopropanol (28,29,59). Smith et al. (2008) avaliou critérios de qualidade 

quer a nível de processamento, como de microtomia e coloração por HE em amostras de tecido 

submetidas a processamento com xilol ou com isopropanol. Os resultados que este autor obteve 

foram semelhantes para os dois tipos de processamento (59). De modo semelhante, no LH do 

IPOC no que diz respeito à imunohistoquímica em TFFIP processados pelos dois protocolos, 

também não foram observadas diferenças na marcação das proteínas entre os tecidos 

processados pelos dois protocolos (resultados não publicados). No entanto, Caramelo et al. 

(2023) tiveram resultados diferentes quando avaliaram a expressão do anticorpo PD-L1 por 

imunohistoquímica. Estes autores, demonstraram que as amostras de tecido sujeitas a um 

processamento que usa como diafanizador isopropanol tinham uma menor intensidade de 

marcação e menor percentagem de casos positivos para PD-L1, do que as amostras sujeitas a 

um processamento que utiliza como diafanizador o xilol (60). O isopropanol altera o 

enovelamento de proteínas e pode comprometer a disponibilidade e locais de ligação do 

anticorpo o que pode explicar a marcação mais fraca (61). A utilização de isopropanol no 

processamento de tecidos está associado à utilização de equipamentos com tecnologia de vácuo 

e aquecimento (62). O isopropanol finaliza a desidratação iniciada pelo álcool absoluto com 

recurso a temperaturas elevadas, sendo evaporado dos tecidos para permitir a impregnação pela 

parafina (62). No processamento B o isopropanol é aquecido entre 55°C e 65°C. Temperaturas 

altas podem influenciar as propriedades do ADN aumentando a taxa de degradação (63,64). A 

diferença dos resultados obtidos na quantidade e qualidade de ADN recuperado entre os dois 
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processamentos pode ter estado na utilização de isopropanol, no processamento B, a 

temperaturas elevadas, enquanto que no processamento A o xilol está à temperatura ambiente.  

Como referido anteriormente, a temperatura das parafinas durante a impregnação é diferente 

entre os dois processamentos, o que pode explicar, em parte, a diminuição da quantidade e 

qualidade do ADN recuperado das amostras processadas com o processamento B. Autores 

aconselham o uso de parafinas com ponto de fusão baixo na etapa de impregnação no 

processamento de tecidos (10,31). Adicionalmente, o uso de parafina com um ponto de fusão 

elevado poderá estar associado a desparafinação incompleta aquando da extração de ADN, o que 

pode levar a uma redução da quantidade de ADN recuperado do tecido TFFIP (10). No presente 

estudo, a desparafinação das amostras para extração de ADN, foi feita em simultâneo com o 

passo de digestão enzimática, em banho-maria a 56°C durante a noite, segundo o protocolo 

instituído no LBM. A desparafinação, feita por este método, pode não ter sido completa nas 

amostras sujeitas ao processamento B, uma vez que este usa parafina com ponto de fusão mais 

elevado do que no processamento A.  

Por outro lado, a diferença nos resultados pode dever-se a outros fatores pré-analíticos, como a 

duração da fixação. Nas 324 amostras avaliadas, 125 foram submetidas ao processamento A e 

199 ao processamento B. Todas as amostras submetidas ao processamento A tiveram uma 

fixação de 1 a 4 dias. No entanto, as 199 amostras submetidas ao processamento B tiveram 

intervalos de fixação diferentes: 33,2% (n=66) das amostras tiveram uma fixação até 4 dias 

enquanto que 66,8% (n=133) das amostras foram sujeitas a uma fixação superior a 4 dias 

(resultados não apresentados). Como foi demonstrado neste estudo e amplamente descrito na 

literatura, uma fixação superior a 4 dias tem impacto na quantidade e qualidade do ADN 

recuperado. Como referido, o principal efeito do formaldeído no ADN está associado à formação 

de grupos metilol nos grupos amino das bases e ao estabelecimento de crosslinking de grupos 

metileno, podendo levar à fragmentação do ADN (56).  

Após a finalização dos estudos, os blocos de parafina são armazenados no arquivo do SAP do 

IPOC. O tempo de arquivo dos blocos de parafina e as condições de armazenamento em que estes 

se encontram, tal como temperatura e humidade, podem ter impacto na qualidade e quantidade 

do ADN recuperado dos TFFIP (58).  

Neste estudo foi avaliado se o tempo de arquivo poderia ter impacto na quantidade e integridade 

do ADN recuperado dos TFFIP. Para tal foram selecionadas amostras arquivadas dos anos de 

2019 e de 2021. A média de concentração de ADN recuperado dos TFFIP arquivados há dois anos 
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foi 30% superior à média de concentração das amostras com quatro anos de arquivo. Estes 

resultados estão em conformidade com os obtidos por outros autores (57,58). Yi et al. (2020) 

mostraram que a concentração de ADN foi superior nos tecidos TFFIP com 1 a 3 anos de arquivo 

quando comparada com tecidos com 8 anos de arquivo. Adicionalmente, não houve diferenças 

significativas na concentração obtida entre os tecidos com arquivo entre 1 a 3 anos (36). Guyard 

et al. (2017) compararam a quantidade de ADN recuperado de TFFIP extraído em dois tempos 

diferentes, com uma média de diferença de 5 anos entre extrações. Demonstraram que há uma 

diminuição de aproximadamente 47% na quantidade de ADN recuperado após os cinco anos de 

arquivo (65). 

A redução de ADN recuperado nas amostras com tempo de arquivo de 4 anos pode ser explicada 

por vários fatores. Entre os quais inclui-se o formaldeído residual, que se encontra nos TFFIP, que 

continua a reagir com o ADN durante o arquivo dos tecidos (66). Alguns autores defendem que o 

arquivo dos blocos de parafina seja feita a 4°C no escuro, em oposição à temperatura ambiente, 

para reduzir este efeito do formaldeído residual no ADN (65). Outro fator que poderá ter tido 

influência neste resultado foi a duração de fixação a que as amostras dos dois anos foram 

sujeitas. Das amostras selecionadas no ano de 2019, 50,2% (n=109) tiveram uma fixação até 4 

dias e 49,8% (n=108) das amostras foram sujeitas a uma fixação superior a 4 dias. Enquanto que, 

no ano de 2021, 76,6% (n=82) das amostras tiveram fixação até 4 dias e 23,3% (n=25) das 

amostras tiveram uma fixação superior a 4 dias. Tal como referido anteriormente, o formaldeído 

provoca danos no ADN levando à sua fragmentação.  

Em relação à integridade, os resultados obtidos neste estudo mostraram que a duração de 

arquivo não influenciou a integridade do ADN recuperado. Estes dados são semelhantes aos 

obtidos por outros autores (58,66). Nam et al. (2014) avaliaram a amplificação, por PCR, de três 

genes diferentes em amostras arquivadas com menos de 1 ano e com 1, 3 e 8 anos de arquivo. Os 

resultados obtidos não foram significativamente diferentes entre as amostras com menos de 1 

ano e as amostras com 3 ou 8 anos (58). Kokkat et al. (2013) demostraram que a qualidade do 

ADN extraído de amostras com períodos de arquivo entre 1 ano e 12 anos, é comparável à 

qualidade obtida de amostras com menos de 1 ano (66).  

No seu conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que a duração de fixação superior a 

4 dias e o tipo de processamento têm impacto na quantidade e qualidade de ADN recuperado dos 

TFFIP. O impacto do tempo de arquivo apenas é observado na quantidade do ADN recuperado 

dos TFFIP.  



 
41 

A área, a fração e a viabilidade tumoral são também fatores pré-analíticos que têm impacto na 

quantidade e qualidade de ADN recuperado dos TFFIP (12,13). O tipo de tecido pode também 

interferir na quantidade de ADN, uma vez que a composição celular é diferente entre os tecidos. 

Gillooly et al (2015) verificaram que a quantidade de ADN genómico nas células humanas varia 

com o tamanho das células, células maiores continham mais ADN (67). Embora não passíveis de 

serem controlados pelo laboratório, estes fatores devem ser tidos em conta aquando da seleção 

da amostra para os estudos moleculares.  

A área do tumor na amostra pode determinar a quantidade de ADN recuperado (12). De uma 

amostra de tecido que tenha uma área tumoral entre 6 a 10cm2 dever-se-á conseguir extrair uma 

quantidade de ADN adequada para a NGS (13). Neste estudo, a área tumoral teve um impacto na 

concentração de ADN obtido. Estes resultados vão de encontro aos descritos por Goswami et al. 

(2022). Estes autores demonstraram que a quantidade de ADN recuperado de amostras com 

área tumoral menor que 1cm2 era significativamente menor quando comparada com a 

concentração de amostras com áreas tumorais entre 1 a 2 cm2, 2 a 6cm2  e maiores que 6cm2 (18). 

Cho et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes (43). No presente estudo, em relação à 

integridade do ADN recuperado, a área tumoral não teve impacto. 

A avaliação da fração celular tumoral é obtida pelo rácio entre células neoplásicas e células 

normais do estroma do tecido, através da observação ao microscópio ótico (50). A percentagem 

mínima de fração tumoral para análise depende da técnica a utilizar, para a NGS foi proposto que 

seria 10% (44). Amostras com fração tumoral inferior a 10% não são elegíveis para a NGS, uma 

vez que uma fração tumoral inferior pode causar dificuldade na deteção de variação no número 

de cópias (Copy Number Variation (CNV)) e na distinção entre variantes e artefactos de 

sequenciação (43). A fração tumoral deve ser incluída no relatório molecular para uma correta 

interpretação e validação da análise (49). Neste estudo foram selecionadas amostras com fração 

tumoral até 10 %. Penault-Llorca et al. (2022) aconselham a execução de macrodissecção 

quando a fração celular de células tumorais é baixa (44). Assim, as amostras que tinham uma 

fração tumoral entre 10 e 20% foram colhidas por macrodissecção, o que levou ao aumento da 

fração de células tumorais em relação às restantes células, aumentando o rácio para 80 a 100%. 

Na avaliação feita quanto à influência da fração tumoral na quantidade de ADN recuperado, esta 

não teve impacto. O mesmo resultado foi obtido em relação à integridade do ADN.  

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

tumorais podem apresentar áreas necróticas. A percentagem de necrose na amostra deve ser 
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avaliada e interpretada com cuidado (12). Para otimizar a qualidade do ADN obtido, a 

percentagem de células necróticas presente no tecido deve ser a menor possível (33). Quanto à 

percentagem de células necróticas, as amostras selecionadas neste estudo apresentavam até 

20% de necrose. Amostras com percentagem maior de necrose foram excluídas. A escolha desta 

percentagem como fator de exclusão teve como base a percentagem de necrose adotada pelo 

LMB derivada da experiência. Os resultados mostraram que tanto a qualidade como a quantidade 

de ADN recuperado não foram influenciadas pela presença de células necróticas no tecido.  

Tal como foi referido anteriormente, o tipo de tecido deve ser tido em conta, uma vez que os 

tecidos são compostos por células diferentes (67). Deste modo, foi avaliada a influência do tipo 

de tecido no ADN recuperado. Para tal, foram selecionadas amostras de tecido tumoral de mama 

e cólon. Obteve-se maior quantidade de ADN nas amostras de cólon quando comparadas com as 

amostras de mama. Esta diferença de resultados pode estar associada ao tamanho da área 

tumoral. De facto, havia uma diferença de 0,4cm2±0,1 entre a área média das amostras de cólon 

e de mama. Estes resultados podem também ser explicados pelo impacto da duração da fixação, 

tempo de arquivo ou tipo de processamento, fatores pré-analíticos já demonstrados terem 

impacto na quantidade do ADN recuperado. De modo semelhante, o tipo de tecido teve impacto 

na integridade do ADN recuperado das amostras de tecido TFFIP. 

Pelos resultados obtidos neste estudo pode-se inferir que os fatores pré-analíticos devem, sem 

qualquer dúvida, ser bem controlados de modo a garantir que estudos moleculares posteriores 

não sejam comprometidos.  
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6. Conclusão 

A NGS é uma tecnologia que permite a sequenciação massiva de ácidos nucleicos obtendo-se 

uma enorme quantidade de informação genética. Devido à sua especificidade e sensibilidade 

está rapidamente a estabelecer-se na prática clínica, predominantemente na área oncológica, 

como um meio de diagnóstico e orientador de terapêuticas. Os tecidos TFFIP representam um 

recurso valioso para obtenção de material biológico. No entanto há diversos fatores pré-

analíticos que podem influenciar a quantidade e qualidade dos ácidos nucleicos recuperados, e, 

consequentemente a taxa de sucesso da NGS.  

Os resultados deste estudo mostraram que a duração de fixação, o tipo de processamento, a área 

tumoral e o período de arquivo dos blocos de parafina impactam na quantidade e qualidade de 

ADN recuperado dos TFFIP. Desta experiência conclui-se que a duração de fixação dos tecidos 

não deve ultrapassar os 4 dias. O processamento que menos compromete a quantidade e 

qualidade de ADN foi aquele em que o agente diafanizador foi o xilol. A parafina a ser utilizada 

deve ter um ponto de fusão que não ultrapasse os 62°C. O arquivo dos blocos deve ser feito de 

preferência num local fresco, arejado e sem humidade. Por fim, deve-se utilizar, sempre que 

possível, a amostra mais recente. Adicionalmente, embora não passíveis de decisão laboratorial, 

devem ser tidos em conta o tempo de isquemia, área, fração e viabilidade tumoral. Um registo 

rigoroso de todos estes fatores permite, não só, garantir a qualidade das amostras como obter 

uma melhor correlação com os resultados moleculares.  

 

Perspetivas futuras 

De forma a completar o presente trabalho deverá ser feita uma avaliação prática destes fatores 

pré-analíticos na sequenciação por NGS, nomeadamente na fidelidade dos resultados obtidos. 

Como a NGS também pode ser realizada tendo como amostra ARN, uma proposta seria a 

avaliação do impacto que os fatores pré-analíticos poderão ter na quantidade e qualidade do ARN 

recuperado de TFFIP.  
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8. Anexos 

Anexo 1  

Processamento de tecidos A  

Este protocolo foi efetuado no processador de tecidos Histocore Peloris, (Leica Biosystems Inc., 
Concord, Ontario, Canadá) 

Tabela 1 - Passos do processamento de tecidos A 

Passos Etapas Reagente Minutos Temperatura°C P/V Agitador 

1 Fixação Formol 44 Ambiente Ambiente Med 
2 Desidratação Etanol 70% 30 Ambiente Ambiente Med 
3 Desidratação Etanol 99,9% 30 Ambiente Ambiente Med 
4 Desidratação Etanol 99,9% 30 Ambiente Ambiente Med 
5 Desidratação Etanol 99,9% 30 Ambiente Ambiente Med 
6 Desidratação Etanol 99,9% 60 Ambiente Ambiente Med 
7 Desidratação Etanol 99,9% 90 Ambiente Ambiente Med 
8 Diafanização Xilol 45 Ambiente Ambiente Med 
9 Diafanização Xilol 45 Ambiente Ambiente Med 

10 Diafanização Xilol 90 Ambiente Ambiente Med 
11 Impregnação Parafina 60 62 V Med 
12 Impregnação Parafina 60 62 V Med 
13 Impregnação Parafina 60 62 V Med 

P /V  - pressão/Vácuo 
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Anexo 2  

 Processamento de tecidos B 

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

Kalamazoo, MI, USA) 

Tabela 2 - Passos do processamento de tecidos B 

Passos Etapas Reagente Minutos Temperatura °C Pressão mBar 

1 Fixação Formol 20 37 ____ 
2 Fixação Formol 40 37 ____ 

3 Fixação Formol 10 50 ____ 

4 Fixação Formol 50 50 ____ 

5 Flushing Etanol 70% 10 ____ ____ 

6 Desidratação Etanol 99,9% 10 ____ ____ 

7 Desidratação Etanol 99,9% 10 ____ ____ 

8 Desidratação Etanol 99,9% 10 ____ ____ 

9 Desidratação Etanol 99,9% 55 ____ ____ 

10 Diafanização Isopropanol 15 55 ____ 

11 Diafanização Isopropanol 35 55 ____ 

12 Diafanização Isopropanol 15 65 ____ 

13 Diafanização Isopropanol 50 65 ____ 

14 Vaporização ____ 90 ____ ____ 

15 Impregnação Parafina 25 70 500 

16 Impregnação Parafina 15 70 400 

17 Impregnação Parafina 10 70 300 

18 Impregnação Parafina 10 70 200 

19 Impregnação Parafina 10 70 150 

20 Impregnação Parafina 30 65 100 

21 Impregnação Parafina 20 65 800 
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Anexo 3 
Extração de ADN - Protocolo LBM - IPOC 

(1) Digestão enzimática 

a. Adicionar um volume final de 500μl, tampão de digestão (10mM TrisHCl, (pH=8); 0,1M 

EDTA (pH= 8); 0,5%SDS) 

b. Incubar em proteinase K 0,5µg/ml (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) em banho-maria 

durante a noite a 56°C 

(2) Extração de ADN 

a. Centrifugar à temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto 

b. Recuperar a fase aquosa 

c. Adicionar 1:1 volume de fenol-clorofórmio-álcool Isoamilico (PanReac AppliChem, 

25:24:1) 

d. Centrifugar à temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto 

e. Repetir os passos “b. “a “e.” 

f. Remover a fase aquosa 

g. Adicionar 1:1 volume de clorofórmio (JMS)  

h. Centrifugar à temperatura ambiente a 12000 rpm durante 1 minuto 

i. Remover a fase aquosa 

(3) Precipitação ADN 

a. Adicionar 1:10 volume de acetato de sódio (3M, pH=5,2) 

b. Adicionar 2-3 volumes de etanol frio a 99,9%  

c. Colocar a -20°C durante a noite  

d. Centrifugar a 4°C a 10000rpm durante 30 minutos 

e. Retirar o sobrenadante e adicionar 1000μl de etanol a 70% 

f. Centrifugar a 4°C a 10000rpm durante 20 minutos 

g. Descartar o sobrenadante 

h. Deixar secar à temperatura ambiente 

Eluir o ADN recuperado em 50-300μl de Tampão TE (10mM Tris-HCl; 1mM EDTA; pH=8)  
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Anexo 4 

Protocolo de quantificação de ADN pelo AccuGreen High Sensivity dsDNA Quantification Kit 
(Biotium) e o fluorómetro Qubit 2.0(ThermoFisher Scientific). 

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

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

3. Para cada amostra e padrões pipetar 190 µl de solução de trabalho num tubo PCR de 

0,5ml e adicionar 10µl de amostra ou padrão 

4. Incubar os tubos à temperatura ambiente e de preferência no escuro, durante 2 minutos 

5.  Quantificar “S1” e de seguida “S2” para calibração da curva 

6.  Quantificar as amostras  

 

 


