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RESUMO 

 

Neuber AC. Avaliação da qualidade de amostras biológicas criopreservadas: 13 anos de 

história do Biobanco-HCB. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Câncer de Barretos; 2020 

 

JUSTIFICATIVA: Um dos pilares que sustentam o progresso da pesquisa translacional é a 

disponibilidade de muitas amostras biológicas com alta qualidade e dados associados. 

Biobancos são responsáveis pela coleta, processamento, armazenamentoe fornecimento de 

material biológicopara fins de pesquisa. São denominados fatores pré-analíticos,todos os 

procedimentos em vários estágios da amostragem do material biológico, que podem afetar a 

sua qualidade de diversas formas, sendo o tempo de armazenamento uma importante 

variável.OBJETIVO: Avaliar a integridade e qualidade das amostras criopreservadas no 

Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos, no período de até 9 anos de 

armazenamento.MATERIAIS E MÉTODOS: Selecionou-se de forma aleatória 447 participantes 

com amostras pareadas de tecido tumoral e buffy coat/PBMC, armazenadas no período de 

2008 a 2016. Todos os tecidos foram avaliados previamente por um patologista eforam 

incluídos aqueles com porcentagem tumoral ≥ 60 e de necrose ≤20. A integridade do material 

genético foi avaliada em relação ao número de integridade do RNA (RIN) e DNA (DIN). Foram 

consideradas amostras degradadas, aquelas que apresentavam integridade < 7, e íntegras, 

com valores ≥ 7. O número de integridade de cada amostra foi comparado com o tempo de 

armazenamento das mesmas.RESULTADOS: Um total de 130 (29%) amostras de tecido 

tumoral foram excluídas na avaliação feita pelo patologista. Para as amostras de DNA de 

tecido tumoral, foi observado que a partir de 8.1 anos (AUC:0,68;p<0,001) de armazenamento 

a frequência de amostras íntegras é inferior (68%), quando comparado ao período de 

armazenamento menor que 8 anos (92%).Em relação as amostras de RNA de tecido tumoral, 

observou-se que a partir de 4,5 anos de armazenamento (AUC: 0,64;p= 0,003), a frequência 

de amostras íntegras é inferior (17%), quando comparado ao período de armazenamento 

menor que 4,5 anos (45%). Para as amostras de DNA de buffy coat, observou-se que a partir 

de 8 anos de armazenamento (AUC:0,77;p<0,001) ocorre uma redução na frequência de 

amostras íntegras (74%), quando comparadas ao tempo de armazenamento menor que 8 

anos (95%).Em amostras de DNA de PBMC,observou-seque a partir de 7.2 anos (AUC: 0,79;p= 

0,012) de armazenamento, a frequência de amostras íntegras é inferior(54%), quando 



 
 

comparado ao período de armazenamento menor que 7.2 anos (96%). Constatou-se também 

que a integridade do DNA (p=0,15) e RNA (p =0,18) não está diretamente relacionada com o 

tipo de topografia. Além disso, o rendimento das amostras de DNA e RNA de tecido variou de 

acordo com o tipo de topografia e metodologia de quantificação. O presente estudo também 

mostrou que amostras de buffy coat e PBMC armazenadas em -30°C apresentam um padrão 

mais elevado de degradação (26%), quando comparadas às amostras que permaneceram 

armazenadas apenas em -80°C (1%; p<0,001). Por fim, observou-se uma taxa de 3% de não 

compatibilidade das amostras analisadas por STR, sendo mais frequente em amostras 

armazenadas no ano de 2008 (9%) e 2009 (7%). 

CONCLUSÕES: O longo período de armazenamento em -80°C teve impacto negativo na 

integridade do RNA de amostras de tecido. A temperatura associada às peculiaridades do 

armazenamento em freezer -80°C, que inclui flutuação de temperatura e formação de cristais 

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

 

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

qualidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

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

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

 

BACKGROUND: One of the pillars that support the progress of translational research is the 

availability of a large number of high-quality biological samples and associated data. Biobanks 

are responsible for the collection, processing, storage and supply biological material for 

research purposes. Pre-analytical factors are all procedures in several stages of the sampling 

of biological material, which can affect the quality in many ways, the storage time is an 

important variable. AIMS: Evaluate the integrity and quality of the cryopreserved samples in 

the Biobank Barretos Cancer Hospital up to 9 years of storage. MATERIAL AND METHODS: We 

selected 447 participants in a random way with paired samples of tumor tissue and buffy coat 

or PBMC stored from 2008 to 2016. All tissues were previously evaluated by a pathologist and 

only those with tumor percentage ≥ 60 and necrosis ≤ 20 were included. The integrity of the 

genetic material was evaluated in relation to the number of integrities, RNA (RIN) and DNA 

(DIN). Were considered degraded samples those showed integrity number < 7, and intact 

those with values ≥ 7. The integrity number of each sample was compared with storage time. 

RESULTS: A total of 130 (29%) samples of tumor tissue were excluded in the pathologist 

analysis. For DNA samples of tumor tissue, it was observed that from 8.1 years (AUC: 0.68; 

p<0.001) of storage the frequency of intact samples is lower (68%), when compared to the 

storage period less than 8 years (92%). Regarding RNA samples of tumor tissues, it was 

observed that after 4.5 years of storage (AUC: 0.64; p= 0.003) the frequency of intact samples 

is lower (17%) when compared to storage period less than 4.5 years (45%). For buffy coat DNA 

samples, it was observed that after 8 years of storage (AUC:0.77; p<0.001) there is a reduction 

in the frequency of intact samples (74%) when compared to the storage time less than 8 years 

(95%). In PBMC DNA samples it was observed that from 7.2 years (AUC:0.79; p=0.012) of 

storage, the frequency of intact samples is lower (54%), when compared to the storage period 

less than 7.2 years (96%). Moreover, it was found that the integrity of the DNA (p=0.15) and 

RNA (p=0.18) is not related to the type of topography. In addition, the yield of tissue DNA and 

RNA samples varied according to the type of topography and quantification methodology. The 

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



 
 

pattern of degradation (26%) when compared to samples that remained stored only at 80°C 

(1%; p<0.001). Finally, there was a 3% rate of mismatch of the samples analyzed by STR, with 

high frequency of samples stored in 2008 (9%) and 2009 (7%).  

CONCLUSIONS: The long storage period at -80°C had a negative impact on the RNA integrity 

of tissue samples. The temperature associated with the peculiarities of freezer storage -80°C, 

which includes temperature fluctuation and crystal formation (intra and extracellular) may be 

the main factors that contributed to these results. 

 

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

 

1.1 Biobancos de amostras biológicas humanas 

 A ideia de Biobanco não é nova, há pelo menos 150 anos materiais biológicos de seres 

humanos ou animais, já eram coletados, armazenados e utilizados em pesquisa, porém sem 

nenhuma regulamentação ou regras 1. Em 2003, após a divulgação dos últimos resultados 

do Projeto Genoma Humano, o surgimento crescente de novos projetos no campo da 

genômica, e das tecnologias de sequenciamento de nova geração, tornou-se crescente a 

criação de grandes bancos de material biológico humano, consagrando os Biobancos como 

instrumento de produção de conhecimento em genética humana2,3. A International Society 

for Biological and Environmental Respositories (ISBER) define Biobanco como o local onde é 

feito o recebimento, processamento, armazenamento e/ou fornecimento de diferentes 

tipos de amostras biológicas armazenadas adequadamente, contendo DNA, RNA e proteínas 

de alta qualidade, tendo como objetivo principal a pesquisa cientifica básica e translacional 

4,5
.
 

 De acordo com a resolução brasileira atual 441/2011 da Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP) Biobanco é a coleção organizada de material biológico humano e 

informações associadas, coletado e armazenado para futuros projetos de pesquisa, 

conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob 

responsabilidade e gerenciamento institucional, sem fins comerciais 6.  

São inúmeras as definições do termo Biobanco, de modo geral pode-se dizer que é o 

local onde é feita a guarda de material biológico disponibilizado a pesquisadores, 

considerado uma ferramenta indispensável para a pesquisa em genética humana 2. Além 

disso, na literatura é possível encontrar também o termo Biorrepositório. De acordo com as 

diretrizes brasileiras, é classificado como Biorrepositório uma coleção de material biológico 

coletado e armazenado ao longo de um projeto de pesquisa específico sob responsabilidade 

institucional e gerenciamento do pesquisador, o qual apresenta características específicas 

que diferem da coleção de Biobanco6 (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Principais diferenças entre Biobancos e Biorrepositórios de acordo com as 

diretrizes brasileiras. 

    BIOBANCOS BIORREPOSITÓRIOS 

Objetivo Várias pesquisas-indefinido Pesquisa específica 

Regulamentação Protocolo de desenvolvimento Projeto de pesquisa 

Responsabilidade Instituição Instituição 

Gerenciamento Instituição Pesquisador 

Tempo de 

armazenamento 
Indeterminado 

Até 10 anos ou conforme 

definido no estudo 

Termo de 

consentimento 

Isento de novo consentimento ou novo 

consentimento para cada pesquisa 

Novo consentimento para 

cada pesquisa 

Fonte: Resolução CNS 441/2011 

 

1.1.1 Infraestrutura e segurança 

Para o planejamento de um Biobanco é imprescindível que sejam considerados os 

aspectos de ordem física e estrutural, os quais podem variar de acordo com o tipo de 

material a ser armazenado bem como os recursos financeiros disponíveis 7. 

Em se tratando de material biológico humano, a estrutura padrão recomendada 

inclui um sistema de armazenamento por criopreservação das amostras em freezers -80°C, 

sob monitoramento constante de temperatura, ou o armazenamento por longos períodos a 

– 140°C através de containers de nitrogênio líquido (NL2), considerado um método de custo 

elevado e manutenção rigorosa a fim de evitar falhas e possíveis problemas relacionados ao 

descongelamento das amostras 8,9. 

Embora a criopreservação seja o método mais adequado, o mesmo exige um bom 

planejamento de espaço para atender demandas iniciais e futuras 4. As salas devem ser 

mantidas refrigeradas, com temperatura ambiente de no mínimo 22°C, para prevenir 

desgaste excessivo dos freezers e falhas precoces 7. Os freezers devem ser equipados com 
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um sistema de monitoramento programados para alertar a equipe quando o mesmo estiver 

operando à cima da sua configuração normal, além disso, alguns freezers (aproximadamente 

10%) devem ser mantidos vazios, a fim de serem utilizados como backups, em caso de 

emergências 4.  

Em Biobancos que fazem o uso de galões de NL2, é necessário que seja realizado um 

treinamento apropriado da equipe o qual deverá ser incluído como Procedimento 

Operacional Padrão (POP), descrevendo potenciais riscos á saúde e as devidas precauções a 

serem tomadas 4. Para a manipulação de NL2 recomenda-se que sejam utilizados 

equipamentos de proteção individual (luvas criogênicas, protetores faciais e aventais 

frontais criogênicos) bem como, sensores para mensurar o nível de oxigênio da sala, os quais 

devem ser calibrados anualmente 7. 

Outros métodos de preservação e fixação de material biológico podem ser utilizados 

em Biobancos, quando um sistema de criopreservação não está disponível 7. A inclusão de 

amostras fixadas e incluídas em parafina (FFPE, do inglês Formalin-Fixed Paraffin-

Embedded), e a utilização de soluções estabilizadoras de RNA e lâminas histológicas, são 

métodos de preservação de tecido, considerados alternativos e relativamente menos 

custosos 7. Entretanto, a qualidade e integridade são bem inferiores quando comparadas ao 

armazenamento por criopreservação, limitando o uso dessas amostras 8,10–12. 

É necessário que todo Biobanco tenha um sistema de segurança básico que garanta 

a proteção das amostras, bem como os dados associados á elas 4,7. Para tanto, o Biobanco 

deve dispor de um sistema de segurança 24 horas capaz de realizar chamadas de emergência 

para uma equipe capacitada, em caso de incêndio ou acesso de pessoas não autorizadas 7. 

Em se tratando de proteção dos dados, é fundamental que seja feito o uso de softwares 

seguros que preserve os dados individuais com a mesma restrição que as informações 

clínicas, além disso, as informações pessoais devem ser substituídas por códigos 7,13. 

 

1.1.2 Aspectos éticos e legais  

Os Biobancos levantam uma série de questões éticas e legais na sociedade atual, visto 

que coletam, armazenam e distribuem material biológico humano para pesquisa1,4. As 

normas éticas atendem as necessidades específicas de cada país, e devem ser 

constantemente avaliadas 14. Além disso, os direitos, responsabilidades e obrigações dos 
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membros do Biobanco, bem como dos doadores, devem ser muito bem esclarecidos e 

definidos 1.  

Atualmente o Brasil não possui uma lei específica para o armazenamento e utilização 

de material biológico humano em pesquisa. Entretanto, encontra-se a base legislativa na 

Constituição Federal de 1988, no Código Civil e em outras legislações, assuntos relacionados 

a essa temática, como por exemplo, a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) 23/11- Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que dispõe sobre o regulamento técnico para o 

funcionamento dos bancos de células e tecidos germinativos, a portaria 2201/11 do 

Ministério da Saúde a qual estabelece as diretrizes nacionais para Biobanco de material 

biológico humano utilizado em pesquisa, e a Resolução do CNS no 441/11 sendo o 

documento mais atual e de grande importância para regulamentação de Biobancos para fins 

de pesquisa6,15,16. 

Sendo assim, no Brasil o processo para registro de um Biobanco inicia-se com a 

confecção de um protocolo de desenvolvimento, formado pelo conjunto de documentos 

necessários para solicitação do funcionamento de um biobanco institucional, primeiramente 

analisado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) e pela Comissão Nacional de ética em 

Pesquisa (Conep), em atendimento à Resolução do Conselho Nacional de Saúde (CNS) no 441 

de 12 de Maio de 2011, a qual dispõem de diretrizes para a análise ética de projetos de 

pesquisas que envolvam armazenamento de material biológico humano ou uso de material 

armazenado em pesquisas anteriores 17.  

Existem quatro princípios gerais que devem ser aplicados em pesquisas que utilizam 

amostras humanas: 1) o consentimento do participante da pesquisa deve ser um elemento 

indispensável, 2) garantir a proteção, confidencialidade e privacidade dos dados pessoais 

dos participantes, 3) oportunidades iguais e gratuidade para acesso das amostras, 4) a 

pesquisa deve ter embasamento cientifico que a justifique, suporte financeiro e aprovação 

em um comitê de ética 7,18,19. Além disso, todos os Biobancos devem ser atribuídos à um 

Comitê de Ética em Pesquisa, composto por membros que façam uma gestão geral, 

definindo objetivos, revisando e monitorando processos, a fim de garantir que esses 

princípios éticos sejam corretamente seguidos 7,18. 

O consentimento do participante da pesquisa é imprescindível para que as amostras 

sejam coletadas e utilizadas em projetos de pesquisa 7. Esse processo é realizado através de 

uma documentação denominada de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ou TCLE, 
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o qual o possível participante da pesquisa é informado sobre o objetivo da pesquisa bem 

como a possibilidade de eventuais riscos e eventos adversos que podem ocorrer 1. O termo 

de consentimento não é considerado um processo unificado, pois é elaborado de acordo 

com as normas e leis de cada país 20.  

Embora caiba à instituição, na qual um determinado Biobanco está localizado, a 

responsabilidade de guarda e o gerenciamento de todo o material biológico contido 

(Resolução CNS n° 441, item 1.I; item 9), o material pertence ao participante do biobanco 

(Resolução CNS n° 441, item 9) 17. Este, ou seu representante legal, a qualquer momento e 

sem qualquer ônus ou prejuízo, pode retirar o consentimento de guarda e utilização do 

material biológico armazenado, valendo a desistência a partir da data da sua manifestação. 

Para tanto, deve o sujeito de pesquisa (ou o seu representante legal) formalizar ao Biobanco 

institucional sua desistência em manifesto escrito e assinado (Resolução CNS n° 441, item 

10.I) 17.  

Em se tratando de privacidade e proteção dos dados do participante da pesquisa, as 

legislações e orientações podem variar de acordo com cada país 4,7. A Agência Internacional 

de Pesquisa em Câncer (IARC- International Agency for Research on Cancer), recomenda que 

os Biobancos utilizem métodos de identificação que proteja seus dados, bem como assegure 

a privacidade e o anonimato dos dados do participante em pesquisa 7. Sendo assim, os 

Biobancos podem usar um ou mais códigos para identificar as amostras, ao invés de associar 

informações pessoais, ou utilizar o método de pseudo-anonimização, onde as identificações 

pessoais são substituídas por um pseudônimo 7. 

Atualmente o Brasil possui 57 Biobancos acreditados pela CONEP 17. O Biobanco mais 

antigo do Brasil é o do A.C. Camargo Câncer Center, fundado em 1997 e localizado na cidade 

de São Paulo21. Sua estrutura é composta pelo Banco de Tumores e pelo Banco de 

Macromoléculas, com cerca de 66 mil e 19 mil amostras armazenadas até 2017, 

respectivamente 22. 

 

1.1.3 Tipos de Biobancos 

Existem diferentes tipos de Biobancos classificados de acordo com o propósito para 

qual o material biológico foi coletado 23,24. Resumidamente, Biobancos de amostras 

biológicas humanas podem ser divididos em três maiores tipos: 1) Biobancos populacionais; 
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2) Biobancos para epidemiologia e 3) Biobancos de doenças específicas (banco de tumores) 

2,14,23,25. 

Biobancos populacionais gerenciam um grande número de amostras de DNA de 

indivíduos saudáveis, os quais são representativos de um país, região ou coorte étnica 25. 

Geralmente esse tipo de Biobanco possui como principal objetivo a detecção de 

biomarcadores de suscetibilidade para a população em questão, o que permite acompanhar 

a evolução das alterações genéticas nas gerações seguintes, facilitando a compreensão dos 

mecanismos patogênicos sejam eles genéticos ou hereditários 14,23,26. 

Na Europa o surgimento de Biobancos populacionais é crescente desde o 

sequenciamento do genoma humano, gerando novas oportunidades de investigação bem 

como novas medidas de preservar a saúde da população europeia 27 . No Reino Unido 

localiza-se o maior Biobanco populacional europeu, denominado de UK Biobank criado em 

2006 e possui cerca de meio milhão de amostras de cidadãos britânicos entre 40 e 69 anos, 

coletadas durante 4 anos 26. O Banco Nacional de ADN e o GenBank são outros exemplos de 

grandes Biobancos populacionais europeus 28–30. 

Os Biobancos de estudos epidemiológicos possuem suas atividades focadas em 

biomarcadores de exposição utilizando um elevado número de amostras de doadores 

expostos saudáveis e casos específicos da doença 25. Esse tipo de Biobanco geralmente 

possui base hospitalar onde é feito a coleta prospectiva e retrospectiva de amostras e seus 

derivados (DNA, RNA e proteínas), juntamente com os dados clínicos do doador 14,25. De 

forma semelhante, os Biobancos de doenças específicas (banco de tumores) também 

realizam estudos de caso-controle eficientes na investigação da interação genes-ambiente, 

bem como estudos de prognósticos 14. 

 

1.1.4 Colaboraçãoe treinamento da equipe interdisciplinar 

  As atividades desenvolvidas em um Biobanco, denominada biobanking, envolve uma 

série deetapas que incluio consentimento do participante da pesquisa, coleta do material 

biológico e dados associados, processamento, armazenamento e distribuição 10. Para que 

todas essas etapas sejam realizadas adequadamente, possibilitando a utilização satisfatória 

das amostras biológica em pesquisas, é necessário a colaboração e treinamento de uma rede 

interdisciplinar envolvendo pesquisadores, cirurgiões, enfermeiros, técnicos, patologistas, 



7 
 

biólogos, auxiliares de escritório, profissional de tecnologia da informação e 

epidemiologistas 18,31–35. 

  Normalmente, a equipe clínica faz o primeiro contato com o participante da pesquisa, 

coletando informações e o consentimento informado do mesmo 31. Os cirurgiões são os 

responsáveis por obter efetivamente o material biológico humano 31,32. Para garantir a 

qualidade das amostras teciduais coletadas, nessa etapa também estão envolvidos técnicos, 

os quais são responsáveis por preparar e transferir as amostras teciduais para serem 

congeladas rapidamente utilizando instrumentos esterilizados 31. Alguns fluídos corporais, 

por exemplo sangue e saliva, podem ser coletados em outros departamentos, como 

laboratório de análises clínicas, e encaminhados para a equipe do Biobanco, que estará 

envolvida no processamento, cadastro e armazenamento das amostras 31. 

  É de extrema importância que os Biobancos  priorizem o treinamento e/ou 

certificação de toda a equipe envolvida na gestão do setor, afim de que seja fornecido um 

serviço de qualidade em todas as etapas 31,33,36. Os guias de boas práticas em Biobancos, 

recomendados pela ISBER e o National Cancer Institute (NCI), são excelentes ferramentas 

utilizadas por Biobancos, afim de padronizar processos e treinamento da equipe, incluem 

tópicos de  coleta, processamento de amostras, armazenamento, treinamento, questões 

éticas e legais, controle de qualidade entre outros 4,13,31,33. Além disso, no website da ISBER 

é possível encontrar, os principais cursos, qualificações e programa de certificação em 

Biobancos 37,38. 

   

1.1.4.1 O papel central do patologista 

Com o advento das técnicas de biologia molecular na medicina, a função do 

patologista se ampliou, paralelamente ao avanço das ferramentas disponíveis para a 

caracterização patológica de uma amostra, tornando-se uma especialidade fundamental não 

apenas para medicina diagnóstica mas também para medicina translacional e personalizada, 

devido a sua experiência única em diagnóstico de doenças e acesso as amostras de tecidos 

provenientes de cirurgias 39–42.Dessa forma, o patologista é considerado um componente 

fundamental para o estabelecimento principalmente nos bancos de tumores, atuando como 

uma ponte entre clínicos e pesquisadores 43,44.  

O patologista está envolvido em diferentes etapas da coleta do material biológico, 

sendo responsável pelo controle de qualidade dos procedimentos relacionados a patologia 
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molecular de um banco de tumores43. Devido a sua formação, bem como a sua experiência 

médica e científica, os patologistas são profissionais capacitados para fornecer as 

informações essenciais em relação ao diagnóstico do paciente erealizarem as coletas das  

amostras teciduais, determinando a amostragem que será enviada para o Biobanco, 

priorizando sempre o diagnóstico do paciente 44,45. 

A presença de um patologista como membro da equipe de pesquisa é essencial para 

seleção correta da área dissecada, que será utilizada em futuras análises moleculares 43,45. 

Os patologistas avaliam microscopicamente os tecidos cortados em slides e corados em HeE 

(Hematoxilina e Eosina), para a confirmação do diagnóstico patológico, determinação do 

status da doença e proporção da área tumoral, normal, necrótica e inflamatória 35,40,41,43,44. 

É importante que as amostras de tecido tumorais coletadas para Biobanco possuam 

representatividade celular heterogênea e estejam livres de necrose, para que sejam 

reproduzidos resultados fidedignos 43. 

 

1.1.5 Fatores pré-analíticos  

 Em um Biobanco é fundamental que sejam asseguradas tanto a qualidade quanto a 

disponibilidade do material biológico criopreservado por longos períodos, para utilização em 

pesquisa futuras 46,47
. São considerados fatores pré-analíticos, todos os procedimentos em 

vários estágios da amostragem do material biológico, que podem afetar a qualidade de uma 

amostra biológica de diversas formas, incluindo estrutura de proteínas, funcionalidade de 

enzimas, padrão de expressão gênica, metilação do DNA e viabilidade da célula 4 . Esses 

fatores, que afetam a variabilidade em dados de pesquisas, resultados e interpretações, 

podem estar associados às características do paciente (invivo) e/ou do tipo de material 

biológico ou a manipulação do mesmo (ex vivo), devem ser observadas e anotadas sempre 

que possível 4,48. 

 

1.1.5.1 Fatores pré-analíticos in vivo 

Os fatores pré-analíticos in vivo estão além do controle e padronização do Biobanco, 

visto que são determinados pela condição específica de cada paciente, podendo estar 

relacionado com a dieta, sexo, hábitos, medicação, estresse, estilo de vida, momento da 

coleta (pós-operatório/ pré-operatório), estação do ano em que foi feito a coleta do material 

e ritmo circadiano4.  
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São poucos os trabalhos disponíveis na literatura que avaliam o impacto dessa fonte 

de variação. A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer em parceria com a Investigação 

Prospectiva Europeia sobre Câncer (EPIC-Europeran Prospective Investigation into Cancer), 

estudo prospectivo e múlticêntrico que investiga a relação entre o câncer e nutrição, 

desenvolveram um trabalho ao longo de cinco anos, cujo objetivo foi avaliar o impacto de 

uma série de variáveis in vivo no rendimento do DNA de sangue de 50 mil amostras 

individuais de participantes49. 

Devido ao grande número amostras, foi possível identificar fatores que impactam 

significantemente o rendimento do DNA, sendo eles: gênero,  idade , índice de massa 

corpórea (IMC) e tabagismo 49 . Em relação ao gênero, foi observado um maior rendimento 

de DNA das amostras de mulheres, o que pode ser justificado pela variação dos linfócitos, 

plaquetas e contagem de neutrófilos, que são maiores em mulheres 49,50. Em se tratando da 

idade, foi observado menor rendimento de DNA em participantes mais velhos, ocasionado 

pela diminuição de células brancas na circulação periférica com ao longo dos anos de vida 

49,51. No que se refere ao IMC, foi observado um alto rendimento de DNA em amostras de 

participante obesos (IMC ≥ 35 KG/m²), provavelmente devido ao processo inflamatório 

relacionado a obesidade 49,52. Da mesma forma, também foi observado um maior 

rendimento do DNA em participantes fumantes comparado com os não fumantes, que pode 

ser devido a quantidade de células brancas reportado em pessoas que fumam 49,53,54 . 

 

1.1.5.2 Fatores pré-analíticos in vitro 

Os fatores pré-analíticos in vitro incluem tipo de tubo de coleta utilizado, hemólise, 

identificação adequada das amostras, tempo de processamento até o armazenamento da 

amostra, temperatura e duração da centrifugação, temperatura e tempo de 

armazenamento,tempo de isquemia fria e quente (apenas para tecidos), tipo de protocolo 

utilizado, identificação correta, congelamento e descongelamento 4. Alguns tipos de fatores 

pré-analíticos in vitro variam de acordo com o tipo de material biológico coletado e outros 

são genéricos, aplicados tanto para tecidos quanto para fluídos 4,55,56 (Figura 1). 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 1 - Principaisfatores pré-analíticos in vitro que influenciam a qualidade de amostras 

detecidos (laranja) e sangue (azul). 

 

Ciclos de congelamento e descongelamento do material biológico pode interferir 

diretamente na qualidade dos ácidos nucléicos, os principais motivos para que isso ocorra 

são: utilização frequente da mesma amostra ou oscilações de temperatura do freezer, 

causado pela abertura constante da porta e falhas técnicas nos freezers 11. Assim como em 

tecido, ciclos de descongelamento também podem alterar a qualidade do DNA, RNA e 

proteínas em amostras de sangue, podendo reduzir o rendimento do DNA para 25%, sem 

haver redução significativa do RNA mensageiro no soro ou plasma, em apenas um ciclo de 

descongelamento 11. Sabidamente a molécula de RNA é mais instável e consequentemente 

mais vulnerável a degradação comparada a molécula de DNA.  Um estudo mostrou que 

amostras de RNA de tecido tumoral de ovário, submetidas a 1, 2 e 3 ciclos de 

descongelamento podem ser congeladas e descongeladas até no máximo três vezes sem 

comprometer a integridade do RNA e o perfil de expressão gênica 57. Um outro trabalho, 

utilizou amostras de autópsia de tecido cerebral, e foi observado uma correlação negativa 

com a integridade do RNA e os vários ciclos de congelamento e descongelamento. Além 
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disso, as amostras preservadas em RNALater obtiveram maior qualidade do que as amostras 

que foram rapidamente congeladas 8,58,59. Alguns estudos relatam ainda que dois ciclos de 

congelamento e descongelamento são suficientes para alterar a qualidade do RNA e que a 

correlação entre o número de ciclos e a integridade do RNA, pode estar associadas ao tipo 

de tecido utilizado, sendo assim, é recomendado que sejam feitas alíquotas do material, 

utilização de gelo seco ou nitrogênio seco, para a manipulação das amostras, evitando o 

descongelamento das mesmas 4,11. 

Em relação à temperatura de armazenamento das amostras, diversos estudos 

utilização o método de criopreservação ( -80°C a -190°C), pois este proporciona um alto 

rendimento e qualidade dos ácidos nucleicos, favorecendo estudos morfológicos de alta 

qualidade os quais utilizam técnicas como o Sequenciamento de Nova Geração (NGS), 

microarrays e PCR digital, para a avaliação do genoma, transcriptoma e proteoma 11. A 

temperatura e o tempo de armazenamento também são fatores determinantes, no que se 

diz respeito à qualidade de amostras criopreservadas 4. A criopreservação em temperaturas 

abaixo de -130 °C, através de ultra freezers ou nitrogênio, é opção ideal para a preservação 

das biomoléculas de RNA, pois mantém sua integridade intacta em até 50 meses 47. Porém, 

um estudo que avaliou a integridade do RNA de amostras de tecido endócrino armazenadas 

em freezers a -80°C com diferentes tempos de armazenamento, mostrou que este tipo de 

armazenamento por longos períodos prazo não afeta negativamente a qualidade do RNA e 

sugere que o armazenamento em -80°C é equivalente ao armazenamento feito em 

nitrogênio 47. A literatura neste aspecto ainda é muito contraditória necessitando de mais 

estudos com grande número de amostras afim de melhor elucidar o impacto do tempo na 

qualidade das amostras criopreservadas para pesquisa genômica. 

A identificação adequada das amostras biológicas é uma etapa importante em 

Biobanco, em se tratando da autenticidade da amostra 4,13. Cada amostra deve conter 

identificação única que seja clara, legível, firmemente fixada no tubo e apta para suportar as 

condições de armazenamento 13. Outras informações relevantes devem estar associadas à 

identificação, como informações pessoais do participante da pesquisa, o consentimento 

informado do mesmo, bem como a localização das amostras em uma caixa específica do 

freezer 7,13. 

A isquemia fria é um fator pré-analítico importante em amostras de tecidos, está 

relacionada  com o tempo entre a remoção cirúrgica do tecido e o congelamento da amostra,  
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que deve ser realizado no menor tempo possível 13,50
. Alguns estudos foram realizadosa fim 

de mensurar o tempo ideal de isquemia fria que mantêm o RNA íntegro, os resultados 

obtidos variam de acordo com o tipo de topografia do tecido, sendo o tempo de 30 minutos 

o mais eficiente para manter a integridade do RNA 11,60,61. 

A isquemia quente ocorre no momento da diminuição da perfusão sanguínea e de 

oxigênio no tecido, após o mesmo ter sido removido do corpo e ser mantido em temperatura 

ambiente, antes da amostra ser congelada 59,62. Um estudo acerca desse tema foi realizado 

utilizando amostras frescas de cólon coletadas, cortadas em pedaços e mantidas em gelo por 

0,5, 1 e 4 horas antes de serem congeladas, foi observado que  o tempo de isquemia quente 

de até 4 horas não acarretou impacto significante em relação a integridade do RNA das 

amostras de cólon59. O tempo de isquemia quente, associado a períodos longos de 

manipulação cirúrgica, também podem alterar o perfil da expressão gênica, portanto devem 

ser controlados 8. 

Outro fator pré-analítico importante que influencia a qualidade das amostras de 

sangue é o tempo em que a amostra permanece em temperatura ambiente em tubos EDTA 

(Ethylenediamine tetraacetic acid) até ser processada 8. Amostras condicionadas por longos 

períodos em tubos EDTA podem ter alterações, quanto ao perfil de expressão gênica por 

inicio da transcrição in vitro, portanto o que se recomenda é o processamento e 

armazenamento do sangue em até 4 horas a 4°C após a coleta do mesmo 8,63. Alguns estudos 

destacam a boa qualidade do RNA e menor variação quanto aos padrões de expressão 

gênica, através da utilização de tubos coletores PAXgene® (BD biosciences) ou Tempus 

(ThermoFisher) , os quais possuem uma solução estabilizadora de RNA, evitando a 

transcrição in vitro bem como degradação do RNA mensageiro por RNases  8,64,65. 

A hemólise in vitro,  está relacionada a procedimentos inadequados durante a coleta 

ou manipulação do tubo (pipetagem, centrifugação, transporte), que ocasionam a 

destruição das hemácias e consequentemente  a liberação de hemoglobina 66 . Amostras de 

soro e/ou plasma hemolisadas, não devem ser utilizadas, pois a presença de ferro pode ter 

impacto na eficiência e acurácia de testes laboratoriais e técnicas utilizadas em pesquisas 

como a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)10. Sabe-se que a hemólise pode ser 

evitada por meio de um procedimento simples que preconiza treinamento de pessoal e 

utilização de boas práticas na coleta do sangue, cuidado na manipulação dos tubos de coleta 

e a manipulação por meio do uso de pipetas 63. 
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1.1.6 Controle de qualidade em biobancos 

Os Biobancos atuam como uma importante ferramenta para a medicina genômica, 

uma vez que detém da fonte de amostras biológicas que são utilizadas na descoberta de 

novos marcadores moleculares, bem como a identificação de novos alvos terapêuticos, que 

trarão benefícios futuros para o diagnóstico e tratamento de pacientes 9. No entanto, para 

refletir as verdadeiras mudanças genômicas de doenças, é necessário a utilização de 

amostras biológicas que possuam DNA, RNA e proteínas de boa qualidade 1,5
. 

Os três principais pilares relacionados aos controles de qualidade (CQ) em Biobancos, 

são: autenticidade, pureza e estabilidade 4,13,67. O primeiro está correlacionado com a 

identificação correta atribuída à amostra, o segundo diz respeito à amostras livres de 

contaminação, e o último corresponde à capacidade do material em manter seus valores 

iniciais por um período de tempo definido 4,7.  

A autenticidade da amostra é um pré-requisito importante para qualquer pesquisa 

68. A manipulação de um grande número de amostras pode gerar erros de identificação e 

trocas durante o processamento das mesmas, portanto esse tópico é considerado um 

desafio em Biobancos, que devem assegurar a qualidade desse processo 69,70. Uma maneira 

de confirmar a identidade do participante da pesquisa, a partir de amostras de DNA, é 

através da identificação de regiões polimórficas denominadas STR (Short Tandem Repeat) 71. 

A análise de STR é uma técnica de alta resolução que pode ser utilizada tanto para 

identificação de linhagens celulares, como em tecidos 70–72 . Sua principal aplicação é na 

diferenciação de uma linhagem celular humana da outra, pois a probabilidade de duas 

linhagens celulares não relacionadas terem o mesmo perfil de DNA, utilizando 17 

marcadores de STR, é de 1 x 10-1869. Entretanto, essa técnica não é adequada para distinguir 

linhagens celulares humanas provenientes de tipos diferentes de tecido do mesmo 

participante da pesquisa, pois elas terão o mesmo perfil de STR independente do tipo de 

topografia, desde que seja do mesmo participante da pesquisa 69,72 . 

O controle de qualidade de amostras teciduais utilizadas em pesquisa deve ser 

desenvolvido de maneira adequada, a fim de potencializar o desempenho das análises 

moleculares futuras 4. Dessa forma, recomenda-se que as amostras de tecido sejam 

avaliadas micro ou macroscopicamente por um patologista 4,7,13. Para isso, os tecidos são 

cortados em secções de 5 micras com o auxílio de um aparelho criostato, em seguida essas 

secções são coradas em lâminas de vidro utilizando hematoxilina e eosina (HE) 7 . A partir da 
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lâmina, o patologista irá indicar a porcentagem de células neoplásicas, necrose e fibrose 

presentes no tecido 4,7. De acordo com as boas práticas para estudos científicos, a obtenção 

do material genético a partir do tecido tumoral, pode ser feita somente após a confirmação 

da porcentagem tumoral considerando como padrão porcentagem ≥ 60 de células tumorais 

viáveis e porcentagem ≤ 20 de necrose, amostras fora desse parâmetro devem ser 

consideradas impróprias para análise molecular 4,7. 

A utilização de protocolos padronizados, denominado Procedimento Operacional 

Padrão (POPs), é uma importante ferramenta utilizada no controle de qualidade, os quais 

devem ser documentados de uma forma passível de revisão e modificações 9. Os POPs têm 

função de descrever como as tarefas deverão ser executadas pelo operador capacitado de 

forma padronizada, a fim de garantir que as amostras sejam corretamente coletadas, 

processadas e armazenadas seguindo um mesmo protocolo oficialmente padronizado 3. A 

utilização de POPs inadequados pode prejudicar a qualidade de dados e reduzir o poder 

estatístico de estudos principalmente àqueles que pesquisam interação entre gene e 

ambiente, dessa forma, é crucial a utilização de protocolos validados 4,73. 

Com o objetivo de compreender melhor os fatores pré-analíticos e 

consequentemente fornecer espécimes de alta qualidade para serem utilizadas em pesquisa, 

foram desenvolvidos guias de gestão de qualidade em Biobanco. Atualmente os principais 

guias internacionais de boas práticas utilizados por Biobancos e Biorrepositóriossão 

produzidos pela ISBER, NCI,IARC e Organisation for Economic Cooperation and Development  

(OECD), a partir deles é possível desenvolver um Sistema de Gestão Qualidade (SGQ) de 

amostras, a fim de minimizar situações adversas que podem afetar resultados científicos, 

garantindo assim a segurança da equipe e aumentando a qualidade das amostras 

armazenadas 4,7,13,67. 

Além disso, Betsou et al.74 desenvolveram um código para amostras biológicas 

denominado de “ Sample PREanalytical Code- SPREC-01 versão 03”,  o qual fornece detalhes 

sobre o processo pré-analítico das amostras, auxiliando pesquisadores e profissionais que 

trabalham em Biobancos a identificar as variáveis pré-analíticas mais importantes associadas 

com os diferentes tipos de amostras biológicas 74. Através desse código é possível saber 

informações como, por exemplo: o tipo de material biológico, tipo de tubo de coleta 

utilizado, detalhes da centrifugação, tempo de processamento entre a centrifugação e o 

congelamento e temperatura onde a amostra ficou armazenada. Atualmente o SPREC- 03 é 
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a versão mais recente, sem mudanças significativas realizadas, porém com mais opções que 

permitem utilização de novas tecnologias desenvolvidas 74.  

 

1.1.6.1 Controle de qualidade de ácidos nucléicos 

Algumas técnicas são utilizadas como ferramentas padrão para avaliar a qualidade 

dos ácidos nucléicos criopreservados 11. Uma maneira rápida e eficiente de mensurar a 

pureza bem como o rendimento das amostras, é através da utilização de espectrofotômetros 

com comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, o qual determina a densidade óptica (OD) 

do DNA e RNA obtidos a partir de células, tecidos, sangue e outros materiais biológicos 11.  

Através da razão de absorbância 260/280 é possível avaliar a contaminação da 

amostra por proteínas, fenol ou outros contaminantes que absorvem fortemente em ou 

perto de 2800nm 75,76. Valores de absorbância próximos de 1,8 e 2,0 geralmente são 

considerados aceitáveis para amostras de DNA e RNA, respectivamente 75.  

A razão de absorbância de 260/230 é uma outra forma de avaliar a pureza dos 

ácidos nucléicos, identificando contaminação por compostos como EDTA, carboidratos e 

trizol 76 . Possui como referência de pureza valores entre 2,0-2,2, que também podem ser 

alterados de acordo com o pH da solução, onde soluções ácidas podem gerar valores muito 

à baixo (0,2-0,3) enquanto soluções básicas são representadas em excesso quando 

quantificadas 76. Além disso, se a amostra estiver muito degradada, os nucleotídeos únicos 

podem alterar a leitura da absorbância de 260 nm, superestimando a concentração 7,75,77,78. 

Atualmente, o aparelho espectrofotômetro de microvolumes,NanoDrop ( Thermo 

Scientific), é a ferramenta menos custosa e amplamente utilizada em pesquisa para 

determinar a concentração e pureza dos ácidos nucléicos 67. Entretanto, muitos Biobancos 

já fazem uso do método de quantificação por fluorescência com o aparelho Qubit 

(ThermoFisher) por ser mais preciso e confiável quando comparado com o método de 

espectrofotometria, porém esta ainda é uma opção que se restringe a grandes centros e 

laboratórios de pesquisa por ter um custo mais elevado, quando comparado ao NanoDrop, 

visto que é necessário a aquisição de kits para a utilização do aparelho 71. 

Os resultados gerados pelos aparelhos de quantificação de ácidos nucléicos indicam 

apenas o rendimento e pureza, em relação à contaminação da amostra e não 

necessariamente refletem a integridade da mesma 11. A integridade representa o nível de 

degradação dos ácidos nucleicos 7. Dessa forma, técnicas adicionadas devem ser utilizadas a 
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fim de avaliar a integridade do DNA e RNA, visto que esse é um parâmetro importante para 

diversos experimentos a nível molecular, principalmente aqueles que tentam refletir a 

expressão gênica de forma instantânea até o momento da extração do RNA 62,79. 

A técnica de eletroforese possibilita avaliar a integridade das moléculas de DNA e 

RNA através da separação dos seus fragmentos de acordo com seu peso e tamanho 7. A partir 

de um gel de agarose é possível avaliar a integridade dos ácidos nucléicos, porém essa 

técnica é considerada inconsistente e subjetiva 77. 

O advento da eletroforese microfluídica digital possibilita mensurar a integridade 

dos ácidos nucléicos de uma maneira mais precisa e objetiva, empregando volumes mínimos 

de amostras. Pensando nisso, em 2015 a Agilent Technologies introduziu no mercado um 

novo sistema de eletroforese digital, denominado TapeStation 4200, o qual utiliza screntapes 

para realizar os ensaios, contendo 16 canais cada, onde são inseridas de maneira individual 

e automatiza, as amostras à serem analisadas (Figura 2) . A partir desse sistema, é possível 

quantificar a integridade do DNA ou RNA através de um algoritmo denominado RIN (RNA 

Integrity Number) e DIN (DNA Integrity Number) que segue uma escala de 1 até 10 7,13,62,80. 

Tradicionalmente, a integridade do RNA é mensurada a partir da razão 28S e 18S do RNA 

ribossômico (rRNA), sendo assim, quanto maior for o número do RIN, mais íntegra estará a 

amostra 7,62. De forma semelhante, o DIN determina o nível de degradação do DNA, então 

quanto maior for o seu valor, melhor a integridade do DNA genômico (DNAg)7,81. Ácidos 

nucleicos considerados de boa qualidade, possuem valores ≥ 7, enquanto valores < 7 

possuem níveis diferentes de degradação 62,82. 

 
Fonte:Agilent Technologies. 

Figura 2 - Equipamento TapeStation 4200 e os screentape de DNA (azul) e RNA (verde). 
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A utilização de controles de qualidade do DNA/RNA das amostras armazenadas em 

Biobancos é um procedimento essencial que têm grande impacto nas pesquisas que às 

utilizam, visto que geram resultados melhores e confiáveis 11. 

 

1.2 Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos  

Em 1967 foi instituído O Hospital de Câncer de Barretos, atualmente nomeado 

como Hospital de Amor, é uma instituição filantrópica, especializada na prevenção e 

tratamento do câncer. Atualmente possui 12 unidades e realiza mais de 4 mil atendimentos 

por dia, apenas na unidade I na cidade de Barretos 83.  

  O Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos (BB-HCB) foi inicialmente fundado em 

março de 2006, a partir de projeto de pesquisa fomentado pela Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), sob protocolo número 2005/51691-7, intitulado 

“Implantação de um Banco de Tumores: UNESP / Hospital de Câncer de Barretos-SP” com 

vigência de 01/10/2005 a 30/09/2007, sendo uma parceria entre o Hospital de Câncer de 

Barretos e a Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP). Em 2009, com 

a inauguração do Instituto de Ensino e Pesquisa (IEP) na unidade, iniciou-se o processo de 

credenciamento do Biobanco institucional juntamente com a Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP), processo concluído em 2012. 

 

1.2.1 Número de amostras e pacientes 

Considerado um dos três maiores bancos de tumores do Brasil, atualmente possui 

cerca de 252.069 amostras biológicas armazenadas, as quais são divididas em Biobanco, que 

incluem amostras coletadas de forma prospectiva como parte das atividades do Biobanco, e 

amostras atreladas a projetos de pesquisa específico, denominadas Biorrepositório. Além 

disso, parte do acervo de amostras Biobanco (12%), são amostras controles, coletadas de 

indivíduos saudáveis (Figura 3). 
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Fonte: Indicadores BB-HCB. 

Figura 3 - Número de amostras biológicas armazenadas no Biobanco do Hospital de Câncer 

de Barretos(BB-HCB) até dezembro de 2019, divididas em amostras de Biobanco e 

Biorrepositório. 

 

 As amostras biológicas armazenadas no BB-HCB foram coletadas de 43.933 

participantes, tanto do acervo Biobanco como Biorrepositório, provenientes de diferentes 

regiões do Brasil (norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul), conferindo uma alta 

representatividade genética da população brasileira. Os participantes são recrutados na 

unidade hospitalar I (adulto e infantil), e unidades móveis (carreta ou van) que percorrem a 

região do município. 

Participantes da região sudeste, onde o HCB está localizado, são os mais 

representativos, cerca de 75%, seguido da região centro-oeste com 16% e norte com 6%. As 

regiões nordeste e sul possuem o menor número de participantes com amostras 

armazenadas, 2 % e 1 % respectivamente (Figura 4). 

 

 

86%
(216.128)

14%
(35.941)

Biobanco Biorrepositório
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Fonte:Indicadores BB-HCB. 

Figura 4 - Distribuição espacial dos participantes que possuem amostras biológicas 

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

 

1.2.2 Tipos tumorais coletados 

O BB-HCB possui uma ampla representatividade de amostras tumorais sítios 

específicas de indivíduos adultos (≥ 20 anos) de ambos os sexos que incluem sistema nervoso 

central, pele, mama, sistema hematológico, ginecológico, urológico e digestivo, além de 

cabeça e pescoço, tórax e ortopedia (Figura 5). 
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Fonte:Indicadores BB-HCB. 

Figura 5 - Os diferentes tipos tumorais armazenados no Biobanco do Hospital de Câncer de 

Barretos (BB-HCB). 

 

 Em homens as quatro topografias que possuem maior porcentagem de amostras 

armazenadas, são cabeça e pescoço (29%), digestivo alto (17%), digestivo baixo (16%) e trato 

geniturinário (12%). Enquanto em mulheres, mama (28%), digestivo baixo (20%), trato 

ginecológico (13%) e cabeça e pescoço (9%), são as mais representativas. Além disso, cerca 

de 3,72% da coleção BB-HCB são amostras de tumores infanto-juvenil, sendo os mais 

representativos troncos e membros (27%), sistema nervoso central (15%) e 

linfonodo/medula óssea (14%). 

 

1.2.3 Tipos de materiais biológicos coletados 

O tipo de material biológico coletado, pode variar de acordo com o tipo de pesquisa, 

em casos de Biorrepositórios. Atualmente o BB-HCB possui cerca de 14 diferentes tipos de 

materiais biológicos armazenados, essa diversidade de amostra é devido aos diferentes 

protocolos de projetos de Biorrepositórios, enquanto que para Biobanco, basicamente são 
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coletadas amostras de sangue (soro, plasma e buffy coat), tecido e medula óssea (coletado 

apenas de crianças) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Tipos de amostras biológicas coletadas para Biobanco e Biorrepositórios. 

Protocolo Biobanco Protocolo Biorrepositório 

Plasma   Plasma 

Buffy coat Buffy coat 

Soro  Soro 

Tecido tumoral Tecido tumoral 

Tecido normal Tecido normal 

Medula óssea Pele 
 

 Escarro 
 

 Urina 

  Citologia líquida (LBC) 

  Teste imunoquímico fetal (FIT) 

  Hemácias 

  Lavado bucal 
    Sangue total 

  

 

As amostras de tecidos (tumoral, normal e metastático) são provenientes de cirurgias 

ou biópsias realizadas na unidade I e hospital infantil das seguintes especialidades: 

neurocirúrgica, melanoma, mastologia, hematologia, ginecologia, digestivo baixo, digestivo 

alto, cabeça e pescoço, urologia, tórax e ortopedia, 

 

1.2.4 Equipe e fluxo de trabalho 

Incialmente a equipe do BB-HCB era composta basicamente por seis pessoas, sendo 

dois biologistas, trabalhando diretamente na parte técnica e manipulação de amostras, dois 

auxiliares administrativo, um patologista e um biomédico responsáveis pela coordenação do 

setor. Com o objetivo de melhoria e adequação de processos, o número de funcionários 

dobrou. Atualmente, a equipe é composta por 12 pessoas, sendo três biologistas, dois 

assistentes administrativos, duas coordenadoras de projetos, duas estagiárias, um técnico 

para avaliação macroscópica da área tumoral, e uma biomédica e uma patologista 

responsáveis pela coordenação.  

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

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

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

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

 

A etapa inicial envolve o processo ético de consentimento do possível participante 

da pesquisa, através da aplicação do TCLE, executada por duas coordenadoras de pesquisa 

do Biobanco, onde irá autorizar ou não a sua participação em pesquisa bem como a coleta 

do seu material biológico. Existem dois formatos padrão de TCLE utilizados pelo BB-HCB, um 

é aplicado em pacientes oncológicos ou com suspeita de câncer (Anexo A) e o outro em 



23 
 

indivíduos sem câncer (Anexo B) atendidos nas unidades de prevenção, ambos TCLEs foram 

aprovados pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP).  

Conforme citado anteriormente, o BB-HCB também armazena material biológico 

vinculado a projetos específicos, denominados Biorrepositórios, nesse caso a aplicação do 

TCLE é feita por coordenadoras de projetos do NAP (Núcleo de Apoio a Pesquisa), 

responsáveis pela aplicação do TCLE do Biobanco juntamente com o TCLE específico do 

projeto. Além disso, os critérios de inclusão e tipo de material biológico coletado seguem um 

fluxo diferente das amostras coletadas para Biobanco.  

Por fim, após o consentimento do participante da pesquisa é feito a coleta do 

material biológico. Para Biobanco são coletados aproximadamente 25ml de sangue, 

equivalente a 4 tubos de coleta BD Vacuntainer EDTA ® e 1 tubo gel BD SST ® advance com 

ativador de coágulo. Os tubos são identificados e encaminhados para o biologista do 

Biobanco, responsável pelo processamento e cadastro da amostra. Primeiramente o sangue 

é fracionado em soro e plasma, através da plataforma automatizada Genesis Freedon® 

(Tecan) e o buffy coat é retirado manualmente. Após a obtenção das alíquotas, as amostras 

são cadastradas de maneira que as informações do participante da pesquisa sejam 

associadas à amostra, bem como a localização específica do freezer em que ficarão 

armazenadas até o momento de serem solicitadas pelo pesquisador. Todas as amostras são 

colocadas em criotubos, resistentes a baixas temperaturas, e identificadas através de código 

de barras.  

A próxima etapa consiste em realizar a coleta de tecido tumoral dos mesmos 

participantes que tiveram seu sangue anteriormente coletado. As peças provenientes de 

cirurgias, são encaminhadas a sala de congelação do centro cirúrgico, onde um técnico 

juntamente com um médico patologista fará a coleta de material para diagnóstico do 

paciente e um fragmento ( ≅1 cm) excedente que será destinado para pesquisa 43,44
. Os 

fragmentos selecionados para fins de pesquisa, sãos congelados rapidamente em vapor de 

nitrogênio e submetidos à técnica de macrodissecção, onde o fragmento é cortado em fina 

espessura, transferido para uma lâmina e corado em HeE. Apenas amostras que tiverem área 

neoplásica ≥ 60 % e até 20% de necrose são enviadas para o BB-HCB. As amostras 

qualificadas permanecem armazenadas em galão de nitrogênio em vapor, até o momento 

de serem enviadas ao BB-HCB, juntamente com as informações da macrodissecção, inseridas 

no sistema de gerenciamento de amostras. Tecidos de biópsias não são submetidas a este 
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controle de qualidade antes de serem armazenadas no BB-HCB, somente no momento em 

que são solicitadas para pesquisa, quando existe mais de um fragmento que possibilite a 

realização da técnica, bem como a extração de DNA/RNA do material. O processo de 

cadastro e armazenamento segue da mesma forma feita em amostras de sangue, citado à 

cima.  

O fluxo de saída de amostras envolve sete etapas: aprovação do projeto via CEP 

(Comitê de Ética em Pesquisa), solicitação do pesquisador, levantamento das posições e 

disponibilidade das amostras, localização das amostras fisicamente, extração de ácidos 

nucléicos, controle de qualidade, preparo das alíquotas e envio (Figura 5). 

O processo de saída das amostras, para utilização em pesquisa, inicia-se com a 

elaboração de um projeto de pesquisa que contemple utilização de amostras biológicas 

criopreservadas no BB-HCB. Antes de submeter o projeto ao CEP, o pesquisador deve entrar 

em contato com a secretaria do BB-HCB para realizar o levantamento de disponibilidade de 

amostras, de acordo com o tipo de material biológico e topografia que o pesquisador 

necessita. Sendo assim, a secretaria do Biobanco fornece uma listagem com a 

disponibilidade de amostras, que atendam os critérios de inclusão do projeto, a qual faz 

parte da documentação requerida pelo CEP no momento de cadastrado do projeto pela 

plataforma Brasil.  

Após a aprovação do projeto via CEP, o pesquisador pode solicitar a retirada das 

amostras para o setor administrativo do BB-HCB, que fará primeiramente a conferência de 

toda a documentação do projeto e levantamento das posições onde as amostras encontram-

se armazenadas. O biologista é o responsável por localizar fisicamente as amostras bem 

como a extração de ácidos nucléicos utilizando a plataforma automatizada QIAsymphony® 

(QIAgen). Em caso de solicitação de DNA/RNA de tecidos, é realizado primeiramente a 

técnica de macrodissecção, a fim de aferir a porcentagem e tecido tumoral/normal e 

necrose, somente após esse processo, é feita a extração do material biológico.  

Após a extração, as amostras de DNA/RNA são submetidas a análise de controle de 

qualidade, que consiste em mensurar o rendimento e pureza do material, antes do envio 

para o pesquisador. Em alguns casos, o pesquisador também pode solicitar a análise de 

integridade das amostras, mediante ao fornecimento do kit necessário para realização.  

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

TTMB (Termo de Transferência de Material Biológico) e relatório de qualidade, documentos 
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com informações das amostras, que deverá ser assinado pelo pesquisador, coordenação do 

Biobanco e biologista responsável pela entrega do material. As amostras originais que 

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

 

1.2.5 Comitê Biobanco 

O BB-HCB possui um comitê científico, composto por cinco membros e um secretário, 

cujo objetivo é a discussão de temas relacionados a regulamentação da utilização, 

armazenamento e manipulação de material biológico humano para fins de pesquisa. Sendo 

assim, são as principais atribuições do Comitê BB-HCB: 

a) Definir diretrizes para a liberação e distribuição de amostras biológicas alocadas 

nas dependências da Hospital de Câncer de Barretos sob sua guarda; 

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

c) Apreciar, diretamente ou através de comissão especial, os projetos de pesquisa 

que visem à utilização das amostras biológicas respeitando a políticas de propriedade 

intelectual do HCB; 

d) Fazer planejamento e estabelecer critérios de que maneira as amostras biológicas 

serão disponibilizadas para os projetos aprovados. Seguindo política institucional de acordo 

com procedimentos operacionais padrão (POP). 

Em caso de não adequação dos itens por parte do pesquisador, o mesmo poderá ficar 

impedido de utilizar novas amostras. 

 

1.2.6 Infraestrutura 

  O BB-HCB possui uma moderna infraestrutura, associada ao Centro de Pesquisa de 

Oncologia Molecular (CPOM), com cerca de 100 m². Essa área é dividida em laboratório, duas 

salas de freezers e uma sala de congelação, integrada à sala de congelação do departamento 

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

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

laboratório, sala de freezers e sala de congelação. 

  

O laboratório é o local onde é feito o recebimento e processamento de material 

biológico e genético, para tanto é equipado com diferentes máquinas. O equipamento 

Genesis Freedom® (Tecan), utilizado na rotina de processamento de sangue possui 

capacidade de pipetar e aliquotar até 62 amostras de plasma e/ou soro de acordo com o 

volume que o operador determinar. Para extração de material genético, a partir de qualquer 

material biológico, é utilizado a plataforma automatizada QIAsymphony® (QIAgen), capaz de 

extrair 96 amostras em até 4 horas. O equipamento criostato (Leica), instalado tanto no 

laboratório quanto na sala de congelação do centro cirúrgico, é utilizado na técnica de 

macrodissecção, que consiste em fazer o corte histológico dos tecidos em temperatura de 

congelamento, a fim de saber a porcentagem de tumor e necrose da amostra. Em se 

tratando de controle de qualidade do material genético, o laboratório é equipado com dois 

sistemas de eletroforese microfluídica, Bioanalyzer e TapeSatation (Agilent), dois 

espectrofotômetros, Nanodrop 2000 e Nanodrop one e um fluorômetro, Qubit2.0 

(ThermoFisher). 
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A sala em que os freezers ficam alocados possui um sistema de monitoramento de 

CO2, que pode ser acionado em caso de emergência, bem como um monitoramento de 

temperatura ambiente o qual emite um alerta caso a temperatura da sala ultrapasse os 22° 

C. Além disso, a sala de freezer possui acesso restrito, podendo ter acesso apenas membros 

da equipe, plantonistas e pessoas autorizadas.  

Atualmente o BB-HCB possui 13 freezers -80°C, com capacidade de 24 a 56 mil 

amostras e 2 freezers -20°C.  Todos os freezers estão conectados 24 horas ao sistema de 

monitoramento Sensorweb, que pode ser acessado a qualquer momento através de um 

computador ou smartphone com acesso à internet (Figura 8). 

 

Fonte:Site sensorweb(www.sensorweb.com.br) 

Figura 8 - Gráfico e estatísticas emitido pelo sistema de monitoramento de freezer 

 

Se houver algum tipo de problema de refrigeração, tanto do equipamento como da 

sala, o sistema realiza chamadas telefônicas e sinal de alerta ao biologista plantonista, o qual 

fica responsável por realizar o plano de contingência, que consiste em transferir todas as 

amostras do freezer para um freezer backup, o qual permanece vazio para ser utilizado em 

situações como esta. Além disso, o sistema de monitoramento também fornece estatísticas 

e gráficos de cada equipamento monitorado de acordo com o período que o usuário solicitar, 

sendo muito útil principalmente em casos de auditorias e/ou intercorrências. 

1.2.7 Procedimentos operacionais padrão  
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Os POPs utilizados pelo BB-HCB são desenvolvidos pelos biologistas juntamente com 

coordenação e o setor de qualidade do Hospital de Câncer de Barretos, a partir dos guias de 

boas práticas da ISBER, NCI e IARC 4,7. A criação dos POPs é considerada uma atividade 

dinâmica que evolui continuamente, portanto diversos procedimentos foram modificados 

e/ou acrescentados no fluxo de rotina do BB-HCB ao longo dos anos. Dentre todas as 

modificações de procedimentos que ocorreram ao longo dos anos, algumas merecem 

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

(Figura 9). 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 9 - Ajustes e melhorias dos Procedimentos Operacionais Padrão (POPs) do 

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

 

As maiores mudanças ocorreram no ano de 2017, incluiu a forma de aplicação do 

consentimento, aumento do volume de sangue coletado, automação de processos e 

aquisição de um software de gerenciamento de amostras específico para Biobanco.  
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Em se tratando da aplicação TCLE, inicialmente (2006) o processo era realizado em 

todas as recepções do Hospital de Câncer de Barretos, no momento da abertura do 

prontuário do paciente, por funcionários da recepção que haviam sido treinados e 

orientados. Com a expansão crescente do Hospital e consequentemente o grande número 

de recepções e rotatividade de funcionários, foi observado que aplicação do TCLE bem como 

a coleta do material não estava sendo totalmente eficaz. Dessa forma, no ano de 2017 esse 

processo foi modificado pelos membros do Comitê do BB-HCB, após reunião, viram a 

necessidade de inclusão de uma pessoa exclusiva para aplicação do TCLE. Assim, foi 

integrada na equipe do BB-HCB, uma coordenadora de projetos para atender essa demanda, 

responsável não só pela aplicação direta do termo, mas também o gerenciamento e 

recrutamento de participantes, coleta do material, capacitação e monitoramento contínuo 

da equipe. Essa mudança melhorou significativamente tanto o processo da aplicação de 

termo como de qualidade do material coletado, uma vez que o mesmo passou a ter um 

critério maior de tempo de coleta, processamento e redução na taxa de hemólise. 

A alteração no aumento da quantidade de sangue coletado por participante da 

pesquisa, foi devido ao crescente número de pesquisa de biópsia líquida. Dessa forma, a 

coleta passou de 13 ml de sangue do paciente, correspondente a 1 tubo gel BD SST ® advance 

e 1 tubo de coleta BD Vacutainer EDTA ®, para 25 ml de sangue, correspondente a 1 tubo gel 

BD SST ® advance e 4 tubos de coleta BD Vacuntainer EDTA ®. Essa alteração possibilitou a 

utilização das amostras de plasma em projetos de biópsia líquida, o qual necessita de um 

maior volume de plasma para validação da técnica. Com o aumento da quantidade de sangue 

coletado, foi necessário ajustar a forma de processamento, feita manualmente desde o 

início. Para tanto, foi adquirido um pipetador automático Genesis Freedom® (Tecan), com 

capacidade de processamento de 64 amostras em 30 minutos. A aquisição do equipamento 

otimizou bastante o processamento das amostras, possibilitando a entrada de uma maior 

quantidade de amostras sem a necessidade de aumento do quadro de funcionários.  

A troca de software de gerenciamento de amostras impactou positivamente em 

melhorias de qualidade da informação, agilidade do processo e sustentabilidade do setor 

pois o software é habilitado para sinalizar as posições dos freezers que estão vazias, 

reduzindo a necessidade de compra de novos freezers (Figura 10). Inicialmente era utilizado 

o software SISonco, desenvolvido e utilizado pelo Hospital de Câncer de Barretos, devido as 

suas limitações e busca por melhorias, foi adquirido o software NorayBanks (NorayBio), 
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utilizado mundialmente por outros Biobancos. Outro sistema que foi adquirido, foi o de 

monitoramento 24 horas dos freezers. Inicialmente o controle de temperatura era feito 

manualmente pelos biologistas do setor, quatro vezes ao dia, porém além de ser um 

processo demorado, que demandava tempo dos funcionários, não era eficaz. Com a 

aquisição do novo sistema, hoje é possível acessar via internet e em tempo real a 

temperatura de todos os freezers. 

 

 

Fonte: Site Noraybanks(www.noraybio.com) 

Figura 10 - Software de gerenciamento de amostras NorayBanks mostra as posições 

ocupadas (vermelho) e livres (verde) das caixas 

 

Outras mudanças que tiveram grande impacto foi a automação das extrações de 

ácidos nucléicos e o controle de qualidade dos tecidos armazenados através da 

macrodissecção. No ano de 2015, as extrações de material genético feitas manualmente, 

foram padronizados para plataforma automatizada QIAsymphony® (QIAgen). Para a 

implantação desse procedimento, foram feitos vários testes utilizando diferentes 

protocolos, materiais biológicos e volumes de eluição. Atualmente os protocolos utilizados 

pelo BB-HCB são customizados, permitindo executar grandes demandas em um período 
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curto de tempo, além de atender os critérios de qualidade das amostras para utilização em 

pesquisa. A partir de 2018, os tecidos tumorais provenientes de cirurgias e biópsias, 

passaram a ter critério de macrodissecção, antes de serem encaminhados para o BB-HCB. 

Inicialmente, esse critério não era utilizado, sendo assim, amostras com menos de 60% de 

área neoplásica e até mesmo sem tumor, eram armazenadas. A técnica da macrodissecção 

era feita no BB-HCB somente após a solicitação do pesquisador para a utilização da amostra 

em pesquisa, porém era observado uma perca de até 40% das amostras solicitadas. Essa 

mudança foi possível através da colaboração com setor de patologia, que cedeu um técnico 

de macroscopia, responsável pelo corte dos fragmentos e coloração das lâminas, além de 

um patologista que integra a coordenação do BBHCB, responsável por analisar as lâminas. 

Dessa forma, 100% dos tecidos coletados e encaminhados ao Biobanco a partir do ano de 

2018 atende ao critério de qualidade (≥60% de células neoplásicas e 20% de necrose). 

  

1.2.8 Colaboraçõese uso de amostras em projetos de pesquisa 

  O BB-HCB colaborou com diversos projetos de pesquisa, desenvolvidos pelos 

pesquisadores do HCB e em parceria com outras instituições tais como:  AC. Camargo, 

Fiocruz, USP (Universidade de São Paulo), UNESP (Universidade Estadual Paulista), Sírio 

Libanês, NCI, The Cancer Genome Atlas (TCGA), IARC, International Genome Consortium 

(ICGC) e MDAnderson. Até o momento (2006-2019) o BB-HCB forneceu cerca de 26.399 

amostras para diferentes projetos de pesquisa, sendo amostras biológicas enviadas na 

íntegra ou extraídas (DNA/RNA) (Figura11). 
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Figura 11 - Número de amostras (biológicas e ácidos nucléicos) enviadas para pesquisa ao 

longo dos anos. 

 

Inicialmente (2006-2009) o BB-HCB fornecia apenas amostras biológicas na íntegra 

para pesquisadores e instituições parceiras. Em 2010, o BB-HCB começo a realizar as 

extrações de DNA/RNA das amostras biológicas armazenadas, fornecendo-as em forma de 

alíquotas, facilitando e otimizando bastante a pesquisa, além de possibilitar o uso da amostra 

em vários estudos. 

Como parte do Latin American Cancer Program Development (OLACPD) o BB-HCB 

iniciou em 2010 um projeto piloto em parceria com o NCI, cujo objetivo foi caracterizar a 

distribuição do perfil molecular do câncer de mama invasivo nos estágios II ou II em mulheres 

latino-americana. Fizeram parte do estudo uma coorte prospectiva de 200 mulheres em 2 

anos de recrutamento, envolvendo coletada de sangue, tecido de cirurgia e biópsia, dados 

clínicos e extração de DNA e RNA. Outra parceria com o NCI, foi através do projeto TCGA, 

um estudo de grande escala com o objetivo de criar um “atlas” do genoma do câncer. Esse 

projeto envolveu a coleta de tecido tumoral e tecido normal pareados das topografias de 

bexiga, cabeça e pescoço, estômago, esôfago e colo do útero, além de dados clínicos de cada 

participante. Após extração de DNA e RNA das mesmas amostras de tecido e um extenso 

controle de qualidade, o material genético foi analisado por uma variedade de tecnologias 

de microarray e sequenciamentos. As informações geradas por esses projetos, após análise 
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computacional e de bioinformática, foram centralizadas e inseridas em bancos de dados 

públicos 84–89 .  

O primeiro estudo que envolveu análise de exôma deu início em 2014, em parceria 

com o ICGC, o estudo realizou o sequenciamento completo de tecido tumoral e tecido 

normal pareados de 120 participantes portadores de melanoma, criando desta forma um 

perfil mutacional somático e germinativo de melanomas que acometem pacientes 

brasileiros 90 . Desde então, outros projetos de exôma foram realizados em diferentes tipos 

tumorais, tais como: pulmão, esôfago, mama e cólon retal. O BB-HCB também foi objeto de 

estudo em uma tese de doutorado realizada em parceria com a Universidade de São Paulo 

(USP), afim de avaliar a interferência do tempo de isquemia fria na qualidade do RNA 

extraído de amostras de tecido tumoral de mama, estômago e colorretal 20,60. Atualmente o 

BB-HCB possui cerca de 70 projetos de pesquisa ativos e 68 já finalizados, além de 

contribuírem com a pesquisa translacional em câncer, esses estudos auxiliaram o BB-HCB na 

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

 

  No contexto de Biobancos, diferentes fatores pré-analíticos influenciam a qualidade 

das amostras, sendo o tempo de armazenamento um fator que pode afetar a qualidade das 

amostras armazenadas por períodos indeterminados. Portanto, é essencial que os Biobancos 

assegurem a qualidade das amostras fornecidas para pesquisa. 

  O BB-HCB atualmente é considerado um dos maiores Biobancos da América Latina. 

Considerando o longo período de amostras armazenadas no BB-HCB, a implementação de 

novos POPs ao decorrer dos anos de sua história, a ausência de um estudo sistemático com 

tamanho amostral representativo da coleção bem como a participação em consórcios e 

redes internacionais de pesquisa, se faz necessário mensurara qualidade das amostras 

armazenadasno BB-HCB. Dessa forma, o presente estudo avaliou a integridade das amostras 

armazenadas no período de até nove anos no BB-HCB, a fim de estimar o impacto do tempo 

de armazenamento na qualidade das amostras. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a qualidade das amostras de tecido tumoral, buffy coat e PBMC 

criopreservadas em ultrafreezer -80°C no Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos, ao 

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

 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a viabilidade das amostras de tecido tumoral, através da macrodissecção dos 

fragmentos; 

• Avaliar a integridade e rendimento do DNA/RNA obtido a partir de tecido tumoral, 

através de eletroforese digital e duastécnicas de quantificação, respectivamente; 

• Avaliar a integridade e rendimento do DNA obtido a partir do buffy coat e PBMC, 

através de eletroforese digital e duas técnicas de quantificação, respectivamente; 

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

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

 

4.1 Seleção de casos 

 Este trabalho trata-se de um estudo analítico observacional transversal, o qual 

selecionou aleatoriamente um total de 447 participantes com amostras retrospectivas 

armazenadas no BB-HCB. Como critério de inclusão, foram selecionados participantes que 

tivessem amostras retrospectivas pareadas,tecido tumoral e buffy coat ou tecido tumoral e 

PBMC, no período de 2008 a 2016. Como critério de exclusão, não foram utilizadas amostras 

vinculadas a projetos de pesquisa (Biorrepositório) e amostras de tecido tumoral com 

porcentagem neoplásica < 60% e porcentagem de necrose >20%.  

 O cálculo amostral realizado foi baseado na disponibilidade de amostras pareadas 

coletadas e armazenadas no período de 2008 a2016, considerando-se uma precisão absoluta 

do intervalo de confiança de 9 pontos percentuais e inadequação de 50%. O projeto foi 

desenvolvido no Hospital de Câncer de Barretos- Fundação Pio XII, entre o período de 2016 

a 2020 e contou com a colaboração do departamento de patologia da instituição. 

 A coleta de dados de cada amostra foi realizada através do software SISonco, sistema 

informatizado desenvolvido pelo HBC, com a finalidade de gerenciar as amostras biológicas, 

bem como os dados associados a elas. Através do SISonco foi possível obter as principais 

informações de cada amostra, tais como: data e centro de coleta, topografia, disponibilidade 

da amostra, localização e possíveis intercorrências durante o período de armazenamento. 

 O estudo foi dividido em 3 etapas: pré-extração, extração de DNA/RNA e pós-

extração conforme descrito no fluxograma de trabalho à baixo (Figura 12). 
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Figura 12 - Fluxograma de trabalho dividido em três etapas: pré-extração, extração de 

DNA/RNA e pós-extração. 

 

4.2 Macrodissecção dos tecidos tumorais 

 Todos os tecidos tumorais foram submetidos à macrodissecção (dissecação 

macroscópica do tecido) a fim de mensurar a porcentagem de área neoplásica e necrose, 

para tanto, os fragmentos de tecidos tumorais criopreservados foram inseridos na superfície 

de discos metálicos previamente identificados e preparados com gel Tissue-Tek (O.C.T- 

temperatura ótima de corte) e fixados com água destilada.  

Posteriormente, foi feito o corte histológico de 5 mm do tecido com o auxílio do 

criostato (Leica CM 1850 UV) (Figura 13). Esse equipamento consiste em um micrótomo 

rotatório acondicionado dentro de uma câmara frigorífica com temperaturas de até -35°C, 
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que mantém o tecido congelado. Após o corte, o fragmento de tecido foi coletado em 

lâminas para microscopia e submetidos à coloração HE (hematoxilina-eosina). 

Por fim, as lâminas foram analisadas por um médico patologista, através de um 

microscópico, que avaliou a porcentagem de tumor e necrose de cada amostra. Todos os 

tecidos tumorais com porcentagem <60% de tumor e >20% de necrose, foram excluídos para 

extração de DNA/RNA. A técnica de macrodisseção foi utilizada como critério para aferir a 

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

 

 

Fonte: Arquivo pessoal 

Figura 13 - (A) Macrodissecção dos tecidos tumorais utilizando o aparelho criostato (Leica 

CM 1850 UV). (B) Seleção do fragmento, após análise do patologista. 

 

4.3 Extração de DNA e RNA total de tecidos tumorais 

 Os tecidos tumorais qualificados na macrodissecção foram pesados e divididos em 

dois fragmentos, um para a extração de DNA e o outro para a extração de RNA. Amostras 

com fragmentos pequenos, com quantidade insuficiente para extração de DNA e RNA, 

optamos por utilizar o fragmento apenas para extração do DNA visto que para a realização 

do teste de STR é necessário o DNA do tecido tumoral. Para a extração de ambos os ácidos 

nucléicos foram utilizados de 20 a 30 mg de tecidos. 

Para extração de DNA, em torno de 20 a 30mg dos tecidos foram transferidos para 

tubos contendo esferas de cerâmica e 230 ul de tampão de lise (ATL- Qiagen). Esses tubos 

foram colocados no equipamento homogeneizador de tecidos Precellys 24 (Bertin 

Technologies) (Figura 14), a fim de se realizar a maceração completa dos tecidos e, portanto, 
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liberação do material genético. Utilizamos a programação de 2 ciclos de 10 segundos a 6.500 

RPM. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 14 - Equipamento de homogeneização Precellys 24 (Bertin Technologies), utilizado no 

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

 

 

Após a maceração pelo equipamento Precellys 24(Bertin Technologies), as amostras 

foram submetidas a centrifugação durante 1 minuto a 8.000 RPM. Em seguida, com o auxílio 

de uma pipeta, foi coletado o sobrenadante de cada amostra, sem resquícios de fragmentos 

sólidos de tecido, e adicionado 20 ul de proteinase K. Posteriormente, as amostras foram 

transferidas para o equipamento Thermomixer (Eppendorf), para incubação a temperatura 

de 56ºC e 700 RPM, por 2 horas. Em seguida as amostras foram retiradas do equipamento e 

mantidas na bancada, até atingirem temperatura ambiente (de 15 a 25°C). Por fim, foi 

adicionado 4 ul de RNase (100 mg/ml) (Qiagen) em cada amostra e homogeneizado em 

vórtex, permanecendo em repouso durante 2 minutos. Posteriormente, as amostras foram 

inseridas no aparelho QIAsymphony (Qiagen) (Figura 15), utilizando o DNA Minikit (Qiagen) 

e o protocolo padronizado denominado Tissue_200_LC, o qual utiliza 230ul de amostras e 

50 ul de volume de eluição.  
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Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 15 - Equipamento Qiasymphony (Qiagen), plataforma automatizada utilizada para a 

extração de ácidos nucléicos. 

 

A separação dos fragmentos para extração de RNA das amostras tumorais, foi 

realizada em área devidamente descontaminada utilizando a solução RnaseZAP ™ (Ambion), 

a fim de remover completamente potenciais enzimas RNases comumente presentes em 

superfícies. Em seguida, os fragmentos de tecidos, previamente pesados e identificados, 

foram transferidos para tubos com esferas de cerâmica e 400 ul de uma solução contendo 

2-Mercapoetanol (Sigma) e RTL plus (Qiagen), na proporção de 1:100, respectivamente. 

Posteriormente, os tubos foram inseridos no equipamento Precellys 24 (Bertin 

Technologies), utilizando a programação de 2 ciclos por 10 segundos sob centrifugação a 

6.500 RPM durante 3 minutos na velocidade máxima. Por fim, com o auxílio de uma pipeta, 

foi coletado o sobrenadante de cada amostra, sem resquícios de fragmentos sólidos de 

tecido, transferidos para tubos de 2ml (Sarstedt) e colocados no aparelho QIAsymphony 

(Qiagen). Para extração de RNA, foi utilizado o RNA kit (Qiagen), utilizando o protocolo 

RNA_400 padronizado para extração de RNA de tecido, e um volume de entrada da amostra 

de 430 ul e volume de eluição de 50 ul. 
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4.4 Extração de DNA de buffy coat e PBMC 

Primeiramente, as amostras de buffy coat (cerca de 500 ul), contendo hemácias, 

foram descongeladas no equipamento Thermomixer (Eppendorf) a uma temperatura de 

37°C, submetidas a 200 RPM de centrifugação a temperatura ambiente (15-25°C). 

Posteriormente, foi adicionado 4 ul de RNase A (100 mg/ml) (Qiagen), em cada amostra, e 

em seguida homegeinizado sob vórtex, permanecendo em repouso durante 2 minutos. 

Seguidamente, todo conteúdo foi transferido para tubos de de 2 ml (Sarsted) e inseridos no 

equipamento QIAsymphony (Qiagen). Para a extração utilizamos o DNA Midi Kit (Qiagen) e 

o protocolo automatizado customizado DNA_Blood_400, com volume de entrada de 

amostra de 500 ul e um volume de eluição de 50 ul. 

Para as mostras de sangue armazenadas como PBMC, fizemos extração do material 

genético utilizando kits comerciais (não a plataforma automatizada QIAsymphony),uma vez 

que por terem sido armazenadas como pellet de celulas, não é possível utilizar a plataforma 

automatizada. Inicialmente estas amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, 

com posterior adição de 200 ul de tampão fosfato-salino, 200 ul de tampão AL (Qiagen) e 20 

ul de protease e levadas ao equipamento Thermomixer (Eppendorf) para incubação à 56°C 

por  15 a 20 minutos. Posteriormente, foi adicionando em cada amostra, 4 ul de RNase A 

(100 mg/ml) (Qiagen), seguido de etapas de lavagem utilizandoas soluções do DNA Blood 

Mini Kit (Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.5 Avaliaçãodo rendimento das amostras de DNA e RNA total 

 Para a avaliação do rendimento do material genético, tanto DNA quanto RNA, foi 

utilizado duas metodologias diferentes de quantificação: espectrofotômetria (Nanodrop 

2000, ThermoFisher) e fluorimetría (Qubit 2.0, ThermoFisher) (Figura 16). 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 16 - (1) Espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e (2) Fluorímetro Qubit 

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

 

Foi utilizado os kits dsDNA BR (Broad-Range, ThermoFisher) e RNA- BR(Broad-

Range,ThermoFisher), para avaliação do rendimento por fluorimetria, seguindo as 

recomendações do fabricante. 

 

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

A integridade do material genético, tanto DNA quanto RNA, foi avaliada utilizando o 

sistema de eletroforese microfluídica TapeStation 4200 (Agilent) (Figura 17), utilizando o kit 

DNA genomic e RNA Screen Tape Assay (Agilent), seguindo as recomendações do fabricante. 

Esta análise nos permitiu obter o número de integridade do DNA (DIN) e do RNA (RIN), em 

que o valor 1 indica que a amostra está totalmente degradada e o valor 10 indica que a 

mesma está totalmente íntegra,sendo o valor ≥ 7 considerado aceitável para a maioria das 

aplicações para analises moleculares62. 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

Figura 17 - Imagens geradas pelo equipamento TapeStation 4200, representando a 

integridade da amostraatravés do gel virtual, eletroferograma e número de integridade do 

RNA (RIN). 

 

4.7 Análise de STR  

A fim de se avaliar a autenticidade do material genético (DNA), realizamos a análise 

de STR (Short Tandem Repeat) das amostras de tecido tumoral e buffy coat, provenientes do 

mesmo participante da pesquisa. 

O protocolo utilizado foi de acordo com Dirks et al.68,91. Primeiramente as amostras 

foram submetidas à reação em cadeia de polimerase (PCR), utilizando 1 ul de amostra de 

DNA a 50 ng/ul, kit comercial PCR multiplex (Qiagen) e um conjunto de nove pares de primers 

(Tabela 03). Todos os primers forwards foram marcados por fluorescência FAM ™ ou JOE ™ 

(ThermoFisher). O protocolo de ciclagem térmica foi: 95°C por 15 minutos, 95°C por 30 

segundos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensão final a 72°C por 30 minutos. 

Após a reação de PCR, as amostras foram preparadas para reação de 

sequenciamento, utilizando 1ul do produto da PCR diluído em água ultrapura (1:60), 

formamida deionizada (ThermoFisher) e reagente padrão Genescan 500ROX (ThermoFisher). 

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

GeneMapper (Applied Biosystems). 

 

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

Alelo D5s818 D13S317 D7S820 S16S539 vWa TH01 TPOX CSF1P0 Amelogenin 

3 
     

169 
  

209=X 

4 
     

173 
  

215=Y 

5 
 

164 212 266 
 

177 220 287 
 

6 114 168 216 270 
 

181 224 291 
 

7 118 172 220 274 
 

185 228 295 
 

8 122 176 224 278 
 

189 232 299 
 

9 126 180 228 282 
 

193 236 303 
 

9.3 
     

196 
   

10 130 184 232 286 118 197 240 307 
 

11 134 188 236 290 122 201 244 311 
 

12 138 192 240 294 126 205 248 315 
 

13 142 196 244 298 130 
 

252 319 
 

14 146 200 248 302 134 
 

256 323 
 

15 150 204 252 306 138 
  

327 
 

16 154 
   

142 
  

331 
 

17 158 
   

146 
    

18 
    

150 
    

19 
    

154 
    

20 
    

158 
    

21 
    

162 
    

22 
    

166 
    

23         170         

*pares de base 

Fonte: Wilhelm e Drexler 68 

  

4.8 Coleta de dados e análises estatísticas 

Os dados obtidos foram inseridos na plataforma web REDCap por meio de uma ficha 

de coleta de dados (Anexo C) elaborada juntamente com a equipe de estatísticos do Hospital 

de Câncer de Barretos, e para realizar as análises estatísticas foi utilizado o SPSS software, 

versão 15.0.  

A significância estatística adotada foi de 0,05, portanto valores de p menores que 

0,05 foram considerados significativos. Além disso, foi utilizado a área abaixo da curva ROC 

(Receiver Operating Characteristic) para determinar o cutoff no tempo de armazenamento 
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que fosse capaz de discriminar amostras degradas (DIN/RIN <7) e íntegras (DIN/RIN ≥ 

7),utilizando como critério a maior soma entre a sensibilidade e especificidade.  

O parâmetro qualitativo do DNA e RNA foi comparado com o tempo de 

armazenamento das amostras, tipo de topografia (tecido), tipo de amostra sanguínea (buffy 

coat ou PBMC) e temperatura de armazenamento. O parâmetro quantitativo foi comparado 

ao tipo de topografia (tecido), tipo de amostra sanguínea (buffy coat ou PBMC) e 

metodologia de quantificação. Para as referidas comparações foi utilizado o teste de qui-

quadrado. O modelo de regressão logística foi ajustado para verificar o efeito da 

temperatura de armazenamento sob a integridade das amostras de DNA buffy coat, através 

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

 

4.9 Aspectos éticos 

O projeto possui aprovação do comitê de ética em pesquisa (CEP) do Hospital de 

Câncer de Barretos, cujo número é 1207/2016 e CAAE 58927716.0.0000.5437 (Anexo C), 

atendendo aos critérios éticos em conformidade com a resolução CNS 466/12.  Como se trata 

de um estudo de risco mínimo aos participantes e que não haverá benefício aos mesmos, foi 

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

 

5.1 Seleção de casos 

De acordo com os critérios de inclusão e exclusão, foram selecionados 

aleatoriamente 447 amostras de tecido tumoral, 362 amostras de buffy coat e 38 amostras 

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

 

5.2 Macrodissecção dos tecidos tumorais 

 Das 447 amostras de tecido tumoral selecionadas, 130 (29%) foram excluídas na 

macrodissecção e um total de 317 (71%) foram consideradas qualificadas para utilização. 

Observamos que a diferença na frequência de exclusão foi estatisticamente significativa 

entre as topografias (p<0,001). As topografias com maior frequência de exclusão foram: 

trato genital masculino (55%), tronco e membros (ossos partes moles) (43%) e digestivo 

baixo (36%) (Figura 18). 

 

 

Figura 18 - Porcentagem de amostras excluídas na macrodissecção de acordo com o tipo de 

topografia. 
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5.3 Avaliação da integridade do DNA/RNA das amostras de tecido tumoral e o tempo de 

armazenamento 

A partir das 317 amostras de tecido tumoral qualificados, realizamos a extração de 

DNA no entanto para extração de RNA total só foi possível em 190 tecidos desta casuística. 

Utilizando a área abaixo da curva ROC,o cutoff no tempo de armazenamento para as 

amostras de DNA de tecido tumoral foi de 8.1 anos (p < 0,001) e de RNA 4.5 anos (p = 0, 003). 

(Tabela 4). 

 

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

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

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

DNA tecido  8.1 anos 0,68 0,60-0,76 0,70 0,69 <0,001 

   

 

   
RNA tecido 4.5 anos 0,64 0,55-0,74 0,83 0,46 0,003 

*Área á baixo da curva (Area Under the Curve-AUC) 

**Intervalo de Confiança (IC) 

 

 

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

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

≥ 7 e apenas 8% DIN < 7, em contra partida, no segundo grupo 68% das amostras possuem 

DIN ≥ 7 e 32% DIN <7 (p<0,001) (Figura 19). 

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

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

< 7 e 45% RIN ≥ 7, em contra partida, no segundo grupo 83% das amostras possuem RIN < 7 

e 17% RIN  ≥7 (p<0,001) (Figura 19). 
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Figura 19 - Frequência de amostras com DIN/RIN ≥7 e <7 em relação ao tempo de 

armazenamento, ≥ 8.1 anos e < 8.1 anos para amostras de DNA e <4.5 anos e ≥  4.5 anos 

para amostras de RNA. 

 

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

topografia 

 Em relação a integridade, observou-se que não houve diferenças com significância 

estatística em relação a frequência de amostras com DIN<7 e ≥7 entre os tipos de 

topografias(p=0,15). Amostras das topografias de pele, tórax e sistema nervoso central 

tiveram maior frequência de valores DIN < 7, 36%, 29% e 25%, respectivamente. Em contra 

partida, as amostras das topografias trato urinário, trato genital masculino e trato 

ginecológico, foram as que tiveram maior frequência de valores DIN ≥7, 95%, 93% e 

94%respectivamente (Tabela5). 
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Tabela 5 - Frequência de amostras com DIN <7 e ≥ 7 em relação ao tipo de topografia. 

Topografia 
DIN 

Valor de p 
< 7 ≥ 7 

Pele 4 (36%) 7 (64%) 

0,15 

Tórax (pulmão, coração e mediastino) 4 (29%) 10 (71%) 

Sistema nervoso central 4 (25%) 12 (75%) 

Mama 10 (24%) 31 (76%) 

Cabeça e pescoço 6 (23%) 20 (77%) 

Digestivo alto 12 (21%) 45 (79%) 

Tronco e membros (ossos e partes moles) 3 (18%) 14 (82%) 

Linfonodos e medula óssea 3 (17%) 15 (83%) 

Digestivo baixo 4 (13%) 27 (87%) 

Trato ginecológico 3 (6%) 50 (94%) 

Trato genital masculino 1 (7%) 13 (93%) 

Trato urinário 1 (5%) 18 (95%) 

 

 Em relação a integridade das amostras de RNA total, observou-se que não houve 

diferenças com significância estatística em relação a frequência de amostras RIN < 7 e ≥7, 

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

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

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

nervoso central foram as que tiveram maior frequência de valores RIN ≥7, 40%, 38% e 36% 

respectivamente (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Frequência de amostras com RIN <7 e ≥ 7 em relação ao tipo de topografia. 

Topografia 
RIN 

Valor de p 
< 7 ≥ 7 

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

0,18 

Tórax (pulmão, coração e mediastino) 6 (100%) 0(0%) 

Pele 9 (90%) 1 (10%) 

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

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

Trato ginecológico 21 (78%) 6 (22%) 

Cabeça e pescoço 13 (76%) 4 (24%) 

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

Trato urinário 12 (75%) 4 (25%) 

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

Mama 20 (62%) 12 (38%) 

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

 

 

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

armazenamento 

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

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

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

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

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

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

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

   

 

   

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

*Área á baixo da curva (Area Under the Curve-AUC) 

**Intervalo de Confiança (IC) 

 

 Ao agrupar as amostras de DNA de buffy coat em dois tempos diferentes de 

armazenamento, < 8 anos e ≥ 8 anos, observou-se que no primeiro grupo 95%  das amostras 

apresentam DIN ≥ 7 e apenas 5% DIN < 7, em contra partida, no segundo grupo 74% das 

amostras apresentam DIN ≥ 7 e 26% DIN < 7 (p<0,001) (Figura 20).  

 Ao agrupar as amostras de DNA de PBMC em dois tempos diferentes de 

armazenamento, < 7.2 anos e ≥ 7.2 anos, observou-se que no primeiro grupo 96%  das 

amostras apresentam DIN ≥ 7 e 4% DIN < 7, por outro lado, no segundo grupo 54% das 

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

 

 

Figura 20 - Frequência de amostras com DIN ≥7 e <7 em relação ao tempo de 

armazenamento, < 8 anos e ≥ 8 anos para amostras de buffy coat e< 7.2 e ≥ 7.2 anos para 

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

 

 Um total de 171 amostras de buffy coat e 37 amostras de PBMC permaneceram 

armazenadas de 2 à 7 anos em freezer -30°C , antes de serem transferidas para um ultra-

freezer -80°C, enquanto que 191 amostras de buffy coat e apenas 1 amostra de PBMC 

permaneceram armazenadas todo período apenas em -80°C. Ao comparar o valor do DIN 

das amostras armazenadas em -30°C e -80°C, observou-se uma frequência maior de 

amostras com valores de DIN < 7 (26%) no primeiro grupo, em relação ao segundo grupo 

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

 

 

Figura 21 - Frequência de amostras com valor de DIN < 7 e ≥ 7, armazenadas em 

temperatura -80°C e -30°C. 

 

Além disso, a partir do modelo de regressão logística ajustado para o tempo de 

armazenamento, foi possível observar uma maior chance (OR= 72,1) das amostras de buffy 

coat armazenadas em -30°C estarem degradadas (DIN <7) quando comparadas com as 

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

 

Tabela 8 - Modelo de regressão logística ajustado para o tempo de armazenamento 

Temperatura de armazenamento OR IC 95% p 

-80°C 1 - - 

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

Um total de 317 amostras de DNA e 190 amostras de RNA de tecido tumoral,foram 

avaliadas quanto ao seu rendimento. O rendimento médio das amostras de DNA de tecido 

tumoral variou significativamente em relação ao tipo de topografia (p<0,001) (Tabela 7). 

Dessa forma, observou-se um maior rendimento das amostras de DNA das topografias de 

linfonodos e medula óssea (362 ng/ul), pele (324 ng/ul), trato ginecológico (307 ng/ul) e trato 

urinário (240 ng/ul) (Tabela 9). 

Do mesmo modo, o rendimento das amostras de RNA de tecido tumoral também 

variou significativamenteem relação ao tipo de topografia (p<0,005) (Tabela 7). Observou-se 

um maior rendimento das amostras de RNA das topografias de linfonodos e medula óssea 

(552 ng/ul), pele (473 ng/ul), digestivo baixo (455 ng/ul) e trato ginecológico (418 ng/ul) 

(Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Rendimento em ng/ul das amostras de DNA e RNA de tecido tumoral em relação 

ao tipo de topografia. 

Topografia 
Mediana 

DNA  
Valor de p 

Mediana  

RNA  
Valor de p 

Linfonodos e medula óssea 362 

< 0,001 

552 

< 0,005 

Pele 324 473 

Trato ginecológico 307 418 

Trato urinário 240 189 

Cabeça e pescoço 235 222 

Digestivo baixo 232 455 

Sistema nervoso central 203 154 

Tronco e membros (ossos e partes moles) 188 202 

Mama 184 156 

Trato sexual masculino 169 228 

Digestivo alto 135 274 

Tórax (pulmão, coração e mediastino) 73 161 
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5.8 Avaliação do rendimento das amostras de buffy coat e PBMC 

Foi avaliado o rendimento do DNA de 362 amostras de buffy coat e 38 amostras de 

PBMC (Tabela 10). O volume inicial das amostras de buffy coat foi de 500 ul, enquantopara 

PMBC, por se tratar de uma amostra de pellet,não foi possível mensurar o volume.O 

rendimento médio das amostras de DNAvariou significativamente entre amostras de PBMC 

ebuffy coat, sendo menor em amostras PBMC (50 ng/ul) e maior em amostras de buffy coat 

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

 

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

Tipo de amostra Mediana  DP*  Mínimo Máximo  Valor de p 

DNA PBMC 50 50 14 264 

<0,001 
DNA Buffy coat 145 96 5 424 

*Desvio Padrão 

 

5.9 Comparação entre os métodos de quantificação 

Foi avaliado ainda o rendimento de 317 amostras de DNA e 190 amostras de RNA de 

tecido tumoral, utilizando duas metodologias de quantificação. Observou-se uma 

superestimação dos valores de rendimento (ng/ul) na quantificação por nanodrop quando 

comparado com a quantificação por Qubit. A diferença na quantificação entre os dois 

métodos foi considerada significativa tanto para amostras de DNA (p<0,001), quanto para 

amostras de RNA (p<0,001) (Figura 22). 
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Figura 22 - Comparação entre os métodos de quantificação (nanodrop e qubit) de DNA e 

RNA de tecido tumoral 

 

Da mesma forma, foi avaliado o rendimento do DNA de 362 amostras de buffy coat 

e 38 amostras de PBMC. Também se observou uma superestimação dos valores de 

rendimento na quantificação por nanodrop quando comparado com a quantificação por 

qubit. A diferença na quantificação entre os dois métodos foi considerada significativa tanto 

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

PBMC e buffy coat 

 

6 Avaliação da autenticidade das amostras por análise de STR 

 Um total de 317 pares de amostras de DNA de tecido tumoral e buffy coat ou tecido 

tumoral e PBMC, armazenados entre os anos de 2008 e 2016, foram avaliadas quanto ao seu 

pareamento genético, através da análise deSTR. Um total de309 (97%) pares de amostras de 

diferentes participantes foram classificadas como compatíveis, pois apresentaram 

concordância nos 9 locusSTR, enquanto 8 (3%) pares de amostras foram classificados como 

incompatíveis pois apresentaram discordância de 7 a 8 locus STR (Tabela 11). 
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Tabela 11 - Frequência de amostras compatíveis e incompatíveis na análise de STR, de 

acordo com o ano de coleta. 

Ano de coleta Compatível Incompatível 

2008 11 (91%) 1 (9%) 

2009 71 (93%) 5 (7%) 

2010 63 (98%) 1 (2%) 

2011 11 (100%) 0 (0%) 

2012    4 (100%) 0 (0%) 

2013    44 (98%) 1 (2%) 

2014 44 (100%) 0 (0%) 

2015 29 (100%) 0 (0%) 

2016 32 (100%) 0 (0%) 

 

 

Foram classificadas como incompatíveis na análise de STR, amostras armazenadas 

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

amostras incompatíveis foi comparado com as demais amostras extraídas na mesma data, 

com o objetivo de identificar possível erro ou trocadurante essa etapa, porém não foi 

encontrado compatibilidade entre elas. 
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7 DISCUSSÃO 

Neste trabalho podemos sugerir que, a alta frequência de exclusão na análise 

histopatológica pode estar relacionada com a ausência de uma prática laboratorial previa a 

criopreservação no que tange a porcentagem de células tumorais nos tecidos coletados para 

Biobanco antes do seu armazenamento. Dessa forma, este trabalho mostrou que os tecidos 

criopreservados no BB-HCB de 2008 a 2017, não apresentam um padrão em relação a 

porcentagem de células tumorais e necrose. A análise histopatológica no início era realizada 

mediante a solicitação dos tecidos para obtenção de material genético e futura utilização em 

pesquisa apenas quando já se encontravam armazenadas no BB-HCB. No ano de 2018, 

durante o desenvolvimento desse trabalho, foi implementado um POP para a coleta e 

armazenamento das amostras de tecido antes de serem enviadas para criopreservação no 

BB-HCB, ou seja, ainda no centro cirúrgico do nosso hospital. Desde então, apenas às 

amostras teciduais com porcentagem de tumor ≥ 60% e até 20% de necrose são 

consideradas aptas para armazenamento no BB-HCB. Esse controle de qualidade é feito por 

um patologista capacitado, no momento da coleta do material na sala de congelação do 

centro cirúrgico. 

De acordo com os nossos resultados, a topografia de trato genital masculino 

(próstata) foi o tipo tumoral que apresentou maior frequência (55%) de exclusão na análise 

histopatológica. Segundo Ji et al.em comparação com outros tumores sólidos, as amostras 

tumorais de próstata apresentam propriedades físicas distintas, o que torna desafiador a 

identificação do câncer apenas pela inspeção visual 92. É possível encontrar na literatura, 

alguns trabalhos que descrevem as técnicas utilizadas na coleta e identificação das amostras 

de próstata armazenadas em Biobanco. Brimo et al. avaliaram 157 lâminas de amostras de 

próstata, 79 foram classificadas como tecido benigno sem evidência de carcinoma invasivo 

e 78 apresentaram carcinoma invasivo93. As amostras tumorais foram classificadas de acordo 

com a escala de Gleason, com valores de 6 a 10 que indicam o grau de diferenciação do 

tumor 93,94. Das 78 lâminas tumorais, um total de 44% apresentaram pontuação 6 (baixo 

grau), 32% pontuação 7 (grau intermediário) e 24% pontuação de  8-10 (alto grau)93,94.Em 

outro estudo, Brimo et al. utilizaram o protocolo de imagem espelhada, onde a próstata foi 

dividida em 4 quadrantes cortados em intervalos de 3-5 mm93. Os fragmentos foram 

alternativamente separados em blocos de parafina e congeladas em gel OCT para 

armazenamento em Biobanco 93. Foi observado uma taxa de 94% de concordância entre 
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blocos de parafina e seus respectivos blocos congelados em amostras com câncer e 98% para 

diagnósticos benignos93. Outro estudo semelhante, observou uma concordância de 93,3% 

entre as amostra congeladas e às parafinadas, para diagnóstico benigno e maligno, não 

havendo diferença significativa na porcentagem de câncer e pontuação de Gleason92. A 

utilização dessa metodologia elimina a necessidade da secção da amostra congelada durante 

a coleta do material, procedimento que muitas vezes demanda tempo do patologista e 

dificulta a interpretação do diagnóstico, devido aos artefatos de congelamento93. Sendo 

assim, através dos achados obtidos no presente trabalho bem como as informações 

disponíveis na literatura, torna-se necessário a inclusão de um procedimento específico e 

validado para a coleta e identificação das amostras de próstata encaminhadas para o BB-

HCB. 

São escassas as informações sobre quais ferramentas fornecem o melhor diagnóstico 

molecular em relação a qualidade das amostras 95. Caixeiro et al. realizaram uma revisão 

sistemática, a fim de investigar quais as metodologias mais utilizadas na literatura para 

mensurar a qualidade e integridade de coleções de tecidos95. Segundo os autores, todos os 

estudos encontrados avaliaram a qualidade dos tecidos acessando a integridade do RNA, 

visto que a molécula de RNA além de ser considerada altamente instável, devido a presença 

ubíqua de RNases, também pode ter sua qualidade comprometida pelos fatores pré-

analíticos95–97. Assim como em nosso trabalho, a maioria dos estudos encontrados, avaliaram 

a integridade do RNA através do valor do RIN, outros, porém em menor quantidade, também 

utilizaram o valor de integridade do DNA (DIN) para acessar a qualidade das amostras 95 . Tal 

fato, pode estar associado a informação de que a molécula de DNA é mais estável, 

comparado ao RNA, além disso a tecnologia de avaliação de integridade do DNA (DIN) é 

recente, criada no ano de 2015 pela empresa Agilent. 

Um componente essencial para o valor de um Biobanco é a capacidade de armazenar 

amostras de alta qualidade por tempo indeterminado 95,98 .Considera-se que o 

armazenamento por longos períodos pode interferir no rendimento e qualidade dos ácidos 

nucleicos, porém não existe um consenso geral a respeito. Segundo Yu & Zhu a maneira ideal 

de preservação a longo prazo de amostras teciduais, é através da criopreservação em vapor 

de nitrogênio líquido (-196°C), enquanto que a criopreservação a curto prazo, deve ser feita 

em freezers -80°C 99 . De acordo com a experiência dos autores, a atividade e duração da 

vida biológica das macromoléculas diminuem após 3 anos ou mais de armazenamento a -
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80°C 99 . Embora a criopreservação a -80°C seja considerada adequada pela maioria dos 

Biobancos de tecidos, ainda não foi estabelecido a partir de quanto tempo de 

armazenamento em -80°C a integridade dos ácidos nucléicos é afetada. Bao et al. avaliaram 

a integridade do RNA (RIN) de 51 amostras de tecido tumoral de cólon, pareadas com seus 

respectivos tecidos normais, armazenadas em -80° C 100. As amostras foram agrupadas em 

diferentes períodos de armazenamento : menor que 15 meses, de 16 à 20 meses, de 21 à 25 

meses e de 26 à 40 meses 100. Os resultados mostraram que os períodos de armazenamento 

não afetaram negativamente a integridade do RNA, porém foi observado uma variação 

significativa na frequência de amostras de tecido tumoral (94%) e normal (67%) com valores 

de RIN ≥7 100. Shah et al. avaliaram a integridade do RNA (RIN) de 30 amostras, sendo 10 de 

mama, 5 de estômago, 10 de cérebro e 5 de testículo, armazenadas em -80°C no período de 

até 4,1 anos 101. Um total de 50% das amostras avaliadas apresentaram valores de RIN ≥ 6,9, 

27% RIN ≥ 5 e 23% RIN < 5 101. Portanto, os pesquisadores concluíram que não houve 

associação significativa entre a qualidade do RNA e o período de armazenamento das 

amostras de tecido. Esses dois estudos se basearam em tempos de armazenamento muito 

inferiores aos utilizados em nosso estudo (até 8 anos),o qual encontrou impacto significativo 

na integridade do RNA de tecidos tumorais a partir de 4,5 anos de armazenamento. Nosso 

estudo também se destaca pelo tamanho amostral e variedades de tipos tumorais 

analisados. Além disso, utilizamos um valor de RIN ≥7 para classificar amostras de alta 

qualidade, sendo esse um parâmetro adequado utilizado em estudos de expressão gênica 

ou sequenciamento, enquanto Shah et al. apesar de utilizarem um cut off próximo ao 

utilizado em nosso trabalho, 50% das amostras armazenadas apresentaram valores de RIN ≥ 

6,9 no período de até 4,1 anos de armazenamento 101,102. 

Chu et al. avaliaram as características dos ácidos nucléicos extraídos de amostras de 

tecido uterino, endométrio e ovário, armazenados em -80°C 103. Foi observado sinais de 

degradação do RNA a partir de 5 anos de armazenamento, porém a amplificação de 

fragmentos curtos, através da transcrição reversa seguida de reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR), foi bem sucedida103. Jewell et al. analisaram a estabilidade do DNA e 

RNA de amostras tumorais de mama, cólon, fígado, pulmão, ovário, endométrio e colo de 

útero, armazenadas em -80°C no período de 0 à ≥ 12 meses, utilizando técnicas de 

eletroforese simples, PCR, transcrição reversa (RT-PCR) e Northern blot 104. Um total de 80% 

das amostras de DNA apresentaram boa qualidade, em contra partida, apenas 60% das 
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amostras de RNA apresentaram esse mesmo padrão de qualidade, sugerindo que o DNA em 

tecido é mais estável que o RNA 104. Embora esses estudos tenham utilizado outras 

metodologiaspara mensurar a integridade e qualidadedos ácidos nucléicos, os resultados 

obtidos reforçam a ideia de que o tempo de armazenamento é uma variável que afeta a 

qualidade do DNA e RNA, sendo este mais impactado. 

Um estudo recente e inédito, avaliou o impacto da temperatura de armazenamento, 

na integridade do DNA (DIN) e RNA (RIN) de amostras de tecido tumoral 105. Foram avaliadas 

amostras paralelas de câncer de mama, metade armazenadas em -80°C e metade 

armazenada em vapor de nitrogênio líquido (-196°C), com os mesmas condições pré-

analíticas 105 . Os pesquisadores  observaram que os valores de RIN foram significativamente 

maiores em amostras armazenadas em vapor de nitrogênio líquido em comparação com 

amostras armazenadas a -80°C 105 . Em contrapartida, não foi encontrado diferença 

significativa nos valores de DIN em relação ao tipo de armazenamento 105. Em nosso 

trabalho, todas as amostras de tecido permaneceram armazenadas em freezer -80°C, não 

havendo a possibilidade de fazer a comparação em relação a diferentes temperaturas de 

armazenamento. Porém, em amostras de buffy coat, em que foi possível comparar amostras 

armazenadas por um período em -30°C com amostras armazenadas diretamente em -80°C, 

foi observado que a temperatura de armazenamento teve maior impacto na integridade do 

DNA das amostras, do que apenas o tempo de armazenamento. Dessa forma, podemos 

deduzir que a integridade do RNA e DNA das amostras teciduais avaliadas em nosso trabalho, 

pode também ter sido afetada não só pelo tempo de armazenamento em si, mas pelo 

método de armazenamento e suas peculiaridades, visto que muitos dos eventos biofísicos e 

biológicos que ocorrem durante o congelamento, interferem na estabilidade de qualquer 

tipo de amostras biológica, independente da sua origem 106. 

De acordo com Jang et al. amostras biológicas de organismos vivos, não devem ser 

armazenadas em sistema de resfriamento ou congelamento simples, pois levará a formação 

de cristais (intra e extracelular) durante o congelamento e descongelamento da amostra, 

ocasionando danos à mesma 107. Portanto, é recomendado que amostras biológicas sejam 

armazenadas à baixo da temperatura de transição vítrea (Tg), onde é reduzido a mobilidade 

da água, bem como a atividade bioquímica de proteínas que podem levar a degradação das 

moléculas biológicas 11,98,105. Segundo estudos disponíveis na literatura, é sugerido  que a 

temperatura de transição vítrea seja à baixo de -137 ° C, podendo variar de acordo com a 



62 
 

composição do material, sendo esta uma temperatura ideal para criopreservação adequada 

de amostras 11,98,105. Além disso, a qualidade de uma amostra biológica não depende apenas 

do seu processamento mas também das condições de armazenamento 106 .Germann et al. 

observaram uma redução da viabilidade de células de amostras de PBMC, ao serem expostas 

a vários ciclos de flutuação de temperatura 108. Os pesquisadores destacam a necessidade 

de pesquisas que determinem o número mínimo de ciclos de flutuação de temperatura que 

afetam negativamente as amostras biológicas 108. Sendo assim, a utilização de freezer -80°C, 

para armazenamento a longo prazo, têm sido cada vez mais questionada, pois além de estar 

à cima da temperatura de transição vítrea, a flutuação da temperatura é mais presente nesse 

tipo de sistema, favorecendo ainda mais a formação de cristais. Esses achados corroboram 

com os resultados apresentados no presente trabalho, em que o armazenamento a longo 

prazo em -80°C impactou a qualidade do material armazenado. Portanto, o tempo de 

armazenamento associado às peculiaridades da metodologia de armazenamento a -80°C, 

podem ter sido os principais fatores que contribuíram com os resultados obtidos em nosso 

estudo. A formação de cristais bem como a flutuação da temperatura, devido aos diversos 

ciclos de abertura dos freezer -80°C ao longo dos 9 anos de armazenamento, tanto para 

guarda como para a retirada de amostras, e problemas mecânicos que ocorreram nos 

freezers, onde se fez necessária a transferência das amostras para um freezer backup, são 

variáveis que afetaram a integridade das amostras com maior tempo de armazenamento, 

visto que essas tiveram um maior período de exposição às variáveis. Outro fator importante 

que pode justificar a frequência de amostra degradadas, é o descongelamento da amostra 

que ocorre no momento da execução da técnica de  macrodissecção dos tecidos tumorais, 

onde a amostra sofre um ciclo de descongelamento e congelamento, no momento em que 

é efetuado o criocorte a -30°C. Consequentemente, todos esses fatores apresentados 

tiveram maior impacto na integridade das moléculas de RNA, visto que esta é maisinstável 

comparado ao DNA. 

Em se tratando de amostras de tecido, alguns trabalhos observaram uma correlação 

significativa entre o tipo de tecido e a integridade do RNA 95,96,109,110. Acredita-se que fatores 

como a manipulação cirúrgica e tempo de isquemia, podem ser os principais fatores que 

interferem na qualidade e integridade da amostra 96. Um estudo desenvolvido no BB-

HCB,teve como objetivo avaliar a integridade do RNA (RIN) de amostras tumorais de tireóide, 

colorretal, mama, pulmão e estômago, sob a interferência de diferentes tempos de isquemia 
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20,60. Os pesquisadores observaram que o tempo de isquemia de até 30 minutos, foi 

considerado adequado para manter a integridade do RNA das amostras 20,60. Além disso, 

alguns tipos tumorais apresentaram maior degradação do RNA total comparado à outros, 

indicando que a integridade do RNA é tecido dependente 20,60 .De acordo com esses achados, 

em 2008 os pesquisadores implementaram um programa de garantia e controle de 

qualidade no BB-HCB, através do treinamento e capacitação da  equipe, com o objetivo 

demelhorar o controle sobre o tempo de isquemia das amostras coletadas no BB-HCB 20. 

Dessa forma, as amostras avaliadas no presente trabalho foram coletadas e armazenadas no 

período em que o controle de qualidade de coleta foi implantado no BB-HCB. Ao contrário 

dos trabalhos apresentados, nossos achados não encontraram uma associação significativa 

entre a integridade do DNA/RNA eo tipo de topografia. Esses resultados podem ser 

justificados pelo fato de que o tempo de armazenamento em -80°C e suas peculiaridades, 

teve maior impacto na integridade das amostras, ocultando uma possível associação entre 

o tipo de tecido e a integridade, frequentemente reportada em literatura. Além disso, a 

diferença significativa no rendimento do DNA e RNA das amostras tumorais em relação ao 

tipo de topografia, pode ser atribuída às características intrínsecas de cada tipo tumoral e a 

variação na porcentagem de células.  

Amostras sanguíneas são frequentemente utilizadas em pesquisas, pois além de 

serem relativamente mais fáceis de serem coletadas, fornecem DNA e RNA de alta qualidade 

e pureza111. O congelamento da camada de leucócitos (buffy coat) é o tipo de protocolo mais 

comumutilizado para o isolamento do DNA, porém é incerto se o DNA se mantém estável 

após anos de armazenamento 111. Com o objetivo de responder a essa questão, Mychaleckyj 

et al. avaliaram a qualidade e integridade do DNA de 120 amostras de buffy coat  

armazenadas em -80°C por até 9 anos 111. As amostras foram extraídas utilizando uma 

plataforma automatizada e submetidas à análise de TaqMan SNP (single-nucleotide 

polymorphism) e genotipagem, com a finalidadede testar a integridade e qualidade das 

amostras de DNA em análises moleculares de alta qualidade 111. Os pesquisadores 

concluiram que as amostras de buffy coat podem ser armazenadas por até 9 anos em -80°C 

e ainda fornecer DNA de alta qualidade e rendimento para serem utilizados em análises 

moleculares 111. Esses achados se aproximam dos resultados obtidos no presente trabalho, 

onde o tempo de armazenamento de até 8 anos, não afetou significativamente a integridade 

das amostras de DNA de buffy coat. É importante destacar que em nosso estudo 171 (43%) 
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das amostras de buffy coat avaliadas, permaneceram armazenadas durante um período de 

2 à 7 anos em freezer -30°C e 229 (57%) amostras de buffy coat foram armazenadas 

diretamente em -80°C. Em relação as amostras de PBMC, a maioria (97%) foi submetida a 

esse mesmo processo de mudança de temperatura de armazenamento e apenas uma 

amostra foi armazenada diretamente em -80°C. Sendo assim, a maior frequência de 

amostras degradadas e a redução no cut off (7,2 anos) no tempo de armazenamento das 

amostras de PBMC, não está diretamente relacionada a metodologia e sim a maior 

frequência de amostras submetidas a alterações de temperatura, quando comparada às 

amostras de buffy coat. Em contra partida, a diferença significativa no rendimento do DNA 

de amostras de buffy coat e PBMC, pode estar diretamente associada a metodologia  e 

composição desses materiais, visto que o buffy coaté composto por toda a camada de 

leucócitos, contendo maior quantidade de células, enquanto PBMCs se refere apenas a 

fração mononuclear isolada dos glóbulos brancos. 

A padronização da metodologia de qualificação dos ácidos nucléicos é uma etapa pré-

analítica essencial para a obtenção de resultados consistentes e reprodutíveis 112,113. A 

utilização de métodos inadequados pode impactar negativamente o desempenho das 

análises de sequenciamento, produzindo resultados de baixa confiança, desperdício de 

amostras e aumento de gastos113. Simbolo et al. avaliaram a qualidade do DNA de amostras 

de cultura celular e FFPE (Formalin-fixed paraffin-embedded), utilizando duas metodologias 

diferentes, NanoDrop e Qubit 2.0 112. Foi observado uma superestimação na concentração 

do DNA utilizando NanoDrop, quando comparado ao Qubit, mostrando inconsistência entre 

os dois métodos112. Pansare et al. reportaram achados similares, ao quantificar amostras de 

DNA de mama armazenadas em -80°C utilizando esses dois métodos de quantificação114. Os 

pesquisadores sugerem a utilização simultânea dos dois métodos para acessar a qualidade 

dos ácidos nucléicos, pois embora o Qubit seja mais preciso para acessar o rendimento do 

material, o mesmo não dispõe de tecnologia para acessar a qualidade do material em termos 

de pureza, a qual é feita pelo NanoDrop. Apenas a combinação dessas duas tecnologias 

permite qualificar corretamente os ácidos nucleicos possibilitando a detecção de impurezas 

e então a possível remoção de amostras preciosas disponíveis em quantidades limitadas 

antes de entrarem na etapa de construção de biblioteca genômica. Nossos resultados 

corroboram com esses achados, onde o NanoDrop superestimou os valores de todos os 

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

completo do exoma. 

Estima-se que um terço de todas as linhagens celulares, possuem uma origem 

diferente da reportada pelo investigador, impactando negativamente a reprodutibilidade do 

estudo e a capacidade de gerar novas descobertas 115,116. A identificação incorreta de 

amostras ou a contaminação cruzada pode surgir durante o processo inicial de coleta ou 

durante o processamento da amostra através da pipetagem, re-identificação ou outros 

possíveis erros de manipulação69. Diferentes métodos de verificação de autencidade de 

amostras de DNA são frequentemente utilizados como parte de um sistema de controle de 

qualidade de amostras116. A utilização dos marcadores STR é um tipo de ferramenta eficiente 

e aplicada frequentemente na medicina forense69. Além disso, essa ferramenta também têm 

sido muito útil na identificação de linhagens celulares e amostras armazenadas em 

biobancos69. Reid & Mintzer recomendam a utilização dos marcadores STR em amostras 

armazenadas em biobancos devido às peculiaridades da metodologia que inclui 

acessibilidade, fácil execução e eficiência 71.  Parrish et al ao avaliar a autenticidade das 

amostras de mais de 6.000 participantes do eyeGENEBiorepository, identificou erros 

laboratoriais em 0,4% das amostras testadas69. Nossos achados mostraram uma frequência 

maior (3%) de inadequação das amostras na análise de STR, comparada com os achados de 

Parrish et al. Porém, apesar da relevância do assunto, ainda não foi descrito em literatura 

qual a frequência máxima permitida ou esperada de inadequações de amostras armazenada 

em Biobanco. Através dos nossos resultados, foi possível observar que amostras 

armazenadas há mais tempos possuem uma maior frequência de incompatibilidade. Esses 

resultados podem ser justificados pelo fato de que no período de 2008 à 2010, a 

identificação dos criotubos era realizada manualmente, aumentando a chance de erros no 

momento da escrita e prejudicando a correta identificação da amostra, visto que alguns 

tubos  tiveram sua identificação parcialmente apagada devido ao prolongado período de 

armazenamento em -80°C. Além disso, a utilização dos marcadores de STR como parte de 

um sistema de controle de qualidade  é uma excelente prática adotada pelo BB-HCB, a qual 

garante o fornecimento de amostras autênticas e de alta qualidade para a utilização em 

pesquisas genéticas.  
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8 CONCLUSÕES 

Neste trabalho foi possível evidenciar que a temperatura e as peculiaridades dessa 

metodologia de criopreservação, foram os principais fatores que afetaram a integridade dos 

ácidos nucléicos, principalmente o RNA. Além disso, o período de até 8 anos de 

armazenamento em -80°C não afetou significativamente a integridade das amostras de DNA 

de sangue e tecido. Devido a grande coleção de amostras sem prazo definido de 

armazenamento, torna-se necessário um planejamento para que seja feita uma futura 

readequação no sistema de congelamento das amostras armazenadas no BB-HCB.  

Tendo em conta os resultados obtidos, foi possível traçar um panorama da qualidade 

dos ácidos nucléicos de tecidos e amostras sanguíneas armazenadas no BB-HCB ao longo de 

até 9 anos, em relação a diferentes variáveis. Concebemos que estes resultados impactaram 

diretamente em novas condutas para o BB-HCB. 

Durante a evolução do projeto, foi possível realizar prontamente algumas melhorias 

e adequações que incluem padronização na metodologia de extração automatizada, 

utilização do REDCAP para inclusão de informações relacionas a qualidade do material e 

implementação de um controle de qualidade dos tecidos antes de serem armazenados. 

A descrição da longa experiência do BB-HCB, bem como os diferentes controles de 

qualidade utilizados, são importantes ferramentas que podem ser implementadas em outros 

Biobancos semelhantes, contribuindo para a melhoria da qualidade e gerenciamento das 

amostras, principalmente a âmbito nacional, visto que essa temática é pouco debatida no 

Brasil. Por fim, entendemos que este trabalho abre a perspectiva de se avaliar futuramente 

a qualidade de outros tipos de materiais biológicos armazenados no BB-HCB, visto que o 

impacto no tempo de armazenamento em -80C° pode variar de acordo com o tipo de 

amostra. Os resultados desse trabalho geraram dois artigos, um já publicado (anexo E) e 

outro que está em processo de submissão. 
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Anexos 

Anexo A – TCLE do Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos,versão abril de 2014, 

aplicado em paientes com diagnóstico ou suspeita de câncer. 
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Anexo B – TCLE do Biobanco do Hospital de Câncer de Barretos, versão abril de 2014, 

aplicado em indivíduos sem diagnóstico de câncer. 
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Anexo C- Fichas de coleta RedCap. 
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Anexo D- Carta de aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa. 
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Anexo E- Artigo "The Biobank of Barretos Cancer Hospital: 14 years of experience in cancer 
research".  
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