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RESUMO 

INTRODUÇÃO: Sabe-se o quão importante são as amostras de DNA  para avaliação de tecido 

tumoral. Tendo em vista que através da sua integridade pode-se ter bons resultados para análises de 

mutações gênicas. OBJETIVO: Avaliar a qualidade do DNA obtido a partir de material tumoral 

emblocado em parafina de pacientes com câncer colorretal. MÉTODOS: A população alvo foi 

composta por 132 pacientes com câncer colorretal admitidos para tratamento oncológico no Hospital 

Haroldo Juaçaba. O estudo foi realizado no setor de patologia do Hospital Haroldo Juaçaba/Instituto 

do Câncer do Ceará (HHJ/ICC), onde foram analisadas as informações dos laudos 

anatomopatológicos, revisão de prontuários físicos e eletrônicos e revisão de lâminas histológicas 

para demarcação da área tumoral.RESULTADOS: Na seguinte pesquisa ficou evidenciado que dos 

132 pacientes identificados como portadores de algum tipo de câncer colorretal, observou-se que foi 

possível obter DNA viável para análise somente de  56 amostras. CONCLUSÃO: Foi relatado que a 

absorção de DNA depende do solvente usado. As soluções ácidas representarão a proporção de 

260/280 em 0,2 a 0,3, enquanto uma solução básica representará a proporção em 0,3. Portanto, se 

comparar a proporção 260/280 para diferentes amostras de DNA. 
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1 INTRODUÇÃO 

Para o Brasil, estimam-se, para cada ano do triênio de 2020-2022, 20.520 casos de câncer de cólon e 

reto em homens e 20.470 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 19,63 

casos novos a cada 100 mil homens e 

19,03 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2021). A incidência é maior na faixa etária entre 50 e 70 

anos, mas as possibilidades de desenvolvimento aumentam a partir dos 40 anos. 

O câncer colorretal está entre o terceiro tumor com maior frequência nos países desenvolvidos, 

possuindo importante componente genético. Segundo os dados do INCA (2021) a taxa de mortalidade 

se encontra como a segunda maior, portanto cerca de 39% dos casos de CCR situam-se no reto. 

Os fatores prognósticos do câncer colorretal possuem múltiplas variáveis que podem intercalar com 

o estado clínico da doença. A análise e o mapeamento do genoma humano em conjunto ao 



 

desenvolvimento de técnicas moleculares permitem que sejam feitas análises genômicas, tendo em 

vista que o câncer advém de mutações gênicas (LOSSO, et al., 2012). 

A instabilidade de microssatélites (MSI) possui como definição a alteração do sequenciamento 

repetitivo do DNA, quando a extração de células em determinados tumores ocorre pode-se observar 

que esse sequenciamento apresenta alterações no número de unidades repetidas que pode suceder em 

um ou mais microssatélites (LOSSO, et al., 2012). 

A correção para determinadas alterações acontece através de algumas proteínas com função de 

realizar reparos, pois, o DNA está sempre sofrendo modificações, portanto esse reparo tem como 

principal função manter a integridade do DNA. Essas proteínas são produzidas a partir de genes 

conhecidos como MMR (PINHO, 2002). 

Nestes tumores, a deficiência nas enzimas de reparo da via de mal pareamento (MMR), tais como 

MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, resulta em um fenótipo conhecido como instabilidade de 

microssatélites (MSI). MSI é reconhecida como uma das principais vias carcinogênicas do câncer 

colorretal, tumor que pode fazer parte da síndrome de Lynch (LS). A identificação do MSI no câncer 

colorretal é importante, pois o MSI pode servir como uma ferramenta de triagem para detectar LS, 

um marcador prognóstico para o desfecho do paciente e um marcador preditivo para a resposta à 

quimioterapia e à imunoterapia (DE' ANGELIS et al., 2018). 

O complexo MMR é responsável por reconhecimento e correção de diversoserros de pareamento de 

bases nitrogenadas do DNA e a ausência de alguma dessas proteínas interfere nessa correção 

aumentando significantemente a predisposição ao câncer em decorrência do estabelecimento de 

instabilidade microssatélite (SINICROPE, 2019). Tal deficiência pode ser decorrência de mutações 

gênicas inativadoras da expressão das proteínas de reparo. Nesse sentido, os dados de 

imunohistoquímica merecem ser correlacionados com a presença de mutações em genes de reparo de 

DNA que afetem a sua expressão (BLUME-JENSEN et al., 2015). 

Deficiência ou inativação de uma ou mais vias de reparo levam ao aparecimento de novos alelos que 

não estão presentes no DNA normal, sendo chamado “fenótipo de instabilidade de microssatélites” 

(“fenótipo MSI”) ou “fenótipo de erro de replicação”. Microssatélites são pequenas sequências de 

repetições sucessivas dispersas pelo genoma de mamíferos. As unidades de repetição variam de 1 a 

4pb de tamanho e a sequência inteira de uma repetição típica é menor do que 100pb de comprimento 

(BOWCOCK et al., 1993; JIAN-HUA et al., 2005). 

 

2 MÉTODO 

Casuística 

A população alvo foi composta por 132 pacientes com câncer colorretal admitidos para tratamento 

oncológico no Hospital Haroldo Juaçaba. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa sob número de protocolo: CAAE 74549317.0.0000 

Local de Estudo 

O estudo foi realizado no setor de patologia do Hospital Haroldo Juaçaba/Instituto do Câncer do 

Ceará (HHJ/ICC), onde foram analisadas as informações dos laudos anatomopatológicos, revisão de 

prontuários físicos e eletrônicos e revisão de lâminas histológicas para demarcação da área tumoral. 

A partir destas demarcações, foram realizadas as extrações de DNA, utilizando a amostra biológica 

oriunda da área tumoral. 

Na sequência o DNA foi extraído a partir de cortes dos tecidos fixados em formalina e conservados 

em parafina (FFPET), de acordo com instruções do kit Cobas DNA Sample Preparation. 

Extração de DNA. (Tumoral). 



 

As amostras de tecido tumoral (resultantes de biopsia, ou mastectomia) fixadas em parafina (FFPE – 

Formalin-fixedparaffinembedded) foram feitos cortes histológicos com 5μm de espessura para 

confeccionar lâminas histológicas. O DNA será extraído a partir das células fixadas. As lâminas 

foram primeiramente desparafinizadas em Xilol e álcool e o DNA foi extraído usando o Kit de 

Extração de DNA de acordo com as recomendações do fabricante. 

As amostras de tecido tumoral (resultantes de biopsia, ou mastectomia) fixadas em parafina (FFPE – 

Formalin-fixedparaffinembedded) foram feitos cortes histológicos com 5μm de espessura para 

confeccionar lâminas histológicas. O DNA será extraído a partir das células fixadas. As lâminas 

foram primeiramente desparafinizadas em Xilol e álcool e o DNA foi extraído usando o Kit de 

Extração de DNA de acordo com as recomendações do fabricante. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dos 132 pacientes identificados como portadores de algum tipo de câncer colorretal, observou-se que 

foi possível obter DNA viável para análise somente de  56 amostras. 

A medição de RNA é conduzida medindo a absorção ultravioleta a 260 nm e 280 nm. O cálculo da 

concentração de RNA é baseado na absorbância a 260 nm. Além disso, a pureza do RNA é julgada 

como a proporção de 260 nm/280 nm e uma baixa proporção indica contaminação por proteína. 

(Okamoto T, Okabe S.) 

Antes de usar amostras de DNA em técnicas analíticas, a qualidade e a usabilidade devem ser 

determinadas por meio de indicadores de qualidade de DNA, que incluem pureza e integridade do 

DNA. A proporção de absorção a 260 e 280 nm é usada para avaliar a pureza do DNA.3Uma 

proporção de ∼1,8 é geralmente aceita como “pura” para o DNA.4Se a proporção for 

consideravelmente menor (≤1,6), pode indicar a presença de proteínas, fenol ou outros contaminantes 

que absorvem fortemente a ou perto de 280 nm. Pelo contrário, como as leituras de absorção não 

podem discriminar entre DNA e RNA, a presença de RNA pode levar ao aumento da proporção e 

essa possibilidade deve ser considerada para evitar a quantificação excessiva do DNA. (Lucena-

Aguilar G, Sánchez-López AM, Barberán-Aceituno C, Carrillo-Ávila JA, López-Guerrero JA, 

Aguilar-Quesada R.) 

 

4 CONCLUSÃO 

Foi relatado que a absorção de DNA depende do solvente usado. As soluções ácidas representarão a 

proporção de 260/280 em 0,2 a 0,3, enquanto uma solução básica representará a proporção em 0,3. 

Portanto, se comparar a proporção 260/280 para diferentes amostras de DNA, é importante garantir 

que o pH e a força iônica dos tampões de eluição usados sejam os mesmos. Além disso, a absorbância 

a 260 nm e os valores de 260/280 são reprodutíveis quando o tampão de baixo teor de sal é usado 

como tampão de eluição, mas não água. (Lucena-Aguilar G, Sánchez-López AM, Barberán-Aceituno 

C, Carrillo-Ávila JA, López-Guerrero JA, Aguilar-Quesada R. Seleção.) 

É de suma importância citar que o DNA pode se fragmentar, pode ocorrer também uma necrose, 

dificultando então a qualidade desse DNA, assim como um bom pré analítico pode auxiliar na 

qualidade desse DNA, antes de emblocado o material, um formol tamponado também insere-se na 

qualidade, lembrando que estes materiais emblocados foram recebidos pela primeira vez em 2008, 

portanto é um material cujo tempo já está transpassado. 

A quantidade e a qualidade desse DNA ficam comprometidos, devido ao tempo de armazenamento 

do tumor emblocado em parafina, logo a qualidade e a quantidade ficam reduzidas e comprometidas, 

o que impacta nas análises genéticas, muitas das vezes até inviabilizando essas análises. 
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