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1. Introducio

O uso de laminas arquivadas tem se mostrado uma alternativa importante para estudos
moleculares e de mutagdes, sobretudo em amostras armazenadas por longos periodos(1).
Entretanto, fatores como tempo de armazenamento, idade da amostra e tipo de coloragao podem
comprometer a qualidade do DNA, resultando em degradacao ou limita¢des na sua aplicagao.
Nesse cenario, diversos métodos de extracdo tém sido testados para otimizar a qualidade e o
rendimento do material genético, viabilizando andlises moleculares e amplificacdo por PCR. A
principal dificuldade na utilizacdo dessas laminas decorre da degradagdo associada ao
armazenamento prolongado, o que reduz a confiabilidade das anélises(2,3). Além disso, falhas
na amplificagdo por PCR podem resultar de contaminantes ou da adogdo de métodos de
extragdo pouco eficientes, que geram DNA de baixa qualidade e inviavel para estudos
subsequentes(4—6).

Diante desse cenario, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de diferentes
métodos de extragdo de DNA em laminas coradas e nao coradas. Adicionalmente, buscou-se
comparar os valores de rendimento e o desempenho na amplificacdo resultante de cada
protocolo, com vistas a sua aplicacdo em estudos retrospectivos e a ampliagdo das
possibilidades de analise molecular em contextos nos quais o acesso a amostras frescas seja
limitado(7). Os resultados obtidos possuem relevancia pratica, uma vez que contribuem para a
selecdo de protocolos mais adequados ao aproveitamento de ldminas arquivadas, fortalecendo
sua utilizacdo em investigacoes futuras.

2. Material e Métodos

2.1 Estratégia de busca: A busca foi realizada nas bases de dados PubMed, Google Académico
utilizando os seguintes descritores combinados: “DNA extraction”, “nucleic acid isolation”,
“archived slides”, “histological slides”, “bone marrow”, “peripheral blood’ e “DNA extraction
protocol”. Nao houve restrigdes de idioma na estratégia de busca, e todos os estudos publicados
antes de 31 de Julho de 2025 foram considerados. Nos analisamos os resumos dos estudos

encontrados, bem como suas referéncias para identificar potenciais estudos adicionais.

2.2 Critérios de inclusdo e exclusido: Neste estudo, os artigos foram incluidos seguindo os
seguintes critérios: a) estudos originais que avaliassem a extracio de DNA de laminas
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histologicas da médula 6ssea e sangue periférico arquivadas b) de pacientes com leucemia, b)
e que avaliassem a viabilidade para PCR/NGS. Foram excluidos estudos com base na leitura na
integra dos artigos, aqueles com tecidos frescos ou ndo arquivados, que realizaram a extragao
de RNA e microRNA, que demonstrassem as analises morfologicas das laminas ou que fossem
revisoes, cartas, editoriais ou estudos sem dados laboratoriais com nenhuma informagao acerca
da quantidade da amostra e o processo de extragao.

2.3 Avaliacao da qualidade dos estudos: Dois revisores (LCM e FSAH) avaliaram
independentemente a qualidade metodologica dos estudos incluidos, com foco na extragdo de
DNA a partir de laminas histoldgicas arquivadas. A avaliacdo considerou critérios como:
Clareza da descrigdo do protocolo (0-2), Material utilizado (0-2), Quantidade de 1aminas (0,2),
Tempo de armazenamento (0-2), Rendimento de DNA (0,2), Técnica de amplificacdo (0-2) e
Taxa de sucesso de amplificagdo (0-2). A escala, com pontuagdo variando de 0 a 15, foi baseada
em parametros epidemiologicos tradicionais e em aspectos relevantes para o estudo. A
qualidade dos estudos foi classificada conforme a pontuagdo obtida, variando de baixa (pior
qualidade) a alta (melhor qualidade).

2.4 Analise descritiva: Para a analise descritiva, os dados extraidos dos estudos incluidos
foram organizados e tabulados em planilhas do Microsoft Excel®, permitindo a sistematizagao
das informagdes ¢ a visualizacdo clara das variaveis analisadas. Foram utilizados valores
absolutos e percentuais para caracterizar os estudos quanto ao tipo de material biologico
utilizado (sangue periférico, medula 6ssea ou ambos), protocolos de extracao aplicados, tempo
de arquivamento das laminas, rendimento de DNA obtido e taxa de sucesso na amplificacao
por PCR ou NGS. As variaveis categoricas foram representadas por graficos de pizza e barras,
facilitando a interpretacdo da frequéncia relativa dos principais métodos e caracteristicas
técnicas observadas nos estudos revisados.

3. Resultados e Discussao

Como observado na Figura 1, foram inicialmente identificados 24 artigos por meio das
buscas em bases de dados, sem inclusdo de outras fontes adicionais. Apds a leitura de titulos e
resumos, 6 artigos foram considerados inelegiveis, sendo trés por tratarem de extracdo de RNA,
dois por se referirem a extragdo/avaliagdo de microRNA e um por analise morfologica. Dessa
forma, 18 artigos seguiram para avaliacdo do texto completo. Na etapa seguinte, 1 artigo foi
excluido por ndo apresentar dados laboratoriais, restando 17 artigos elegiveis, que foram
incluido s no resumo integrativo final da revisdo sistematica.

Numero de artigos identificados por meio de buscas em banco de dados (n= 24) ¢ outras
fontes (n=0)

+NUmero de artigos inelegiveis excluidos (n= 6)
- Extragdo de RNA: 3
- Extragdo/Avaliagdo microRNA: 2
- Analise morfoldgica: 1

Selegao de titulo/resumo

Numero de artigos apOs a exclusiio de artigos ilegiveis (n=18).

<Numero de artigos excluidos (n=1)
- Sem dados laboratoriais: 1

Avaliagao do texto completo

Numero de artigos incluidos no resumo integrativo (n=17)




Figura 1. Fluxograma de selecdo dos estudos.
A Tabela 1 apresenta os principais estudos que utilizaram ldminas arquivadas para
extragdo de DNA, abrangendo diferentes materiais, tempos de armazenamento, protocolos
empregados e taxas de sucesso na amplificacao.

Tabela 1. Caracteristicas dos artigos incluidos no estudo.

Quantidade Tempo de ilaxade Sucesso
Autor Ano Local Material s Pr ! P - Rendimento | PCR/NGS | na Amplificacio | Score
de liminas Ar (em %)
Frey 1987 | Inglaterra MO 17 Fenol-Cloroférmio 10 a 13 anos 16ug ND ND 8
Asada 1991 Japio MO e SP N/D Fenol-Cloroférmio <5 anos ND PCRNGS 100% 7
Meld 1992 Brasil MO e SP ND Métodos modificados <3 anos ND PCR 100% 6
Brisco 1994 | Australia MO ND ND ND 0,03 pg PCR ND 4
Meétodos 8
Boyle |1998| UsA MO 17 Diodificados P ReA0L ND ND PCR ND
Cloroformio+ Kits
Comerciais
Meétodos 12
Vince 1998 | Eslovénia MO 120 Modificados+ Kits 5a 10 anos ND PCR 100%
Comerciais
Davies 2000 | Estados MO ND Fenol-Cloroformio ND ND PCR 100% 7
Unidos
Aplenc | 2002 %5;?::: MO 80 Kits Comerciais 20 anos ND PCR ND .
Mori 2003 Japio MO ND N/A ND ND PCR N/D 2
Tsukamoto | 2003 Japdo MO ND Fenol-Cloroférmio 10 a 135 anos 20pg PCR/NGS ND 9
Xiao 2004 USA MO ND Fenol-Cloroférmio ND ND PCR N/D 5
= Fenol-Cloroformio+ . < 9
2 M | s / LY
Zanssen | 2004 | Alemanha MO ND Meétodos Modificados <35 anos ND PCR 80%
Wong 2012 | Australia MO ND Fenol-Cloroférmio ND ND PCR ND
Takamatsu | 2013 Japido MO 50 Kits Comerciais 3a10anos 23 yg PCR 70% 14
=
Nadimi 2016 Ird MO 145 Kits Comerciais 10 a 15 anos ND 11:]?5}; 100% I
Naseem | 2020 India MOeSP ND Kits Comerciais N/A 6 pg A?éés- 100% g
Gari 2019 é:f::iltaa MO 105 Kits Comerciais 10 a 15 anos 0.601 pg PCR 81,50% 14
Legenda: N/D: nio descrito; MO: médula dssea; SP: sangue periférico; pg/: microgramas por microlitro.

Observa-se que a maioria dos trabalhos foi realizada com medula 6ssea (MO), havendo
menor numero de estudos com sangue periférico (SP). Embora ambas as fontes contenham
material genético vidvel, a MO costuma apresentar maior concentracdo celular e melhor
preservacao nuclear, favorecendo o rendimento da extracao. Por outro lado, o SP, apesar de ser
de coleta menos invasiva e mais acessivel, pode oferecer quantidades reduzidas de DNA e
maior suscetibilidade a degradagdo ao longo do tempo. Essa diferenga sugere que o desempenho
dos protocolos de extra¢do pode variar de acordo com o material, sendo importante considerar
o tipo de lamina disponivel ao planejar analises retrospectivas(7-9). O tempo de
armazenamento variou consideravelmente, desde menos de 5 anos(7,8) até mais de 20 anos(10).

Em relacdo aos protocolos, os métodos classicos de fenol-cloroformio foram
amplamente utilizados nos estudos mais antigos(2,11,12), enquanto os kits comerciais e
métodos modificados passaram a ser empregados em trabalhos mais recentes(3,5,6,9,13). Essa
transi¢do metodoldgica reflete a busca por técnicas que garantam maior rendimento e
reprodutibilidade. O uso de fenol-cloroférmio, apesar de apresentar como vantagem a alta
pureza do DNA obtido e o baixo custo, traz desvantagens importantes, como o uso de reagentes
toxicos, maior tempo de processamento e maior suscetibilidade a degradacao do material caso
o protocolo ndo seja rigorosamente seguido. Esses fatores justificam a adogdo progressiva de
kits comerciais, que oferecem maior praticidade e padronizagao.

Quanto ao desempenho, alguns estudos relataram rendimentos satisfatorios mesmo em
amostras de longa data, como Tsukamoto (2003), que obteve 20 ug de DNA em laminas
armazenadas por até¢ 15 anos. No entanto, outros autores destacaram que a degradacao
permanece como um desafio importante, especialmente em amostras acima de 10 anos de
armazenamento, o que pode comprometer a amplificagdo por PCR(4,14). Cabe destacar que a



quantidade e a integridade do DNA extraido sdo fatores cruciais para a sensibilidade da PCR,
uma vez que concentragdes muito baixas ou fragmentos degradados podem reduzir a eficiéncia
da reagdo ou gerar resultados falso-negativos. Ainda assim, a taxa de sucesso de amplificacao
foi de 70% a 100% na maioria dos trabalhos, sugerindo que, com a escolha adequada do
protocolo, as laminas arquivadas podem ser fontes viaveis de DNA para analises moleculares
retrospectivas.

Esses achados estdo em consonancia com estudos que demonstram a aplicabilidade de
laminas arquivadas em investigagdes onco-hematolédgicas, desde que sejam utilizados métodos
de extracdo otimizados e estratégias para minimizar a degradacao do material(1,5,13). A
utilizagdo adequada dessas amostras permite ndo apenas a realizagdo de analises retrospectivas
em larga escala, como também a reavaliagdo de casos clinicos antigos sob a dtica de novas
técnicas moleculares. Além disso, o aproveitamento de laminas arquivadas representa uma
alternativa estratégica em contextos nos quais o acesso a amostras frescas ¢ limitado, ampliando
o potencial de geracdao de conhecimento cientifico a partir de acervos histdricos ja existentes.
Nesse sentido, a padronizagao de protocolos ¢ a validagdo prévia da qualidade do DNA extraido
tornam-se etapas fundamentais para garantir a confiabilidade dos resultados e fortalecer a
aplicabilidade clinica e cientifica desses materiais.

4. Conclusoes

Os resultados desta revisao indicam que as laminas arquivadas constituem uma fonte viavel
de DNA para analises moleculares, desde que utilizados protocolos adequados de extragao.
Apesar da degradagdo associada ao tempo de armazenamento ¢ as técnicas de coloracao,
estudos demonstraram taxas de sucesso na amplificacdo variando entre 70% e 100%, o que
reforca o potencial do uso desse material em investigacdes retrospectivas.

No contexto da Fundagio HEMOAM, onde existe um acervo expressivo de laminas
arquivadas de pacientes com doengas hematoldgicas, a aplicagdo desses protocolos pode
ampliar significativamente o alcance de pesquisas moleculares, permitindo a recuperacio de
dados genéticos de amostras historicas. Isso favorece ndo apenas a validagdo de achados
clinicos e epidemiologicos em longo prazo, mas também a expansdo do escopo de estudos em
oncogenética e farmacogendmica na Amazonia, especialmente em situagdes em que amostras
frescas sdo limitadas ou indisponiveis.

Palavras-Chave: Laminas histoldgicas, extracdo de DNA, leucemia
Divulgacao
Os autores e revisores nao relataram qualquer conflito de interesse durante a sua

avalia¢do. Logo, o Congresso Pan-Amazonico de Oncologia detém os direitos autorais, tem a
aprovacao e a permissao dos autores para divulgacdo deste resumo, por meio eletronico.
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