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A Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) lançou, em seu 44º 
Congresso Brasileiro de Patologia Clínica e Medicina Laboratorial, uma série de recomendações para 
minimizar os erros na fase pré-analítica, sendo este texto uma delas. Além do crescimento do mercado 
de testes moleculares, é frequente a percepção errônea de que esses testes são menos sujeitos a erros. 
Enfatizamos, neste documento, que certos cuidados na fase pré-analítica são extremamente importantes 
para garantir a confiabilidade de testes moleculares. 
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abstract
The Brazilian Society of Clinical Pathology/Laboratory Medicine (SBPC/ML) launched a series of 
recommendations on how to minimize errors on the pre-analytical testing phase during the 44th Brazilian 
Congress of Clinical Pathology and Laboratory Medicine. This is one of them. The molecular diagnostics 
market is growing fast and many people believe these tests are less error-prone. In this study we highlight 
that proper care during the pre-analytical phase is extremely important in order to ensure the reliability of 
molecular diagnostic tests.
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Introdução

O mercado de testes moleculares para fins diag-
nósticos está em expansão, com crescimento anual 
composto mundial estimado em 11,49%, entre 2009 e 
2014. A introdução de novos marcadores, a regulação 
de pagamento por esses testes e o desenvolvimento de 
novas tecnologias para sua detecção são importantes 
fatores para esse crescimento(18).

Apesar de muitas pessoas acreditarem que o resulta-
do de um teste molecular seja absoluto e inerrante, ele 
está sujeito a erros, como qualquer teste laboratorial, 
especialmente na fase pré-analítica(16). A qualidade e a 
quantidade dos ácidos nucleicos extraídos são bastante 
afetadas pela coleta da amostra, por seu manuseio e 
transporte e pela escolha do método de extração(19, 23, 24).

A extração de ácidos nucleicos, seguida de mé-
todos moleculares, nos permite detectar presença 
ou quantidade de vírus, caracterização de microrga-
nismos, determinação do genótipo viral e presença, 
predisposição ou estado de portador de doenças 
hereditárias. Mais recentemente, a análise de mar-
cadores que exigem a análise de RNA intracelular 
começou a ser realizada, como a análise de produtos 
de fusão gênica que caracterizam algumas neoplasias 
hematológicas. A natureza lábil do RNA dificulta gran-
demente a padronização desses testes. Além disso, um 
resultado negativo em uma amostra manuseada sem 
o devido cuidado pode ser decorrente da degradação 
do RNA-alvo e não pela ausência de doença(3). Assim, 
torna-se relevante entender as possíveis causas de erro, 
na fase pré-analítica, mais frequentes no diagnóstico 
molecular. 

 Discussão

Coleta e transporte de amostras para testes 
moleculares

Como na coleta de qualquer amostra biológica 
para fins diagnósticos, deve-se considerar a amostra 
potencialmente contaminada e utilizar as precauções 
de biossegurança padronizadas pela legislação e 
pelos programas de acreditação laboratorial (como 
o Programa de Acreditação de Laboratórios Clínicos 
[PALC] da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica 
[SBPC])(26). Igualmente, é essencial manter o cuidado 
na identificação da amostra e na garantia da obtenção 

de todos os dados necessários para a correta interpre-
tação dos resultados a partir da solicitação médica. Já 
existem testes moleculares que consideram o fenótipo 
(ou informações clínicas) para o cálculo do risco de 
doenças ou da dose necessária de um fármaco para se 
obter um efeito clínico, como, por exemplo, a dose de 
warfarina para obtenção de determinada razão norma-
lizada internacional (INR) do tempo de protrombina. 
A individualização das informações necessárias para 
cada teste e sua obtenção cuidadosa são essenciais 
para que o resultado do teste seja mais informativo e 
relevante para a condução clínica dos casos(6, 14, 20, 21).

A rejeição de amostras deve ser minimizada pelo 
laboratório. Entretanto, amostras de sangue hemo-
lisado e de sangue total congelado, além daquelas 
impropriamente identificadas, devem ser consideradas 
inaceitáveis para os testes moleculares. Apenas em 
situações raras, a critério do diretor do laboratório e 
com anuência do médico solicitante, pode-se consi-
derar a realização do teste em amostra com problema 
de identificação, desde que exista procedimento para 
garantir sua identidade, como, por exemplo, testes 
de marcadores polimórficos de um único nucleotídeo 
(SNPs). Os critérios de aceitação e rejeição de amostras 
devem ser documentados no procedimento operacio-
nal padrão de cada ensaio(7, 26).

Sangue e aspirado de medula óssea

Vários estudos demonstraram que a heparina e o 
heme são potentes inibidores da reação em cadeia 
da polimerase (PCR), de modo que os anticoagulan-
tes recomendados para essas amostras são os ácidos  
etilenodiaminotetracético (EDTA) e citrato dextrose 
(ACD)(25). No caso do alvo molecular ser um RNA in-
tracelular, é recomendado que o sangue ou a medula 
óssea seja coletado com um aditivo para estabilização 
de RNA ou colocado em uma solução estabilizadora de 
RNA o mais rapidamente possível(8). Devem-se considerar 
as recomendações do fabricante do teste, o volume da 
amostra necessário e o tipo de ácido nucleico de interesse 
para determinação dos aditivos e tubos para cada teste(27).

Apesar de o EDTA ser o anticoagulante preferido 
para coleta de sangue e separação de plasma para 
métodos moleculares, é importante seguir as reco-
mendações do fabricante do teste, pois o EDTA pode 
interferir com alguns testes. Quando ele é usado, o 
sangue pode ser coletado em tubos com ou sem gel 
separador. Para análises de RNA viral (como HIV), o 
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sangue deve ser centrifugado e, no caso do tubo sem 
gel separador, o plasma deve ser removido para outro 
tubo estéril e livre de RNAses em até quatro horas da 
coleta. Plasma separado por gel pode ser transporta-
do até o laboratório sem manipulação, sendo esta a 
preferência de vários serviços para evitar o risco de 
contaminação. As amostras de plasma são estáveis a 
2-8oC por até cinco dias, suportando tempos maiores 
quando congeladas; recomenda-se que sejam trans-
portadas refrigeradas e congeladas posteriormente, 
evitando ciclos de congelamento-descongelamento. 
O soro deve ser mantido congelado e transportado 
com gelo seco, tanto para as análises de DNA quanto 
para as de RNA.

O sangue total é estável a temperatura ambiente 
por 24 horas para análise de DNA e até oito dias, 
quando resfriado (2-8oC). Para análise de RNA celular, 
o sangue deve ser coletado com aditivo estabiliza-
dor. Coleta e armazenamento de sangue total sem 
estabilizador não são recomendados para análise 
de transcrição genética, em função da indução e da 
degradação de RNA que ocorre ex vivo. 

Deve-se aspirar a medula óssea utilizando-se uma 
seringa com EDTA, e a equipe responsável pelo proces-
samento deve ser avisada assim que a amostra chegar 
ao laboratório. Para extração de DNA, o aspirado de 
medula óssea pode ser armazenado temporariamente 
por até 72 horas a 2-8oC antes do processamento. 
Caso seja necessário armazenar por tempo superior 
a esse, devem-se remover os eritrócitos e congelar a 
amostra a -20oC (por até vários meses). Deve-se aten-
tar para a remoção dos eritrócitos, que podem liberar 
heme e inibir a reação de PCR(1). Para extração de RNA, 
o aspirado de medula óssea também deve ser coletado 
em seringa com EDTA, mas colocado o mais rápido 
possível em solução estabilizadora de RNA. Quando 
não for possível, deve ser transportado em meio a 
gelo triturado, e a extração deve ser realizada em até 
quatro horas da coleta, caso a amostra não possa ser 
congelada. A amostra não deve ser congelada antes 
da eliminação dos eritrócitos(7). 

Amostras de tecidos 

Amostras de tecidos são usadas quando não for 
possível a coleta de sangue (p. ex., paciente falecido), 
o tecido e o sangue apresentarem diferente genótipo 
(p. ex., mutações somáticas em doenças neoplásicas 
ou mosaicismos) ou o tecido for a única fonte de 

ácidos nucleicos para potenciais agentes infecciosos.

Idealmente, 1 a 2 g de tecidos devem ser obtidos, 
mas essa quantidade ótima depende da celularidade 
e da quantidade de núcleos da amostra. Assim, po-
demos necessitar de menor quantidade de tecidos de 
linfonodos do que de tecido gorduroso. Entretanto, 
qualquer quantidade de tecido (não gorduroso) acima 
de 10 mg costuma fornecer mais de 10 µg de DNA ou 
RNA, o que é suficiente para muitas análises diagnós-
ticas. Uma vez que quantidades e tipos de proteínas 
são muito variáveis entre os tecidos, os protocolos de 
extração de ácidos nucleicos são tecido-específicos. 
Siga as recomendações do fabricante para o isolamen-
to de DNA e/ou RNA nesses casos.

Para algumas aplicações, como identificação de 
perda de heterozigosidade, é essencial que o patolo-
gista examine o tecido, separando o lesado do não 
lesionado, que servirá de controle(13, 38).

A estabilidade dos ácidos nucleicos varia com o tipo 
de tecido. Em geral, não é recomendável manter o 
tecido a temperatura ambiente para posterior análise 
molecular. O ideal é o congelamento em nitrogênio 
líquido ou a colocação do tecido em uma solução de 
preservação de ácidos nucleicos. Quando isso não 
for possível, recomenda-se que a amostra de tecido 
seja colocada em banho de gelo e transportada com 
gelo para melhor preservação dos ácidos nucleicos, 
especialmente do RNA. Amostras muito pequenas 
podem ser embrulhadas em gaze embebida com sa-
lina, a fim de evitar que a amostra resseque. Mesmo 
assim, as amostras devem ser colocadas em solução de 
preservação de ácidos nucleicos o mais rapidamente 
possível para evitar degradação dos mesmos. Isso é 
particularmente crítico para transcritos de RNA, visto 
que existe ampla variação de meia-vida entre eles e 
alguns têm meia-vida de segundos ou minutos(29). Por 
outro lado, como a maioria dos aditivos de preservação 
de ácidos nucleicos não é adequada para a fixação de 
análises histológicas e imunoquímicas tradicionais, 
recomenda-se padronizar esse procedimento com o 
laboratório de patologia.

Devido aos efeitos da anestesia e da falta de pa-
dronização nas tecnologias de estabilização de RNA, 
a hipóxia decorrente dos procedimentos cirúrgicos 
pode alterar a expressão de muitos genes. Hipóxia 
prolongada diminui o pH local dos tecidos, o que 
diminui a quantidade de ácidos nucleicos extraídos e 
altera a expressão dos mRNA expressos(15).
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Para extração de DNA, o tecido deve ser resfriado 
imediatamente e transportado ao laboratório em 
banho de gelo triturado, onde deve ser acondiciona-
do a 2-8oC e processado em até 24 horas. Amostras 
que serão analisadas por técnicas moleculares in situ, 
como hibridização fluorescente in situ (FISH), devem 
ser colocadas em meio optimal cutting temperature 
(OCT) e congeladas até seu processamento. Em geral, 
o DNA é estável em tecidos por até 24 horas a 2-8oC, 
por, pelo menos, duas semanas a -20oC e por, pelo 
menos, dois anos a -70oC ou inferior. Tecidos sólidos, 
especialmente tumorais, são ricos em endonucleases 
e devem ser processados ou congelados o mais rá-
pido possível após serem recebidos no laboratório. 
Idealmente, o laboratório deve ser notificado com 
antecedência sobre o envio dessas amostras e se pre-
parar para recebê-la e processá-la rapidamente. Tecido 
com sangue deve ser lavado com salina antes de ser 
congelado(7). Ocasionalmente, o teste molecular será 
solicitado apenas após o exame patológico, quando 
será realizado em tecido parafinado, sendo utilizados 
protocolos específicos nesses casos para desfazer o 
cross-linking e diminuir o efeito do cisalhamento dos 
ácidos nucleicos(11, 12, 30).

Para extração de RNA, a amostra deve ser conge-
lada rapidamente em nitrogênio líquido antes de ser 
congelada a -70oC (ou inferior), colocada em solução 
estabilizadora de RNA ou processada para extração 
de RNA em, no máximo, uma hora da coleta. Como 
o RNA pode ser degradado por RNAses, deve-se 
armazenar as amostras em tubos plásticos estéreis, 
hidrofóbicos, que não foram tocados por mãos sem 
luvas. Independentemente da duração esperada do 
armazenamento, a temperatura deve ser de -70oC ou 
inferior. Amostras congeladas não devem ser descon-
geladas para extração de RNA, mas homogeneizadas 
diretamente em isotiocianato de guanidina ou outro 
agente de extração(7). 

Amostras cervicais e swabs uretrais

Amostras uretrais masculinas devem ser coletadas 
com swabs com ponta de poliéster, com haste flexível. 
Amostras endocervicais ou vaginais femininas devem 
ser coletadas com swabs com cerdas de rayon ou po-
liéster e colocadas no meio de transporte especificado 
pelo fabricante do ensaio. Amostras para análise de 
papilomavírus humano (HPV) devem ser coletadas 
com os swabs recomendados pelo fabricante do 

ensaio e colocadas no meio de transporte especificado 
pelo ele(7).

Células bucais 

As células bucais podem ser fonte de DNA e RNA. 
Amostras de bochecho também são comumente 
usadas como fonte de células bucais. Deve-se utilizar 
solução estabilizante de RNA tanto para células bucais 
obtidas por raspado ou swab como por bochecho. 
Para análise de DNA, amostras coletadas em swabs 
específicos podem ser secas e transportadas a tempe-
ratura ambiente. Amostras de bochecho podem ser 
transportadas a temperatura ambiente e são estáveis 
por até uma semana(7, 10, 22). 

Líquido cefalorraquidiano (LCR) 

Amostras de LCR devem ser transportadas a 2-8oC 
para análise de DNA. Caso não possam ser processadas 
imediatamente, elas podem ser congeladas (a -20oC 
ou inferior) para pesquisa de vírus de DNA (p. ex., 
HSV, CMV e VZV). 

Para análise de RNA (incluindo vírus de RNA, como 
os enterovírus), a amostra deve ser colocada em banho 
com gelo triturado e o RNA extraído em até quatro 
horas da coleta. Se não for possível, deve-se remover 
possível contaminação com eritrócitos e congelar a 
amostra, transportando-a com gelo seco(7, 9).

Punção aspirativa de agulha fina (PAAF) 

Para extração de DNA, o procedimento é se-
melhante àquele recomendado para o aspirado de 
medula óssea (descrito anteriormente). Para estudos 
de RNA, a amostra obtida por PAAF deve ser resfriada 
imediatamente ou colocada em solução com estabi-
lizador de RNA ou, alternativamente, diretamente na 
solução de lise do kit de extração. Entretanto, no caso 
de contaminação da punção com sangue, é aconselhá-
vel que os eritrócitos sejam removidos antes da adição 
da solução estabilizadora de RNA. Eritrócitos também 
devem ser removidos caso a amostra resfriada não 
possa ser processada em até quatro horas e precisar 
ser congelada (a -70oC ou inferior)(7, 37).

Sêmen

A amostra de sêmen deve ser imediatamente 
resfriada e mantida a 2-8oC até a extração do DNA(7) 
e usualmente é concentrada por centrifugação 
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após sua liquefação(32). A análise de DNA pode ser 
realizada em sêmen seco, assim como em sêmen 
fixado em lâmina para citologia por técnicas de 
hibridização in situ, existindo recuperação de DNA 
de alta qualidade em amostras forenses obtidas até 
25 anos antes(17).

Escarro

O escarro para análise de DNA deve ser coletado 
em frasco estéril e transportado ao laboratório a tem-
peratura ambiente, caso demore até 30 minutos; caso 
contrário, deve-se refrigerar a amostra. Apesar das apli-
cações clínicas normalmente demandarem resultados 
rápidos para os agentes infecciosos pesquisados (como 
Mycobacterium tuberculosis) e a amostra permanecer 
apenas resfriada nesses casos, o DNA no escarro pode 
ser estável por até um ano quando congelado a -70oC. 
Alguns protocolos de extração de DNA utilizam a con-
centração do escarro para aumentar a sensibilidade da 
pesquisa de agentes infecciosos, e as recomendações 
do fabricante devem ser seguidas nesses casos. Há 
variação de eficiência entre os diversos protocolos 
de extração, em função da presença de inibidores da 
polimerase no escarro(2, 35).

Fezes 

Amostras de fezes devem ser transportadas de 
acordo com as recomendações do teste a ser realiza-
do; alguns exigem preservante da amostra e outros 
requerem apenas refrigeração, sem preservante. 
Alguns protocolos de extração de DNA envolvem a 
diluição da amostra com solução tamponada (pH 
7,4) e centrifugação para eliminação dos debris. A 
amostra passa por filtração para eliminação de restos 
celulares, sendo que a maioria dos microrganismos 
ficará no filtrado, que será submetido à extração 
de DNA(28, 34). 

Urina

Volume de urina, tempo desde a última micção, 
presença de inflamação e outros fatores podem afe-
tar a obtenção de ácidos nucleicos(33). O tempo da 
amostra a temperatura ambiente deve ser minimiza-
do, já que o pH baixo e a alta quantidade de ureia 
rapidamente degradam o DNA, especialmente acima 
de 25oC. Caso exista necessidade de armazenamento 
da amostra, esta deve ser congelada a -70oC, mas, 

mesmo assim, pode haver diminuição da capacidade 
de detectar alguns microrganismos. O processamento 
deve obedecer às recomendações do fabricante, em 
função do tipo de teste, e poderá envolver algum 
passo para a concentração da amostra(5, 36). 

Armazenamento do DNA purificado

Depois de isolar o DNA das amostras, recomen-
da-se que seja armazenado abaixo de 0oC, para 
minimizar a atividade de degradação das DNAses, 
em tubo de plástico, hidrofóbico e com tampa de 
vedação eficaz, preferencialmente com uma vedação 
de borracha para prevenir a evaporação. Os tubos 
de polialômeros e alguns de polipropileno são mais 
apropriados para armazenamento do DNA; tubos 
de polietileno e a maioria dos de polipropileno não 
tratados causam significativa adsorção de DNA no 
tubo(4).

O DNA purificado pode ser armazenado em tam-
pão tris-EDTA (TE), pH 7,2, por 26 semanas a tempe-
ratura ambiente, por um ano a 2-8oC (na ausência de 
DNAses), por até sete anos em freezer a -20oC e por 
mais do que isso a -70oC. O freezer utilizado não deve 
ser do tipo frost-free, visto que esse mecanismo faz com 
que a temperatura oscile, causando deterioração por 
cisalhamento dos ácidos nucleicos(7, 31).

Armazenamento do RNA purificado

Após obtenção da amostra, pode ocorrer tanto 
a degradação como a indução de RNA, causando 
alterações no perfil de expressão gênica in vivo, às 
vezes em poucos minutos. Assim, é recomendável 
que, quando possível, as amostras sejam obtidas 
com solução estabilizadora de RNA (ou, no caso de 
tecidos, congeladas em nitrogênio líquido). Indepen-
dentemente da duração estimada do armazenamen-
to, recomenda-se que este seja realizado como um 
precipitado em etanol a -70oC ou inferior, visto que 
a atividade de degradação do RNA das RNAses con-
tinua a -20oC. Devem ser utilizados tubos plásticos 
estéreis, hidrofóbicos, que não foram manuseados 
por mãos sem luvas e que foram tratados com água 
com dietilpirocarbonato para a eliminação de RNAses 
dos tubos, que são muito estáveis (ou que contenham 
a informação de RNAse-free)(7).  
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