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RESUMO

A pratica de colecionar material biolégico humano na forma de Biorrepositorios
(colecao de material bioldgico humano, coletado e armazenado ao longo da execucao
de um projeto de pesquisa especifico) se tornou essencial para o avanc¢o da pesquisa
clinica. Contudo, normativas nacionais e internacionais recomendam a utilizacdo de
uma padronizacdo minima nas diversas préticas que abrangem a manipulacéo,
gerenciamento e armazenamento de tais amostras e suas informacdes associadas de
modo a garantir a qualidade dos resultados das pesquisas, a0 mesmo tempo
assegurar os padrdes éticos e legais, respeitando o principio da dignidade humana.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os setores de
pesquisa do HU-UFMA (Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo/HU-UFMA) que armazenam Biorrepositorios, quanto aos recursos
humanos, estrutura fisica e padrdes técnicos existentes, bem como desenvolver os
Procedimentos Operacionais Padrao (POP’s) para manipulacdo e guarda das
amostras biolégicas pertencentes a estes Biorrepositériose e outros que poderdo vir
a ser cirados. Para cumprir tais objetivos foram feitas visitas aos setores do hospital
aonde sdo desenvolvidas as pesquisas; e aplicacdo de questionario com o0s
Pesquisadores Responsaveis pelos grupos de pesquisa e com 0s Gestores dos
setores de pesquisa na instituicdo. Os resultados dos questionarios apontaram que
alguns setores de pesquisas ndo contém, e outros, estdo em fase de desenvolvimento
de seus POP’s para coleta, manipulacdo, gerenciamentos e guarda de
Biorrepositérios, e que alguns grupos de pesquisas possuem, de forma isolada, POP’s
para alguma das etapas de manipulagdo das amostras bioldgicas de seus
Biorrepositérios. Foram identificados, ainda, os materiais biolégicos que comp&em os
Biorrepositorios dos estudos realizados na instituicdo. A partir dai, realizou-se
consultas a alguns dos POP’s existentes nos grupos de pesquisas e POP’s
assistenciais de um dos setores estudado, para um melhor embasamento sobre os
métodos utilizados nas pesquisas da instituicdo, além das diretrizes nacionais e
internacionais sobre o tema abordado. O resultado foi a elaboracdo de POP’s para
coleta, processamento e armazenamento das colecdes de Biorrepositorios
armazenados nos setores de pesquisas; elaboracdo de um manual de coleta,
processamento, armazenamento e descarte das amostras visando a criacdo de
Biorrepositorios; criacdo de formularios para registro das varidveis pré-analiticas
existentes nas etapas de manipulacdo e guarda das amostras; e criacdo de modelos
de formuléarios para cadastro do participante da pesquisa e de amostras armazenadas,
no hospital.

Palavras-chave: Material Biologico; Armazenamento; Padronizag&o; Biorrepositorio.



ABSTRACT

The practice of collecting human biological material in the form of bio-repositories
(collection of human biological material, collected and stored throughout the execution
of a specific research project) has become essential for the advancement of clinical
research. However, national and international regulations recommend the use of a
minimum standardization in the various practices that cover the handling, management
and storage of such samples and their associated information in order to guarantee
the quality of the results of the research, at the same time assuring the ethical and
respecting the principle of human dignity. In this context, the objective of the present
study was to characterize the research sectors of the HU-UFMA (University Hospital
of the Federal University of Maranh&o / HU-UFMA) that store Biorrepositories in terms
of human resources, physical structure and existing technical standards, as well as to
develop the Standard Operating Procedures (SOPs) for manipulation and storage of
the biological samples belonging to these bio-repositories and others which may be
drawn. In order to fulfill these objectives visits were made to the sectors of the hospital
where the research is carried out; and questionnaire application with the Researchers
Responsible for the research groups and with the managers of the research sectors in
the institution. The results of the questionnaires pointed out that some research sectors
do not contain, and others, are in the development phase of their POPs to collect
manipulation, management and custody of bio-repositories, and that some research
groups have, in isolation, POP's for some steps of manipulating the biological samples
of their bio-repositories. It was also identified the biological materials that make up the
bio-repositories of the studies carried out at the institution. From then on, consultations
were carried out with some of the existing POPs in the research groups and welfare
POPs of one of the studied sectors, for a better basis on the methods used in the
research of the institution, besides the national and international guidelines on the
subject addressed. The result was the elaboration of POP's for the collection,
processing and storage of the collections of bio-repositories stored in the research
sectors; preparation of a manual for the collection, processing, storage and disposal
of samples for the creation of bio-repositories; creation of forms for recording the pre-
analytical variables in the sample handling and storage stages; and creation of
template forms for registration of the research participant and of stored samples in the
hospital.

Keywords: Biological Material; Storage; Standardization; Biorepository.
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1 INTRODUCAO

A guarda de colecdes de materiais bioldgicos, tanto na forma de Biobanco,
como na forma de Biorrepositérios, se tornou essencial para o avanco da Pesquisa
Clinica, especialmente nas areas biomédica que utilizam diversos tipos de amostras
como, tecidos, fluidos corporais e acidos nucléicos. A complexidade desta atividade
tem gerado um amplo esforco a nivel mundial de se chegar a uma padronizacéo
minima nas diversas praticas que abrangem o gerenciamento e armazenamento de
tais amostras e informacdes associadas de modo a garantir a qualidade dos
resultados das pesquisas, a0 mesmo tempo assegurar os padrdes éticos e legais,
respeitando o principio da dignidade humana.

No Maranh&o, o Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
(HU-UFMA) possui quatro setores que atuam em pesquisa e que armazenam material
biolégico, quais sejam: Centro de Pesquisa Clinica; Laboratério de Estudos
Genbmicos e Histocompatibilidade; e Centro de Prevencdo de Doencas Renais. Os
dois Ultimos sdo setores que realizam atividades de assisténcia e pesquisa, estando
tais atividades contempladas em seus respectivos regimentos internos, e o primeiro é
um setor somente de pesquisa. O quarto setor é o Biobanco, que consiste em Banco
de Tumores e DNA do Maranhdo (BTMA) com protocolo especifico e aprovado pelo
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Quanto as pesquisas realizadas, de acordo com relatério da Geréncia de
Ensino e Pesquisa, atualmente estdo sendo desenvolvidos 42 projetos de pesquisa
no hospital utilizando material biol6gico humano. A maioria destes materiais biolégicos
consiste em Biorrepositorios, sendo que a sua guarda € distribuida, principalmente,
nos freezers -80°C e freezers -20°C pertencentes a instituicdo.

Em face do exposto, a proposta do presente trabalho consiste em desenvolver
Procedimentos Operacionais Padrdes (POP’s) para guarda de material bioldgico
humano constituidos em Biorrepositorios para armazenamento a longo prazo nos
setores de pesquisas do HU-UFMA, contemplando a padronizagdo da coleta,
processamento e armazenamento de material biologico. Para subsidiar este trabalho
realizou-se consulta as normativas vigentes e literaturas disponiveis sobre o tema em
guestao; visitas aos setores do HU-UFMA aonde séo desenvolvidas as pesquisas; e
aplicacdo de questionario com os Pesquisadores Responsaveis pelos grupos de

pesquisa e com 0s Gestores dos setores de pesquisa no Hospital.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas e Conceito de Biorrepositorio e Biobanco

O armazenamento de material biolégico é uma pratica antiga e ocorre em
instituicdes de saude do mundo todo. Porém, os termos Biobanco e Biorrepositorio
“neologismo, utilizado por cientistas e administradores de institui¢cdes relacionadas a
saude” (FERNANDES et al., 2014, p. 296), sdo recentes e surgiram, principalmente,
nas atividades de armazenamento de material biolégico para fins de pesquisas. As
definicbes para tais termos apareciam bastante similar a nivel internacional sendo
que, até hoje, € utilizado como sinbnimos em algumas instituicées, como WHO-IARC
(2017, p. 2) que incorpora no conceito de Biobanco tanto a infraestrutura para
armazenamento e servicos relacionados aos bioespécimens e seus dados
associados, como 0s procedimentos de coleta, registro e armazenamento de
amostras biolégicas e suas informacfes associadas; e considera Biorrepositorio o
mesmo que Biobanco.

No Brasil, embora tenha ocorrido a elaboracdo e aprovacao de algumas
normativas, como a Lei n°® 11.105 de 24 de marco de 2005 (Lei de Biosseguranca) e
a Resolucdo do CNS n° 347 de 2005 que aprovou as diretrizes para analise ética de
projetos de pesquisa que envolva armazenamento de materiais ou uso de materiais
armazenados em pesquisas anteriores, a falta de definicbes e normatizacdes
especificas sobre as praticas de Biobanco e Biorrepositdrio ainda era um entrave.

Por outro lado, o avanco da pesquisa nas areas da genética e biologia
molecular que implica na “crescente necessidade de armazenar materiais biolégicos
humanos, informacdes clinicas relacionadas e sua correspondente identificacdo em
biorepositorios e biobancos” (ASHTON-PROLLA et al., 2009, p. 74), suscitou no pais,
um amplo debate entre diversos atores (pesquisadores, entidades governamentais e
ndo governamentais, gestores, profissionais e a comunidade em geral),
especialmente entre os anos de 2009 a 2011.

Em consequéncia, as atividades de Biobanco e Biorrepositorio foram fazendo-
se notar gradativamente por meio, sobretudo, de artigos, revistas e eventos cientificos
e 0S conceitos comecaram a ser aprimorados no Brasil. Fernandes et al. (2010),
estabeleceu alguns padrbes legais, técnicos e éticos aplicaveis a estas entidades
biolégicas na instituicdo e apresentou uma definicAo clara para Biobanco,

Biorrepositorio e Unidade de Recursos Biologicos, a saber:
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Biorrepositério, uma colegcdo de materiais bioldgicos humanos e
informacfes associadas, vinculada e de uso limitado a projeto de
pesquisa especifico [...]; Biobanco, uma colecdo de materiais
biol6gicos humanos e informag¢des associadas doadas a instituicdo
para fins de pesquisa e para uso compartiihado em projetos de
pesquisa [...]; e Unidade de Recursos Bioldgicos (URB) é a estrutura
[...] que garante as condigbes adequadas para as atividades de
Biobanco e Biorrepositorios [...]. (FERNANDES et al. 2010, p. 6).

A mobilizacdo em torno desta tematica resultou no ano de 2011, em duas

normativas que regulam, atualmente, as atividades envolvendo Biorrepositorios e

Biobanco no pais, sdo elas: a homologacao pelo Conselho Nacional de Saude da

Resolucédo n° 441, de 12 de maio de 2011 que aprova as diretrizes para analise ética

de projetos de pesquisas que envolvam armazenamento de material biolégico humano

ou uso de material armazenado em pesquisas anteriores, e publicacdo pelo Ministério

de Estado da Saude, da Portaria n® 2.201, de 14 de setembro de 2011, na qual se

estabelece as Diretrizes Nacionais para Biorrepositorio e Biobanco de Material

Bioldgico Humano com Finalidade de Pesquisa.

De acordo com tais normativas, os bancos de materiais biol6gicos sédo de dois

tipos:

1. Biobanco:

Colegdo organizada de material biolégico humano e informagdes
associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas,
sob-responsabilidade e gerenciamento institucional dos materiais
armazenados, sem fins comerciais. (BRASIL, 2011a, p. 2 e BRASIL,
2011b, p. 1).

2. Biorrepositério:

Colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao
longo da execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas,
sob-responsabilidade institucional e sob gerenciamento do
pesquisador, sem fins comerciais. (BRASIL, 2011a, p. 2 e BRASIL,
2011b, p. 1).

Outras caracteristicas e diferencas aplicadas a estes dois tipos de colecdes de

material biolégico estdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Principais caracteristicas dos bancos de material biolégico humano

utilizado em pesquisa.

TIPO DE BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO HUMANO

BIORREPOSITORIO
ATRELADO A UM

Intencéo da coleta

pesquisa, sem ser
atrelado a projeto de
pesquisa especifico.

) BIORREPOSITORIO PROJETO
CARACTERISTICAS ATRELADO A UM ESPECIFICO,
BIOBANCO PROJETO VISANDO A
ESPECIFICO UTILIZACAO EM
PESQUISAS
FUTURAS
Para fins de

Para projeto de
pesquisa especifico.

Para pesquisa
especifica e para
outras no futuro.

Intencéo de
armazenamento ap6s
processamento do
material biolégico

Utilizagdo em
pesquisa (s) futura

(s).

Repetir testes e
confirmar resultados

da pesquisa em curso.

Repetir testes e
confirmar resultados
da pesquisa em curso
e utilizagdo em
pesquisa (s) futura (s)
(novos protocolos de
pesquisa aprovados
por CEP ou CONEP).

Responsabilidade

do material biolégico

pela guarda do Institucional Institucional Institucional
material biolégico
Responsabilidade
pelo gerenciamento Institucional Pesquisador Pesquisador

Prazo de
armazenamento

Enquanto durar o
biobanco.

Enquanto durar a
pesquisa.

Deve estar de acordo
€O 0 cronograma da
pesquisa, prorrogéavel
por meio de solicitag&@o
do pesquisador e
aprovacao do Sistema
CEP/Conep, podendo
ser autorizado por até
10 anos.

Fonte: Brasil (2011a, 2011b).

2.2 Aspectos Legais e Eticos para a Constituicdo de Biorrepositério e Biobanco

Historicamente os dispositivos legais que mais auxiliaram para a construcao

das diretrizes atuais para analise ética de projetos de pesquisas que envolvam

armazenamento de material

bioldgico humano no Brasil, foram: Codigo de

Nuremberg, de 1947; Declaracdo de Helsink, de 1964; Declaracdo Universal Sobre

Bioética e Direitos Humanos, de 2005; e legisla¢cdes nacionais como: Constituicdo

Federal de 1988, Resolucdo 196/96 do CNS que aprova as diretrizes e normas

regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos (revogada pela
Resolucédo 466 de 12 de dezembro de 2012 do CNS); Resolucdo da ANVISA n° 306
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de 07/12/2004 que dispbe sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de
residuos de servicos de Saude; Resolugédo n°® 347, de 13 de Janeiro de 2005 que
aprova as diretrizes para andlise ética de projetos de pesquisa que envolva
armazenamento de materiais ou uso de materiais armazenados em pesquisas
anteriores; e Lei n°® 11.105 de 24 de margo de 2005 (Lei de Biosseguranca). Hoje, as
normativas nacionais que regulam as atividades de Biorrepositorios séo a Portaria n°
2.201 do MS e a Resolucéo n°® 441 do CNS, citadas no item anterior.

A Portaria n°® 2.201 é composta de 28 artigos referentes a criacdo e
funcionamento dos Biorrepositorios. Um dos pontos que merece destaque nesta
normativa é garantia do acesso gratuito do participante da pesquisa aos resultados
obtidos a partir do seu material biolégico humano armazenado e as orientacdes
guanto as suas implicacdes, incluindo o aconselhamento genético, quando aplicavel.

A Resolucdo n°® 441 contém 18 artigos dispondo sobre as definicdes e
regulamentos relacionados a Biobanco e Biorrepositorio, e exigéncias éticas para
coleta, depdsito, armazenamento, utilizacdo e descarte de material biolégico humano
em Biorrepositorio e Biobanco.

Um aspecto em comum que merece destaque nestas duas normativas
supracitadas é que em ambas as formas de armazenamento, o material biolégico
humano pertence ao sujeito da pesquisa. Isto demonstra o seu alinhamento com a
Constituicdo Federal de 1988 que assegura no seu Art. 5° os Direitos e Garantias
Fundamentais do individuo, como por exemplo, o inciso x, aonde consta que “sao
inviolaveis a intimidade, a vida privada, a honra e a imagem das pessoas” (BRASIL,
1988, p. 17); e com os tratados e acordos internacionais, como a UNESCO (2005) que
declarou que, as informacBes que dizem respeito ao individuo ndo devem ser
utilizadas ou difundidas para outros fins que nao aqueles para que foram consentidos.

Sobre este assunto, Fernandes et al. (2010, p. 7) e Brasil (2011b, p. 5)
esclarecem que, no caso de Biorrepositorio, a garantia das condi¢cbes necessarias a
seguranca e a privacidade dos dados e das informagfes associadas referentes as
amostras, é atribuicdo do pesquisador responséavel pelo projeto de pesquisa.

Informacdes associadas para Fernandes et al (2010, p. 6) sédo “todos os dados
que se relacionem ou que caracterizem o material biologico armazenado,
independentemente da forma ou do meio de registro”.

Outros aspectos importantes previstos nestas duas normativas sao:
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o A obrigatoriedade do TCLE para a coleta, armazenamento, utilizacdo e
descarte de material biologico humano em Biorrepositério e Biobanco, sendo que para
Biorrepositorio o termo € especifico para cada pesquisa. Ressalta-se que a simples
assinatura do TCLE pelo participante para a transferéncia das amostras, ndo € o
suficiente para o seu uso em pesquisas futuras. O uso destas estara condicionado a:
aprovacao do novo projeto de pesquisa pelo Sistema CEP/CONEP e; verificar se o
participante optou pela dispensa ou reconsentimento a cada nova pesquisa, conforme
foi declarado no TCLE do Biobanco. Caso tenha optado por reconsentimento, devera
ser apresentado um TCLE especifico referente ao novo projeto de pesquisa, para que
0 participante possa se manifestar formalmente.

o A previsdo da necessidade de um sistema seguro de identificacdo nos
Biobancos, que garanta o sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperacao dos
dados dos sujeitos da pesquisa, para fornecimento de informacgfes do interesse
destes ou para a obtencdo de consentimento especifico para utilizagdo em nova
pesquisa.

o Garantia de informagdo ao participante da pesquisa sobre a perda ou
destruicdo de suas amostras biolégicas, sobre o encerramento do Biobanco ou do
Biorrepositorio, quando for o caso, bem como sobre a transferéncia do material
biolégico humano armazenado entre biorrepositério ou biobanco, da prépria ou de
outra instituicao;

o A possibilidade da retirada do consentimento de guarda e utilizacdo do material
biolégico armazenado a qualquer tempo pelo sujeito da pesquisa, ou seu
representante legal, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacao desta.

o A previsdo de dois tipos de TCLE a serem apreciados pelo Sistema
CEP/CONEP para o novo protocolo de pesquisa que pretende utilizar amostras
anteriormente coletadas e que estdo armazenadas em biorrepositério de uma
pesquisa prévia: o modelo que foi utilizado por ocasido da coleta e armazenamento
do material biolégico (pesquisa prévia); e o modelo que sera utilizado para solicitar
autorizacéo do uso do material bioldgico armazenado (pesquisa vigente).

o A possibilidade de o sistema CEP/CONEP autorizar, ou ndo, a utilizagao do
material biol6égico humano armazenado em Biorrepositério, quando fundamentada a
impossibilidade de obtengc&o do consentimento especifico para a nova pesquisa, ou

em Biobanco mediante opc¢éo do sujeito em ser consultado a cada pesquisa.
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o A proibicdo do patenteamento de material biolégico humano armazenado em
biorrepositdrio ou Biobanco, bem como a sua utilizacéo para fins comercial, seja no
pais ou no exterior.

Informacdes detalhadas sobre submisséo de projeto de pesquisa e apreciacao
ética visando a constituicdo de Biorrepositorios, estdo disponiveis na Norma
Operacional n° 001/2013 do CNS! e no Manual de Orientagdo da CONEP (2015)>.

Outros aspectos éticos e legais referentes a criacdo e funcionamento de
Biorrepositorios e Biobancos contemplados na Portaria n°® 2.201 do MS e na
Resolucédo n° 441 do CNS estéo apresentados no Quadro 2.

Esclarecer aqui o conceito e diferencas técnicas e legais entre Biorrepositorio
e Biobanco tornou-se indispensavel por tais atividades andarem lado a lado, tanto no
campo operacional quanto no campo normativo, contudo o0s itens que seguem seréo

voltados principalmente a aplicacdo em Biorrepositorios por ser o foco deste trabalho.

1 BRASIL. Ministério da Saude. Conselho Nacional de Saude. Norma Operacional n° 001. Dispde sobre
a organizacéo e funcionamento do Sistema CEP/CONEP, e sobre os procedimentos para submisséo,
avaliacdo e acompanhamento da pesquisa e de desenvolvimento envolvendo seres humanos no Brasil.
Brasilia, 2013.

2 CONEP/CNS/MS. Manual de Orientagdo: Pendéncias Frequentes em Protocolos de Pesquisa Clinica.
V. 1, Brasilia, 2015. Disponivel em: <
http://conselho.saude.gov.br/iweb comissoes/conep/aquivos/documentos/MANUAL ORIENTACAQO P
ENDENCIAS FREQUENTES PROTOCOLOS PESQUISA CLINICA V1.pdf>. Acesso em 21 de
janeiro de 2018.



http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/aquivos/documentos/MANUAL_ORIENTACAO_PENDENCIAS_FREQUENTES_PROTOCOLOS_PESQUISA_CLINICA_V1.pdf
http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/aquivos/documentos/MANUAL_ORIENTACAO_PENDENCIAS_FREQUENTES_PROTOCOLOS_PESQUISA_CLINICA_V1.pdf
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Quadro 2 — Principais exigéncias ténicas e éticas para constituicdo e funcionamento

dos bancos de material biol6gico humano utilizado em pesquisa.
BANCOS DE MATERIAL BIOLOGICO HUMANO
BIORREPOSITORIO

ATRELADO A UM

BIORREPOSITORIO
R PROJETO
EXIGENCIAS BIOBANCO ATRELADO A UM ESPECIFICO.
PROJETO A
ESPECIFICO VISANDO A
UTILIZACAO EM

PESQUISAS FUTURAS
Deve estar explicitado
no projeto de pesquisa

Deve estar explicitado
no projeto de pesquisa

Protocolo de . )
. respectivo, devendo respectivo, devendo
Desenvolvimento
Regulamento estar aprovado pelo estar aprovado pelo
(aprovado pela EP institucional EP institucional
Conep) C institucional ou por C institucional ou por
’ CEP indicado pela CEP indicado pela
CONEP, CONEP,
aTrc(:)baE d%o zllgbgggg TCLE especifico da
Consentimento (parte intg rante dop TCLE especifico da pesquisa em curso,
para a coletado P Protocglo de es uisapem curso devendo constar sobre
material biolégico ) Pesq ' possivel utilizacdo
Desenvolvimento do
. futura.
biobanco).
Solicitagéo do
pesquisador
responsavel, ao CEP,
Participante escolhe acompanhada de
se quer ser justificativa e relatério
consultado ou néo a das atividades de
cada pesquisa no pesquisa desenvolvidas
Consentimento TCLE. Un).novo 3 com o material glu_rante
ara uso do TCLE espeglflco para TCLE _especmco da 0 penodo. O sujeito da
par L cada pesquisa futura pesquisa em curso. pesquisa devera ser
material biolégico
deve ser apresentado contatado para
para aqueleses que consentir, a cada nova
desejam ser pesquisa, sobre a
consultados utilizacdo do material
(reconsentimento). biolégico humano,
formalizando-se o
consentimento por meio
de TCLE especifico.
Acordo firmado entre as | Acordo firmado entre as
Acordo firmado entre msptyu;oes |ns_t|t.wgoes
as instituicdes participantes, participantes,
Compartilhamento ISTtUIG contemplando, dentre contemplando, dentre
) participantes,
de material outros, a forma de outros, a forma de
C o contemplando, dentre . T : s
biologico humano operacionalizacao, operacionalizacao,
. ~ outros, a forma de . ;
e informacdes . o compartilhamento e compartilhamento e
: operacionalizagéo, o : N _
associadas entre ; utilizacdo do material utilizagdo do material
NP compartilhamento e o N
instituicoes N : biolégico humano bioldgico humano
. . utilizagdo do material . .
parceiras no pais. A armazenado; e armazenado; e
biolégico humano ~ ~
aprovacao pelos CEPs aprovacéo pelos CEPs
armazenado. A A
das instituicdes das instituicbes
respectivas. respectivas.

(Continua...)
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Quadro 2 (Conclusao) — Principais documentos exigiveis para constituicido e
funcionamento dos bancos de material biol6gico humano utilizado em pesquisa

EXIGENCIAS

BANCOS DE MATERIAL BIOLOGICO HUMANO

BIOBANCO

BIORREPOSITORIO
ATRELADO A UM
PROJETO
ESPECIFICO

BIORREPOSITORIO
ATRELADO A UM
PROJETO
ESPECIFICO, VISANDO
A UTILIZACAO EM
PESQUISAS FUTURAS

Compartilhamento
de material biolégico
humano e
informacdes
associadas entre
instituicoes
parceiras no
exterior.

Além das exigéncias
contidas no acordo
firmado entre as
instituicoes
participantes, devem
ser obedecidas as
normas nacionais e
internacionais para
remessa de material
e ser apresentado o
regulamento da
instituicdo
destinataria para
analise do Sistema
CEP/CONEP. O
pesquisador e
instituic@o brasileiros
devem ter direito ao
acesso e a utilizacdo
em pesquisas
futuras, do material
biolégico humano
armazenado no
exterior, bem como a
suas informagdes
associadas.

Além das exigéncias
contidas no acordo
firmado entre as
instituicdes
participantes, devem
ser obedecidas as
normas nacionais e
internacionais para
remessa de material e
ser apresentado o
regulamento da
instituicdo destinatéria
para analise do
Sistema
CEP/CONEP.

Além das exigéncias
contidas no acordo
firmado entre as
instituicbes participantes,
devem ser obedecidas
as normas nacionais e
internacionais para
remessa de material e
ser apresentado o
regulamento da
instituicdo destinataria
para analise do Sistema
CEP/CONEP. O
pesquisador e instituicdo
brasileiros devem ter
direito ao acesso e a
utilizagdo em pesquisas
futuras, do material
biolégico humano
armazenado no exterior,
bem como a suas
informacdes associadas.

Transferéncia do
material biolégico

Termo de
Transferéncia de
Material Biol6gico
(TTMB) entre os

responsaveis legais
pelas instituicBes
envolvidas;
aprovacao dos CEPs
das instituicbes
envolvidas.

N&o se aplica

Deve seguir as
normativas vigentes de
transporte,
processamento, apos
comunicacao ao
participante e aprovagao
do CEP.

Fonte: Brasil (2011a, 2011b).




Figura 3 — Observacgdes pertinentes sobre Biorrepositorio.

N\

Os B

iorrepositérios sdo de dois tipos: biorrepositério

atrelado a um projeto especifico, visando a utilizacao
em pesquisas futuras; e biorrepositorio atrelado a um
projeto especifico, sem possibilidade de utilizacdo em
pesquisas futuras.

Renovacdes da autorizacdo de armazenamento
do material biolégico humano em Biorrepositorio
sdao permitidas mediante  solicitacgao do
pesquisador responsavel, ao CEP, acompanhada
de justificativa e relatério das atividades de
pesquisa desenvolvidas com o material durante o
periodo.

O material biolégico armazenado em um Biorrepositorio

pode

ser transferido formalmente para um Biobanco

institucional ou outro Biorrepositério, seguindo as
normas pertinentes do CNS.

/

Fonte: Brasil (2011a, 2011b).
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2.3 Material Biolégico Humano
As RDC’s ANVISA dispdem que:

o Amostra Biologica: “é a parte representativa de um espécime”. (BRASIL, 2006,
p. 3).
o Espécime: “qualquer material biolégico humano como érgéaos, tecidos, fluidos

corporais, obtido de um unico sujeito, em momento especifico”. (BRASIL, 2006, p. 3).
o Analito:

Componente ou constituinte de material bioldégico ou amostra de
paciente, passivel de pesquisa ou analise por meio de sistema
analitico de laboratério clinico. Isso inclui qualquer elemento, ion,
composto, substancia, fator, agente infeccioso, célula, organela,
atividade, propriedade ou outras caracteristicas que devem ser
determinadas. (BRASIL, 2011, p. 4).

o Aliquota:

E o processo em que uma amostra é dividida em varias partes e
armazenada em recipientes separados como amostras individuais. O
termo aliquota também pode ser usado como um substantivo para
denotar uma Unica amostra. (BRASIL, 2006, p. 3).

o Material Biolégico Humano: “espécimes, amostras e aliquotas de material

original e seus componentes fracionados”. (BRASIL, 2011a, p. 4).

Existe uma variedade muito grande de material biolégico humano, alguns
exemplos citados pela IARC (2017, p. 41) séo: “sangue total e derivados; tecidos
sélidos; urina; células bucais e saliva; lavado broncoalveolar; aspirado de medula
0ssea,; liquido cefalorraquidiano; sémen; swabs cervicais e uretrais; cabelo; unhas”. A
representatividade desta grande variedade de material biol6gico € um ponto critico
‘especialmente em paises com significativa diversidade étnica da populagao”.
(ASHTON-PROLLA, 2009, p. 75).

Como exemplo de fatores criticos, a ISBER (2012, p. 65) cita a elasticidade da
amostra ao resfriamento, congelamento e desidratacéo induzida pelo frio, e tendo em
vista estas pecualiaridades, esta organizacdo orienta que a disponibilidade de
amostras bioldgica de alta qualidade para fins de pesquisa requer o desenvolvimento
de métodos padronizados de coleta, armazenamento e recuperacdo em repositorios

biolégicos.
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2.4 Consideragdes Sobre o Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranh&o — HUUFMA

O HU-UFMA é um hospital universitario filiado a Rede EBSERH e integra a
estrutura organica do SUS. Criado em 1991, hoje dispbe de 573 leitos, 28
especialidades médicas e realiza oito tipos de cirurgias, dentre elas, transplante renal
e de coérnea. Realiza procedimentos de alta e média complexidade, e alguns
programas estratégicos de atenc¢édo basica integrados ao SUS™.

Em relacdo as pesquisas desenvolvidas, o hospital conta com 4 setores de
pesquisas, a saber:
o Biobanco: consiste em Banco de Tumores e DNA do Maranhdo (BTMA) com
protocolo especifico atendendo aos requisitos da Portaria MS n° 2.201/2011 e da
Resolugcdo CNS n° 441/2011 e aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP). No BTMA, séo guardadas amostras de diversos tipos de cancer,
como os de pénis, colo de utero, vagina, reto, canal anal e cavidade oral. H4 também
fragmentos do tumor do cancer de mama. Morais (2018) explica que as amostras sao
coletadas de fragmentos de tecido tumoral, bem como de tecido sadio e liquidos
bioldgicos cedidos por pacientes assistidos no HU-UFMA e de outras instituicdes*. O
setor de Biobanco contém ainda, um laboratério de biologia molecular aonde é
realizado pesquisas cientificas.
o CEPEC: Centro de Pesquisa Clinica do HU-UFMA,; inaugurado em 2007; conta
com laboratérios de Pesquisa Clinica, Biologia Molecular e de Microscopia Eletrénica
e de Imagens, consultérios de ginecologia e de enfermagem, e salas de
procedimentos de coleta de material biol6gico. E um setor exclusivo para desenvolver
atividades de pesquisa.
o LEGH: Laboratério de Estudos Genémicos e de Histocompatibilidade. E um
setor de Assisténcia e que realiza pesquisas nas areas de Biologia Molecular e
Imunogenética. No setor ha coleta para os procedimentos de assisténcia e
eventualmente sao realizadas coleta para a pesquisa.
CPDR: Centro de Prevencao de Doencas Renais; atua na Assisténcia e na Pesquisa
com Doencas Renais Crbnicas. Neste setor, é realizada coleta para os procedimentos

de assisténcia e também para a pesquisa.

! Fonte: http://www.ebserh.gov.br/web/hu-ufma.
* http://www.ebserh.gov.br/web/hu-ufma.



http://www.ebserh.gov.br/web/hu-ufma
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar do evidente avanco na estruturacdo dos setores que armazenam
material biologico em Biobancos e Biorrepositérios no pais, a falta de normatizacdes
que assegurem a elaboracéo e uso de protocolo para ser utilizado nas etapas pré-
analiticas da pesquisa, ainda € um obstaculo a ser superado.

Os Biorrepositorios existentes em instituicbes de saude no Brasil estdo, em
sua maioria, de maneira informal, sem um gerenciamento adequado nos seus
diversos percursos. As colecdes biologicas sdo armazenadas em freezers de
laboratérios assistenciais, em centros de pesquisas e em areas proprias fora da
instituicdo, sem um controle adequado das condi¢cGes pré-analiticas das amostras e
informacdes associadas.

Neste sentido, a elaboracéo e posterior implementacdo de protocolos para a
manipulacdo de amostras e seu armazenamento em Biorrepositorios é de grande
relevancia para a pesquisa clinica, pois busca: atender com rigor os padrdes técnicos,
éticos e operacionais; gerenciar todo o percurso da amostra e informacbes
associadas; e garantir a representatividade e a integridade do material biol6gico
durante as fases pré-analiticas. Além disso, torna mais evidente o papel da instituicao
como responsavel pela colecdo do material biolégico armazenado e o pesquisador
responsavel, como gerenciador, seguindo protocolos e regulamentos especificos.

No Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, alguns
documentos para regularizacdo dos Biorrepositorio existentes estdo em fase de
elaboracao, quais sejam: Regulamento para armazenamento de material biol6gico em
Biorrepositério; Termo de anuéncia para coleta e processamento de amostras
bioldgicas para exames dos participantes da pesquisa; Solicitacdo de armazenamento
do Biorrepositorio; e Solicitagdo de coleta e processamento de amostras biolégicas
para o Biorrepositério. Outros documentos precisam ser elaborados para posterior
informatizacéo por meio do Setor de Tl (Tecnologia da Informagé&o). Dentre estes,
destacam-se: Modelos de Formularios Para Cadastro de Pesquisa que utilizam
Biorrepositorios e para Cadastro das Amostras e Informacdes Associadas; e
Procedimentos Operacionais Padrdes para guarda de Biorrepositorios. A elaboracao
de tais documentos podera auxiliar os pesquisadores e instituicio na organizacéo e

regularizacdo destas cole¢bes bioldgicas.



26

4 OBJETIVOS

OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

a)

b)

Caracterizar os setores que armazenam Biorrepositorios, quanto aos recursos
humanos, estrutura fisica e padrdes técnicos existentes.

Desenvolver os Procedimentos Operacionais Padrbes para guarda de
Biorrepositorios no Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhéo (HU-UFMA).

4.2 Objetivos Especificos

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

Caracterizar o perfil dos gestores e dos pesquisadores responsaveis;
Descrever os tipos de materiais biol6gicos utilizados nas pesquisas

Identificar os procedimentos operacionais padrées existentes;

Conhecer as formas de identificacéo, registro e rastreabilidade das amostras
armazenadas para pesquisa na instituicao;

Elaborar um manual de coleta, processamento, armazenamento e descarte de
material biolégico humano visando a constituicdo de Biorrepositorios;

Propor modelos de formularios para cadastro de pesquisa e de amostras;
Propor modelo de formularios de registros para coleta, processamento e
armazenamento do material bioldgico utilizado;

Propor o fluxograma para o funcionamento de Biorrepositério no HUUFMA.
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5. METODO

Trata-se de um estudo descritivo desenvolvido da seguinte forma:
= Aspectos Eticos

Para o desenvolvimento deste trabalho, o projeto foi, a principio, submetido a
apreciacdo da Comissdo Cientifica do HU-UFMA (COMIC) para autorizagdo da
Pesquisa. Posteriormente, o mesmo foi avaliado pelos Comités de Etica em Pesquisa
(CEP’s) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo, para a aprovagdo ética. Apés, foi realizado a
aplicacdo dos questionarios com os Pesquisadores Responsaveis pelos grupos de
pesquisas e Gestores dos Setores de Pesquisas do hospital, sendo obtido o
consentimento de todos os participantes, através da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

= Critérios de Inclusao
Setores que desenvolve pesquisas e que armazenam material biologico

humano em forma de Biorrepositérios.

= Local de Estudo

Este estudo foi realizado nos setores de pesquisas do HU-UFMA que
armazenam Biorrepositérios. Os trés Setores sdo: Centro de Pesquisa Clinica
(CEPEC); Laboratério de Estudos Gendmicos e Histocompatibilidade (LEGH) e
Centro de Prevencdo de Doencas Renais (CPDR). O CEPEC é um Setor de
pesquisas, e o0 LEGH e CPDR realizam atividades de assisténcia e pesquisa. Além
destes trés setores, foram feitas visitas ao Biobanco de Tumores e DNA do Maranh&o
(BTMA) pertencente ao hospital com o intuito de identificar os POP’s existentes para
guarda de material biol6gico e equipamentos de armazenagem utilizados. O setor de
Biobanco néo entrou na coleta de dados por ndo conter Biorrepositérios armazenados.
Apesar de nao ter sido realizado a coleta de dados, as visitas com eventuais

anotacdes neste setor constam no projeto aprovado pelo CEP do HU-UFMA.
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» Coleta de Dados

Para a coleta de dados foi aplicado dois tipos de questionarios, um para cada
Gestor dos trés Setores de Pesquisas (total de trés gestores) e outro para cada um
dos Pesquisadores Responsaveis pelos Grupos de Pesquisas (total de sete
pesquisadores) que colecionam material bioldgico na forma de Biorrepositorios. Para
a aplicacdo dos questionarios, primeiramente houve reuniées com os Pesquisadores
Responsaveis pelos Grupos de Pesquisas e com 0s Gestores dos Setores, com 0
intuito tanto de informar sobre 0s objetivos da pesquisa, como de obter parceria para
o desenvolvimento do trabalho. Em um segundo momento foi feito duas visitas pré-
agendadas em cada Setor. Em uma das ocasifes, foi aplicado o TCLE com os trés
Gestores dos Setores de Pesquisas e em seguida o questionario foi disponibilizado
para autopreenchimento; e na outra ocasido, o consentimento foi obtido dos sete
Pesquisadores Responsaveis, com posterior aplicacdo do questionario. Tanto o
questionario do Gestor como do Pesquisador foram autopreenchiveis, com formato
impresso, e aplicado entre outubro a dezembro de 2017, visando a coleta de dados.

O questionario respondido pelos pesquisadores conteve questdes sobre: perfil
do pesquisador; tipo de amostra bioldégica que constituem os Biorrepositérios
armazenados; local de armazenamento e equipamentos utilizados para a guarda dos
Biorrepositérios; procedimentos escritos para coleta, processamento e
armazenamento do material biolégico, bem como procedimentos escritos para
controle de qualidade nas diversas etapas do percurso das amostras; observacao das
variaveis pré-analiticas durante o manuseio das amostras; formas de registro,
identificacéo e rastreabilidade das amostras; e treinamento da equipe de pesquisa.

O questionério aplicado aos Gestores dos Setores de Pesquisa apresentou
guestdes sobre os seguintes temas: perfil do gestor; recursos humanos; programa de
treinamento; plano de biosseguranca; procedimento operacional padrao escrito para
manipulagdo e guarda das amostras, bem como para controle de qualidade das
amostras nos seus diversos percursos; procedimento operacional padrao escrito para
identificacdo, registro e rastreabilidade das amostras; estrutura fisica das areas aonde
0s Biorrepositorios sdo armazenados; plano de contingéncia; politicas de auditoria,
tempo de manutencao de registros e transferéncia de material biologico.

Através das respostas obtidas com os questionarios foi possivel caracterizar os
setores do HU-UFMA que guardam Biorrepositérios, quanto aos recursos humanos,

estrutura fisica e padrdes técnicos existentes. Aléem disso, foi possivel: caracterizar o
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perfil dos gestores e dos pesquisadores responsaveis; descrever os tipos de material
biolégico armazenados em Biorrepositérios; identificar os procedimentos operacionais
padrdes existentes nos grupos de pesquisas para manipulacéo e guarda do material
bioldgico que constituem os Biorrepositorios; e conhecer as formas de identificacao,

registro e rastreabilidade das amostras armazenadas para pesquisa na instituigao.

= Analises dos dados
Os dados obtidos por meio dos questionarios foram apresentados em tabelas,

sendo realizada uma andalise descritiva.

= Elaborac¢éo do Produto

ApoOs a andlise dos dados obtidos por meio dos questionarios, identificaram-se
os tipos de amostras bioldgicas utilizadas nas pesquisas e que compdem 0S
Biorrepositérios armazenados na instituicdo. A partir dai, foi elaborado os
Procedimentos Operacionais Padrdes para coleta, processamento e guarda destas
amostras biologicas utilizadas. Para a elaboracdo dos POP’s foram consultadas as
normativas nacionais e internacionais sobre o tema em questdo. Além disso, foram
consideradas as informacdes obtidas durante as visitas no setor de Biobanco do HU-
UFMA sobre os métodos de coleta, preservacéo e guarda de material biol6gico neste
setor; foram consultados, ainda, POP’s para extracdo de acidos nucléicos existentes
em dois grupos de pesquisa; e POP’s para coleta e processamento de amostra
sanguinea para fins de assisténcia de um dos setores estudado. O objetivo destas
consultas foi de adequar os POP’s produzidos neste trabalho com os ja existentes na
instituicdo, ao mesmo tempo propor melhorias, como por exemplo, os formularios de
anotacdes produzidos neste estudo com o propdsito de serem utilizados em cada
etapa de manuseio das amostras e que sao apresentados como anexo em cada POP.
Outra novidade presente nos documentos elaborados foi quanto a estruturacdo dos
POP’s, que aqui seguiu o formato do Manual de Padronizagdo de POPs proposto pela
EBSERH (2014). Mais detalhes sobre as normativas consultadas para elaboragéo do
produto deste trabalho serdo disponibilizados mais adiante, juntamente com a

apresentacao de cada documento.
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Figura 4 - Fluxograma das etapas utilizadas para o desenvolvimento do trabalho.
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6. RESULTADOS

6.1 Respostas obtidas através do questionario para o pesquisador responsavel

6.1.1 Perfil dos Pesquisadores Responsaveis por Grupos de Pesquisa que
Armazenam Biorrepositorios no HU-UFMA

Os sete pesquisadores responsaveis pelos grupos de pesquisas que
armazenam Biorrepositérios no HUOUFMA, retornaram os questionarios respondidos.
Os resultados serédo aprsentados a seguir na forma de texto e/ou tabela.

Como descrito na tabela 1, a maior parte dos pesquisadores responsaveis tem
titulo de doutor, e quanto a formacao, predominam bidlogos, seguidos por médicos e
a maior parte é vinculada a EBSERH. A idade dos pesquisadores varia entre 32 e 44
anos e o tempo de trabalho na atual funcdo, entre 18 e 48 meses. Quanto ao
financiamento de pesquisa, quatro pesquisadores contam com auxilio FAPEMA, um
do CNPq e dois com recursos da FAPEMA e industria farmacéutica.

Observa-se que um mesmo pesquisador coordena, as vezes, mais de um grupo
de pesquisa, exemplo, dois dos pesquisadores citados desenvolve projetos tanto com
recursos da FAPEMA como de industria farmacéutica.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos pesquisadores responsaveis por grupos de pesquisa
que armazenam Biorrepositérios no HU-UFMA.

Variaveis Caracteristicas Quantitativo
Formacéo Médico 02
Bidlogo 03
Médico Veterinario 01
Enfermeiro 01
Titulacdo Doutor 05
Mestre 02
Area da maior titulagéo Ciéncias da Saude 02
Anestesiologia 01
Patologia 01
Biotecnologia 02
Saude Coletiva 01
Cargo/Funcéo Médico nefrologista 01
Chefe do Setor de Pesquisa 01
Biologo 02
Professor 01
Aluno de Pés-Doutorado e Pesquisador 01
Coordenador de Pesquisa Clinica 01
Vinculo institucional EBSERH 04
UFMA E EBSERH 01
UFMA 02
Area de pesquisa Diagn_ésticp da DRC e suas 01
complicacdes
Anestesiologia 01
Imunologia e Biologia molecular 01
Biologia Molecular 03
Cardiologia, Endocrinologia e
Hepatologia. o
Financiamentos Fapema 04
Fapema e Industria Farmacéutica 02
CNPQ 01

6.1.2 Tipos de material biolégico que constituem os Biorrepositérios
armazenados no HU-UFMA e atendimento as exigéncias éticas

Para coleta de material biologico, todos os grupos aplicam o TCLE aprovado
pelo CEP. Os tipos de materiais biologicos armazenados podem ser vistos na Tabela
2, sendo que o Buffy-Coat é armazenado por seis dos sete grupos de pesquisa.
Observa-se que um mesmo pesquisador responsavel trabalha com pesquisas
diferenciadas (mais de um projeto de pesquisa) que utilizam diferentes tipos de

materiais biolégicos. Todos utilizam freezer de um dos setores de pesquisa e dois
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grupos também armazenam material biologico em freezers da assisténcia em outros

setores da instituigao.

Tabela 2 — Tipo de material biolégico armazenado como Biorrepositério, local de
armazenagem por grupo de pesquisa e aspectos éticos.

Quantitativo de grupos
Variaveis Caracteristicas de pesquisas que

utilizam

Material Biolégico Armazenado Tecido sélido

Buffy-Coat

Soro

Plasma

Acido nucléico

Célula

Local de armazenamento Freezer do setor de pesquisa
Freezer da assisténcia
Aspectos Eticos Aprovacédo do CEP

TCLE

N NN NPFEPEWODN WO W

6.1.3 Controle de Qualidade

A existéncia de POP’s é mais frequente nos processos de coleta,
processamento e armazenamento das amostras, sendo utilizados por
aproximadamente 70% dos grupos (Tabela 3). Dois pesquisadores informaram a
existéncia de critérios para definir ndo conformidades nas diversas etapas do
manuseio das amostras, dois ndo souberam informar e trés relataram inexisténcia de
critérios.

A observancia da qualidade das amostras é heterogénea considerando-se as
variaveis pré-analiticas (Tabela 4). Observa-se maior cuidado em relacédo ao volume
de material coletado para evitar ciclos de congelamento-descongelamento adicionais
das amostras e a selecdo dos tubos de coleta adequados aos objetivos do estudo (06
pesquisadores responderam sim para estes quesitos). Para o item que questiona
sobre a realizacao de testes de QC para avaliar a pré-analise das amostras bioldgicas,
respostas obtidas através dos questionarios demonstraram que para o Controle de
Qualidade sao utilizados os Controles Positivos (PC) e Controles Negativos (CN) para
minimizar potenciais erros técnicos, detectar contaminagcdo na amostra e resultados
falsos negativos e falsos positivos, além disso, durante a técnica, € inserida uma
amostra de resultado conhecido e confiavel para verificar a viabilidade do material

biolégico coletado.
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Tabela 3 — Utilizacdo de POP'S para controle de Qualidade nos procedimentos de

coleta, processamento, armazenamento, identificagéo, rotulagem e critérios de néo

conformidades no manuseio das amostras dos Biorrepositorios do HU-UFMA.
Variaveis Sim N&o N&o sei responder
Processos utilizados na coleta
Processamento das amostras
Armazenamento das amostras
Registro e identificacdo das amostras
Rotulagem das amostras
Destruicdo e descarte das amostras

Critérios para definir as ndo conformidades nas
diversas etapas de manuseio das amostras

N (WA |djfOTOT|OT
W | ARIWWINININ
N OO|lO|(O|O|O

Tabela 4 — Avaliacao pré-analitica das amostras e relato de ndo conformidades dos
Biorrepositorios do HU-UFMA.

\EEVES

Nao Sei

Responder

Os tamanhos de aliquota sdo selecionados de
acordo com a necessidade de evitar ciclos de 6 1 0
congelamento-descongelamento adicionais?
Os tamanhos de aliquota séo selecionados de
acordo com a necessidade de equilibrar os 5 2 0
requisitos de armazenamento e 0s custos?

O frasco para armazenamento das amostras foi
testado para ter certeza de que ele vai funcionar
como esperado em todas as condicdes
ambientais projetadas?

O Rétulo contido no frasco foi testado para ter
certeza de que ele vai funcionar como esperado 3 3 1
em todas as condi¢cdes ambientais projetadas?
Os tubos para coleta sédo escolhidos levando-se
em conta o objetivo da pesquisa?

Vocé realiza testes de QC (Controle de
Qualidade) para avaliar a pré-andlise das 2 4 1
amostras biol6gicas?

Vocé relata adequadamente as nao
conformidades pré-analiticas referentes a
manipulacdo das amostras, de modo que sejam
rastreadas futuramente?

6.1.4 Recursos humanos e treinamento dos grupos de pesquisas

As respostas aos questionarios (Tabela 5) demonstraram que 0s grupos de
pesquisa sdo heterogéneos quanto a atribuicdo de um responsavel por atividades
especificas de armazenamento de amostras em Biorrepositério, e que cerca de dois
tercos dos grupos contém um programa de treinamento sobre as técnicas utilizadas

na pesquisa com todo o grupo de pesquisa.
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Tabela 5 — Funcbes designadas para membros das equipes de pesquisa quanto a
organizacdo dos Biorrepositério e atividades de treinamento realizadas.
Membro designado para registrar as

informacfes sobre o material bioldgico a ser 5 2 0
coletado e sobre o participante da pesquisa*.

Membro designado para acompanhar a coleta,
processamento das amostras e realizacdo dos 2 3 2
testes*.

Membro designado para assegurar a
rastreabilidade das amostras e dos
documentos que as acompanham em todo o 4 3 0
seu percurso, até completar o registro dos
exames laboratoriais*.

Programa de treinamento sobre as técnicas

. . 4 3 0
utilizadas na pesquisa.
Programa de treinamento sobre 5 2 0
biosseguranca.
Programa de treinamento sobre as politicas 3 3 1

internas do laboratorio

Nota:
* A alternativa “Nao” para estes itens, significa dizer “Qualquer membro da equipe esta apto a executar
esta tarefa”.

6.1.5 Registro, identificagdo e rastreabilidade das amostras

O tépico sobre rastreabilidade das amostras (Tabela 6) demonstra que a
maioria dos eventos pré-analiticos das amostras sao rastreaveis pelos grupos de
pesquisas, embora ndo sejam preenchidos todos os requisitos de rastreabilidade para

0S eventos questionados.

Tabela 6 — Eventos rastreaveis durante a guarda dos Biorrepositorios.
Variaveis \Sim N&o N&o Sei Responder
Tipo de frasco

Volume

Tipo de espécime

Método de coleta

Data e hora da coleta

Data e hora do processamento

Tipo de armazenagem

RlRr|RrR|R,|lO|R|R

DWW |~ |N|W|O1
OlRPW|IOIN|IO|W|F

Temperatura de armazenamento

O tdpico sobre registro, identificacdo e rotulagem de recipientes (Tabela 7)
evidenciou que as amostras armazenadas recebem um numero identificador Unico
(ID) e que as etiquetas sdo geradas por computador para a maioria dos grupos;

apenas dois grupos geram etiquetas em manuscrito para identificacdo e rotulagem
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das amostras. Embora seja um numero pequeno, hd a necessidade de padronizacao
destas etapas seguindo as boas préaticas recomendadas, para minimizar as potenciais
falhas durante as pesquisas e, consequentemente, nos resultados dos testes

realizados.

Tabela 7 — Formas de identificacdo e rotulagem dos recipientes contendo as
amostras.
VEUEVETES \ Sim N&ao N&o Sei Responder

Cada amostra recebe um NUmero de 0 1
Identificacdo Unico (ID)

O ID da amostra ou um cadigo ligado a ID é
identificacdo no frasco

A etiqueta é gerada em cédigo de barras

A etigueta é gerada em manuscrito

gNFPk| O
oo -
oO|Oo|r| O

A etiqueta é gerada por computador

6.1.6 Equipamentos de armazenagem

O levantamento sobre os tipos de equipamentos utilizados na armazenagem
indicou que 06 Grupos de Pesquisas utilizam Freezer -80°C; 04 utilizam o Freezer -
20°C e 01 utiliza Refrigerador.

6.1.7 Coleta, processamento e armazenamento de amostras

No tépico sobre POP’s escritos para sinalizar ndo conformidades e rejeitar
amostras na fase de Coleta, Processamento e Armazenamento (Tabela 8) dois
pesquisadores responderam que tem POP para quando o atraso entre a coleta de
amostra e o inicio do processamento é muito longo. Quatro grupos relataram
existéncia de POP para o caso de ocorrer identificagdo incorreta durante a coleta ou
processamento ou quando ocorrer um erro de processamento e trés para quando as
amostras congeladas forem inadvertidamente descongeladas. Observa-se, portanto,
a necessidade de elaboragdao de tais POP’s, e posterior adesdo por parte dos

pesquisadores, de modo que alcance atotalidade dos grupos de pesquisas existentes.
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Tabela 8 — Identificacdo dos POP's existentes para sinalizar ndo conformidades e
rejeitar amostras dos Biorrepositorios.
Variaveis Sim N3o N3o Sei Responder
Quando o atraso entre a coleta de
amostra e o inicio do processamento é 2 4 1
muito longo
Quando ocorreu a identificacdo errada
durante a coleta ou processamento
Quando ocorreu um erro de
processamento
Amostras congeladas quando forem
inadvertidamente descongeladas

6.1.8 Transporte de amostras

Dois pesquisadores disseram nao realizar o transporte de material biolégico
humano para pesquisa. Cinco pesquisadores responderam que realizam o transporte
de material biolégico, e que atendem as normas da ANVISA para esta atividade

especifica.

6.2 Respostas Obtidas Através do Questionario para o Gestor dos Setores de
Pesquisa

6.2.1 Perfil dos gestores dos setores de pesquisas do HU-UFMA

Os trés gestores dos setores de pesquisas que contém Biorrepositorios
armazenados, retornaram o0s questionarios respondidos. Os resultados serdo
aprsentados a seguir na forma de texto e/ou tabela.

Através dos registros apresentados na Tabela 9, dois dos gestores tem titulo
de doutor, um né&o realiza pesquisa, dois sao enfermeiros e predominam profissionais
com vinculo com a UFMA. As éareas de atuacdo na pesquisa sdo: Cardiologia,

Endocrinologia, Anestesiologia, Imunogenética e Imunobiologia dos Transplantes.
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Tabela 9 — Caracteristicas dos gestores dos setores de pesquisas do HU-UFMA.

Endocrinologia
Anestesiologia
Imunogenética
Imunobiologia dos Transplantes

Variaveis Caracteristicas Quantitativo
Formacéo Enfermeiro 2
Bidlogo 1
Titulagéo Doutorado 2
Mestrado 1
Area da maior titulacéo | Satde do adulto 1
Biotecnologia 1
Enfermagem 1
Vinculo institucional EBSERH 1
UFMA 2
Realiza Pesquisa Sim 2
N&o 1
Area de Pesquisa Cardiologia 1
1
1
1
1

6.2.2 Recursos humanos nos setores de pesquisa do HU-UFMA

Observou-se que um dos setores (setor 1) conta com equipe multiprofissional
composta por assistente administrativo, técnico de enfermagem, enfermeiros e
farmacéutico, dedicada integralmente as atividades das pesquisas, dentre elas,
organizacdo dos Biorrepositorios; enquanto nos setores 2 e 3, todos os profissionais,
(bidlogos, técnicos de laboratério e farmacéuticos) que realizam pesquisa atuam
também na assisténcia.

No item que buscou identificar as titulacées de pds-graduacao existentes entre
estes profissionais, identificou-se 02 doutores, 04 mestres e 08 especialistas
distribuidos nestes trés setores. Vale esclarecer que esta descricdo ndo contempla
todos os pesquisadores inseridos nos grupos de pesquisas, mas sim, os profissionais
pertencentes ao quadro de funcionarios dos setores e que atuam nas atividades de
pesquisas e gerenciamento e guarda dos biorrepositorios.

Quanto ao vinculo institucional, os resultados demonstraram que a maioria
destes profissionais sao vinculados a EBSERH; foi encontrado também profissionais

em vinculo com a UFMA e com o Ministério da Saude.



39

Na tabela 10 observa-se que um dos setores (setor 1) possui funcionério com
atribuicdes especificas para as tarefas de registro, processamento, rastreabilidade
das amostras e documentos que as acompanham referentes aos Biorrepositorios
armazenados. Igualmente, este evento é verificado no setor 3; ja 0 setor 2 ndo tem
profissional (is) designado (s) para tais atribuices, quem desempenha estas tarefas
Sao o0s pesquisadores pertencentes aos grupos de pesquisas, podendo fazer parte ou

nao, ao quadro dos profissionais.

Tabela 10 — Setores de pesquisa do HU-UFMA que possuem funcionarios com
atribuicdes especificas para atividades relacionadas aos Biorrepositorios, e suas
informacdes associadas.
Variaveis

Setor 1 Setor 2 Setor 3

Existe um membro designado para registrar as

informacgdes sobre o material biolégico coletado. St AES Sl

Existe um membro designado para acompanhar o
processamento, armazenamento das amostras e Sim N&o Sim
realizacdo dos testes.

Existe um membro designado para assegurar a
rastreabilidade das amostras e dos documentos que Sim Nao Sim
as acompanham em todo o0 seu percurso.

6.2.3 Treinamento e Biosseguranca

Para este tépico, a Tabela 11 demonstrou que os setores de pesquisa hao
possuem programas de treinamento. Porém, eventualmente, os setores realizam
treinamento com os pesquisadores e profissionais que atuam também na pesquisa e,
em um dos setores, quando realizado um treinamento é feito registro por escrito,
incluindo a assinatura do funcionario, bem como do responsavel por conduzir o

treinamento.

Tabela 11 — Itens contemplados pelo programa de treinamento, quando existentes,
nos Setores de pesquisa do HU-UFMA que contém Biorrepositérios armazenados.

Variaveis Setor1  Setor2  Setor 3
O Setor possui um Coordenador de treinamento. N&o N&o N&o
Uma vez completado, é feito um registro escrito do
treinamento, incluindo a assinatura do funcionario, bem Sim Nao Nao

como a assinatura do treinador.

E mantido um arquivo de treinamento para cada funcionario
incluindo, dentre outros, descri¢cao do cargo, curriculo, copia

de certificado e documentacdo de resultados analiticos N&o N&o N&o
obtidos para demonstrar proficiéncia em tarefas técnicas
especificadas.

O Setor possui um programa de treinamento. N&ao Nao Nao
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Todos os trés setores de pesquisa possuem plano de biosseguranca para

prevenir ou minimizar lesdes aos funcionarios.

6.2.4 Gestao de Qualidade

Os resultados aos questionarios apontaram que 0s setores de pesquisa ndo
possuem protocolo de gestdo de qualidade com seus respectivos POP’s para
organizacao e controle dos Biorrepositorios armazenados; sendo que dois deles estéo
desenvolvendo seu protocolo de gestdo. Observou-se, ainda, que n&o existe
fluxograma para a guarda e controle dos Biorrepositorios armazenados nos Setores
de Pesquisa do HUUFMA, sendo que um dos gestores informou que o fluxograma
esta em desenvolvimento no seu setor.

Quando questionado sobre a existéncia de POP’s para as atividades
desenvolvidas durante a manipulacdo dos Biorrepositérios armazenados, um dos

setores afirmou conter os POP’s, os quais estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 — Levantamento dos POP's existentes para as atividades desenvolvidas
durante a manipulacdo das amostras armazenadas como Biorrepositorios nos Setores
de pesquisa do HU-UFMA.

POP el0 elo el0
Pop para definir condi¢cdes pré-analiticas padréo Sim Nao N&o
Pop para definir as ndo conformidades referentes a N30 N30 N30
manipulacdo das amostras em todas as suas etapas
Pop para praticas de envio e recebimento de amostras, sim N0 N0
quando for o caso.

Pop para praticas de gerenciamento de registros de amostras Sim N0 N0
e informacgdes associadas

6.2.5 Instalacdes e Seguranca

Identificou-se que um dos setores de pesquisa possui instalacées com espaco
suficiente para abrigar a colecéo atual, bem como para acomodar o crescimento das
colecdes de amostras bioldgicas. Por outro lado, os trés setores necessitam adequar
a circulacao de ar suficiententemente, para entrada de ar frio e saida de ar quente
com exaustor. A tabela 13 demonstra as adequacgdes nos setores estudados, quanto
a outros requisitos de instalacdes exigiveis para areas de armazenamento de material

bioldgico.
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Tabela 13 — Infraestrutura das areas de armazenamento dos Biorrepositorios.
Variaveis Setor 1 ‘ Setor 2 Setor 3

As instalacfes tém espaco suficiente para abrigar a colecéo
atual, bem como projecdes de sustentabilidade para acomodar N&ao N&o Sim
o crescimento dos Biorrepositorios.

A area aonde o equipamento de armazenamento de amostras

€ mantido contém limites especificos para a temperatura do ar Sim N&ao Sim
ambiente.

A éarea dos Biorrepositorios contém circulagdo de ar suficiente,

com entrada de ar frio e saida de ar quente com exaustor, para N&o N&o N&o

evitar a acumulacao de excesso de calor e umidade.

Os cabos elétricos e tomadas do local estdo instalados
adequadamente.

Cada equipamento de armazenamento de amostra tem seu
identificador exclusivo e tem uma convencao estabelecida para
numerar prateleiras, racks, caixas, bem como cada local dentro
do recipiente, conforme necessario.

N&o Nao Sim

A iluminacdo da area de armazenamento de Biorrepositorio
adequada para fornecer um ambiente de trabalho seguro e
permitir que os materiais sejam cuidadosamente guardados e
recuperados.

Sim Nao Sim

Existe iluminacdo de emergéncia, em caso de perda de

: Sim Nao Sim
energia.

A area tem como finalidade exclusiva o armazenamento de

. s Sim N&o Nao
Biorrepositorios.

Quanto ao tépico Plano de Contingéncia, foi identificado através dos
questionarios que um dos setores possui plano de contingenciamento para atender a
todas as emergéncias ou riscos referentes ao armazenamento das amostras; bem
como o voltado a prevencao de incéndio, com alarme e extintores de incéndio.

Em dois dos trés setores que contém Biorrepositérios armazenados, existe
notificacdo do sistema de monitoramento para detectar desvios em relacdo as
temperaturas normais de operacdo, com abrangéncia local (somente no setor) e em
um deles, ndo ha notificacéo.

Em relacdo ao levantamento de informagbes sobre Sistema de
Armazenamento Backup, em caso de falha no equipamento de armazenagem de
material bioldgico nos Setores que contém Biorrepositorios armazenados no HUUFMA
um gestor informou que o Setor possui até 10% de capacidade de armazenamento de
back-up para espécimes armazenados em freezers mecanicos e refrigeradores;
sendo que para os outros dois, 0s setores ndo possuem freezer backup.

Todas as unidades de armazenamento de amostras tém como fonte de

suprimento de energia, o gerador de energia a motor caso a energia elétrica seja
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interrompida. Suprimento de energia de emergéncia através de CO2z ou de Nz néo foi
encontrado para os trés setores.

Para o item politica e procedimento de acesso as amostras, um dos gestores
afirmou existir no seu setor (setor 1), politicas e procedimentos que definem quem
pode acessar as amostras e/ou dados associados, sendo que para o controle de
acesso a area de armazenamento de amostras, a porta dispée de fechadura
mecanica, além disso, camara de monitoramento esta instalada no local. Embora nos
outros dois setores ndo estejam presentes documentos escritos com politica e
procedimento de acesso, em um deles, a porta contém fechadura mecéanica que
controla o acesso a area de armazenagem de material biolégico, sendo que para o

outro, ndo ha controle de acesso.

6.2.6 Equipamentos de Armazenagem

Para o tépico equipamentos de armazenagem presentes nas areas de
armazenamento dos Biorrepositérios nos setores de pesquisa, 0s trés Gestores
afirmaram que os setores possuem freezer mecéanico -80°C; dois setores possuem
freezer mecéanico -20°C e refrigerador; um setor possui contéiner de nitrogénio liquido

(LN2) para armazenamento de material biolégico.

6.2.7 Coleta, processamento, identificagcdo, registro e rastreabilidade de
amostras.

Observa-se a presenca de alguns POP’s para padronizacdo de procedimentos
durante as etapas de manuseio, controle e registro das amostras para dois dos trés
setores que contém Biorrepositérios armazenados. Os POP’s presentes, bem como

0s que faltam, estao descritos na Tabela 14.

Tabela 14 — POP’s utilizados durante o manuseio de amostras nos setores de
pesquisa do HU-UFMA e que contém Biorrepositorios armazenados.

VEUEVETS \ Setor 1 Setor 2  Setor 3
POP de coleta de amostras Sim N&o Sim
POP de processamento de amostras Sim N&ao Sim
POP de armazenamento de amostras Sim Nao Sim
POP para rastrear excursdes de temperatura durante o - o .

Nao Nao Sim
armazenamento

POP para identificacdo e registro das amostras e sim N0 N0

informacdes associadas
POP para préticas de recuperag¢do de amostras N&o N&o N&o

POP para destruicdo e descarte de material bioloégico Sim N&o Sim
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Quando questionado sobre o sistema de inventarios para rastrear eventos
relacionados as variaveis pré-analiticas das amostras e seu gerenciamento e guarda,
verifica-se que ndo ha sistema de inventario que rastreia a localizacao e o status de
amostras armazenadas em Biorrepositorios nos setores de pesquisa do HU-UFMA,
porém um dos setores (setor 1) esta desenvolvendo um sistema para estes eventos.

Outros eventos rastreaveis ou ndo, pelos setores, estdo descritos na Tabela 15.

Tabela 15 — Eventos rastreaveis quanto as variaveis pré-analiticas, registro, perda e
descarte de amostras armazenadas nos Setores de pesquisa do HU-UFMA e que
contém Biorrepositorios armazenados.

VEUEVEES Setor 1 Setor 2 Setor 3
Tipo de frasco N&o N&o N&o
Volume N&ao N&ao N&ao
Data e hora da coleta N&o N&o N&o
Método de coleta Nao Nao Sim
Local de coleta Nao Nao Sim
Data e hora do processamento N&o N&o N&o
Ciclos de congelamento / descongelamento N&o N&o resl\;l)?acr)]jee;
Temperatura de armazenamento Sim N&o Sim
Perda Sim Nao Sim
Descarte Sim N&o Sim

Os resultados demonstraram que em dois setores, os computadores contendo
registros das amostras armazenadas sdo protegidos por senha; existem niveis de
permissao para acessar 0s registros eletrénicos entre funcionarios em diferentes
niveis operacionais e para usuarios que nao sao funcionarios do Setor de Pesquisa;
e 0s registros de computador com as informagcdes de amostras bioldgicas e/ou de
pesquisa contém um segundo HD ou outra forma de backup. O terceiro setor, ndo

possui registros eletrénicos para os Biorrepositérios armazenados.

6.2.8 Politicas de auditoria, tempo de manutencéo de registros e transferéncia
de material biolégico.

Para este topico, dois dos trés gestores afirmaram que, em caso de auditoria,
0s registros dos setores estdo prontamente acessiveis para inspecao por pessoal
autorizado e que existe politica em vigor que regula o periodo de tempo que os

registros sdo mantidos.
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A seguir, transcrevo alguns dos comentarios dos pesquisadores (que estdo

aqui denominados de Pesquisador 1, 2 e 3) referentes a elaboracédo de POP’s para a

guarda dos Biorrepositorios:

Pesquisador 1: “A elaboracdo de procedimentos € importante para
padronizacdo do processo dentro da instituicdo e controlar a qualidade das
amostras armazenadas. Além disso, norteard 0s pesquisadores na
organizacao de novos biorrepositorios”.

Pesquisador 2: “Seria um procedimento util para uso e manipulacdo das
amostras de maneira racional e adequada”.

Pesquisador 3: “Considerando que o Ministério da Saude, através da portaria
n° 2.201/, estabelece as diretrizes nacionais para biorrepositorio e biobanco de
material humano com finalidade de pesquisa, a criacdo de protocolo com essa
finalidade no HU-UFMA é de suma importancia para que todas as disposi¢cdes
da portaria sejam atendidas, garantindo a qualidade da pesquisa e os direitos
dos sujeitos”.

Os comentéarios que seguem foram deixados pelos gestores (que aqui sao

denominados de Gestor 1, 2 e 3) que responderam ao questionario:

Gestor 1: “E de extrema importancia uma padronizacdo de normas referentes
a coleta, transporte, processamento, identificacdo, armazenamento e descarte
de amostras de acordo com o regulamento sanitario da ANVISA. Pois, ap6s
as pesquisas, faz-se necessario manter contato com os pesquisadores para
saber por quanto tempo as amostras deverdo ficar armazenadas e se o
descarte podera ser feito pela propria instituicdo, pois as vezes 0s
pesquisadores abandonam as amostras na instituicao”.

Gestor 2: “Consideramos importante, pois contribuira na organizacéo /
padronizagao dos biorrepositérios de acordo com as resolugdes vigentes”.
Gestor 3: “Para que haja a padronizacdo de protocolo, algumas etapas
precisam ser executadas, como: 1) alocacao de profissional capacitado para
regular o funcionamento; 2) educacao/formacéo continuada/treinamento para
equipe de pesquisadores e; 3) subsidios de infra-estrutura e recursos

financeiros direcionados para finalidade em questao”.
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6.3 Procedimentos Operacionais Padrdes Utilizados no Biobanco Institucional

Através da visita ao Biobanco institucional foram identificados os seguintes
POPs para guarda dos materiais biolégicos armazenados: O indiviuo com critérios
elegiveis é convidado para participar da pesquisa. Uma vez consentido a sua
participacdo através do TCLE, o individuo responde a um questionario epidemioldgico.
Posteriormente, no momento do procedimento (bidpsia ou cirurgia) é retirado duas
amostras do tecido do participante em duplicata (02 amostras de tecido sadio e duas
amostras de tecido doente). De cada amostra sdo separados 04 fragmentos, 02
destes fragmentos serdo preservados em RNAlater para exames de Biologia
Molecular e 02 sdo congelados em NL2 para exames histopatologicos (2 de tecido
sadio e 2 dois de tecido doente).

Os tecidos reservados para testes moleculares ndo sdo congelados até a
imersdo em RNAlater. Uma vez colocado nesta substancia (em quantidade de 5 a 10
vezes 0 volume da amostra) os fragmentos sdo armazenados em 4°C durante 24
horas para permitir que a solucdo de RNAlater pentetre no tecido. Apds esse periodo
€ removido o sobrenadante do recipiente contendo o material biol6gico, em seguida o
mesmo é armazenado em -80°C a longo prazo.

Os fragmentos de tecidos para exames histopatolégicos sdo imersos, com o
auxilio de uma pinca, em tanques de Nitrogénio Liquido para o congelamento rapido.
Em seguida esses fragmentos sdo armazenados em longo prazo, ou no congelador -

80°C ou no tanque de NLz.

7. PRODUTOS DA DISSERTACAO

A presente Dissertacdo gerou os seguintes produtos (APENDICE C): 1 Manual;
4 POPs; e 7 formularios. Estes dois ultimos itens estdo apresentados como apéndices

do primeiro.

7.1 Proposta de Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento e
Descarte de Material Biolégico Humano Visando a Constituicdo de
Biorrepositorios

A estrutura deste manual seguiu o modelo de Manual da Qualidade disponivel
no site EBSERH, e elaborado pelo HC/UFTM filiado a Rede EBSERH. Ja para a

elaboracdo deste documento, além de consulta a artigos e relatorios sobre o tema,
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houve 0 embasamento nas seguintes referéncias normativas, as quais encontram
integralmente descritas ao final do manual elaborado:

e Nacionais — Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR ISO
9000:2005; RDC ANVISA n° 33/2006; RDC ANVISA n° 56/2010; RDC ANVISA
n° 306/2006; RDC ANVISA n° 09/2011; RDC ANVISA n° 55/2015; Portaria MS
n® 2.201/2011; Norma Regulamentadora 32 MTE/2011; Recomendacdes da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML).

e Internacionais — CLSI/NCCLS/2003; ISBER/2012; OMS/2005; WHO-IARC.

7.2 Procedimentos Operacionais Padréao (POPs)

7.2.1 Procedimento Operacional Padrdo Geral para coleta de sangue nos setores de
pesquisas do HU-UFMA (APENDICE A da Proposta de Manual para Coleta,
Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biolégico Humano Visando
a Constituicdo de Biorrepositérios).

7.2,2 Procedimento Operacional Padréo Geral para processamento e armazenamento
de amostra de sangue (APENDICE B da Proposta de Manual para Coleta,
Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biolégico Humano Visando
a Constituicao de Biorrepositérios).

7.2.3 Procedimento Operacional Padrédo com instrucdes gerais para extracdo e
armazenamento de Acidos Nucléicos: DNA e RNA (APENDICE C da Proposta de
Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento e Descarte de Material
Bioldgico Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositorios).

7.2.4 Procedimento Operacional Padrdao para coleta, processamento e
armazenamento de amostra de tecido obtida a partir de peca cirlrgica e de biépsia
para utilizacdo em pesquisas do HU-UFMA (APENDICE D da Proposta de Manual
para Coleta, Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biol6gico
Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositérios).

Os POPs supracitados foram construidos tendo como referencial as praticas
recomendadas pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial;
Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI/ NCCLS); e Instituto Internacional
para Repositorios Biologicos e Ambientais ISBER, e sempre embasados nas diretrizes
e normativas nacionais.

Além destas, foram consideradas ainda, as informacdes obtidas durante as

visitas no setor de Biobanco do HU-UFMA sobre os métodos de coleta, preservacao
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e guarda de material biol6gico neste setor, além de consultas aos POP’s para extragao
de acidos nucléicos existentes em dois grupos de pesquisa; e nos POP’s para coleta
e processamento de amostra sanguinea para fins de assisténcia de um dos setores
estudado. O objetivo dessas consultas foi para eventuais adequacfes dos POP’s
elaborados aos métodos utilizados pelos grupos de pesquisas e na rotina do hospital,
bem como para propor melhorias buscando um maior controle das variaveis pré-
analiticas durante a manipulacdo e guarda dos Biorrepositorios utilizados.

A estrutura do manual de padronizacdo de POPs da EBSERH foi a utilizada
para organizacdo dos POPs elaborados nesse trabalho. O manual estabelece a
seguinte estrutura:

e ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS:
v' Capa;

Folha de rosto, direitos e expediente;
Historico de revisoes;
Sumario;
Objetivo;
Documentos relacionados;
Glossario;

Aplicacéao;

AN NNV N N NN

Lista de figuras;

<

Lista de quadros;
e PROCEDIMENTO
v Informag0es gerais;
v Descricdo das tarefas;
e ELEMENTOS POS TEXTUAIS
v' Mapeamento;

v Referéncias.

Quanto ao texto, a fonte utilizada € Times New Roman, tamanho 12. O titulo
deve vir em negrito e caixa alta. O espacamento entre linhas sera de 1,5 cm e o
espagamento entre paragrafos, deveréa ser pulado uma linha.

Os Procedimentos Operacionais Padrdo construidos neste trabalho nao
constam os seguintes elementes pré-textuais estabelecidos pelo manual de POP’s

EBSERH: capa, folha de rosto, direitos e expedientes. Nao consta ainda, a tabela de
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controle do POP inserida no rodapé contendo as informac¢des sobre numero de
controle do POP, processo que esta sendo organizada, versdo do documento e
numeracdo da pagina. Porém, no caso destes Procedimentos virem a ser utilizado
pelo HU-UFMA, ou por qualquer outro hospitail universitario filiado a Rede EBSERH,

tais elementos deverdo ser acrescentados.

7.3 Modelos de Formularios de Registros de Informagfes visando a sua
utilizacdo nas etapas de coleta, processamento e armazenamento do material
biolégico usado nas pesquisas

Foram elaborados cinco tipos de formulario referentes as etapas de coleta,
processamento e armazenamento para cada tipo de material biolégico colecionados
em Biorrepositérios do HU-UFMA, quais seja:

7.3.1 Modelo de formulario para registro de coleta de sangue (APENDICE E da
Proposta de Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento e Descarte de
Material Biolégico Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositorios).

7.3.2 Modelo de formulario para registro de processamento e armazenamento de
amostras sanguineas (APENDICE F da Proposta de Manual para Coleta,
Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biolégico Humano Visando
a Constituicdo de Biorrepositérios).

7.3.3 Modelo de formulario para registro de extracdo e armazenamento de Acidos
Nucléicos: DNA e RNA (APENDICE G da Proposta de Manual para Coleta,
Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biolégico Humano Visando
a Constituicdo de Biorrepositérios).

7.3.4 Modelo de formulario para registro de coleta de amostras de tecido (APENDICE
H da Proposta de Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento e Descarte
de Material Biolégico Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositérios).

7.3.5 Modelo de formulario de registro de transporte, processamento e
armazenamento de amostra de tecido (APENDICE | da Proposta de Manual para
Coleta, Processamento, Armazenamento e Descarte de Material Biol6gico Humano
Visando a Constituicdo de Biorrepositorios).

Para o desenvolvimento dos modelos de formularios propostos foram
consultadas as seguintes normativas: Recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) /2010 e 2014; CLSI/NCCLS/2003;
ISBER/2012; OMS/2005; e WHO-IARC/2007 e 2017.
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Na prética, quase ndo se tem registros das variaveis pré-analiticas referentes
a manipulacdo do material biolégico utilizado nas pesquisas, 0 que pode tornar o
resutado dos estudos frageis. O modelo destes formularios elaborados propde o
registro fiel de tais variaveis. Espera-se que tais documentos possam ser incorporados
pelo HU-UFMA, ficando disponivel para aos pesquisadores da instituicdo para que
sejam preenchidos com rigor durante as etapas de coleta, processamento e
armazenamento do material bioldégico usado nas pesquisas. Esta acdo permite um
maior controle e rastreabilidade das variaveis pré-analiticas durante 0 manuseio das
amostras. Consequentemente, gera informacdes que podera ser Util durante a anélise
dos resultados das pesquisas. Orienta-se que, caso estes formularios venham a
serem utilizados pelos pesquisadores, apds o preenchimento os mesmos devem ser
entregues para membro do grupo de pequisa autorizado pelo pesquisador
responsavel para o recebimento e guarda destes formulérios. O Quadro 3 apresenta
com mais detalhes as etapas em que estes formularios poderéo ser utilizados.

7.4 Modelo de formulario, visando a criacdo do Sistema de Cadastro do
Participante da Pesquisa e geracao do ID (identificador Gnico) do participante
O HU-UFMA tem a pretenséo de informatizar os registros de informacgdes
referentes a pesquisa, ao participante da pesquisa e as amostas coletadas e
armazenadas. Foi feita, inclusive, solicitacdo para o setor de Tecnologia da
Informacdo para o desenvolvimento do cadastro. Entretanto, para que este setor
atenda tal solicitacéo, foi exigido um modelo de cadastro das pesquisas com todas as
informacdes necesséarias que se deseja registrar. Entretanto, de acordo com as
diretrizes vigentes, deve-se garantir a privacidade e confidencialidade do participante
da pesquisa e de suas informacdes associadas, por isto, as informacdes referentes
ao participante da pesquisa devem estar em campo separado, bem como as
informacdes referentes as amostras coletadas e armazenadas. Neste contexto, foi
desenvolvido um Modelo de formulério para cadastro do participante da pesquisa
(APENDICE J da Proposta de Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento
e Descarte de Material Biologico Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositorios),
integrando o Produto deste trabalho, o qual servira também, para a geracéo do ID do
participante. O modelo de cadastro da amostra serd proposto mais adiante
(APENDICE K do Manual) e devera estar em um campo separado do registro das

informacdes do participante.
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Espera-se que este documento, possa servir de instrumento para a instituicdo
no desenvolvimento do cadastro das pesquisas, especificamente para o registro das
informacbes referentes ao participante da pesquisa. Para a elaboracdo deste
Formulario foi consultado o modelo de “ficha cadastral de projetos” disponivel online
no site do HUUFMA!, a qual é preenchida no formato impresso no momento da
submisséo dos projetos de pesquisas ao COMIC. Além desta, foram consultadas as
normativas IARC (2007)? e SBPC (2010)° com o intuito de levantar informacdes
relevantes sobre o participante, as quais podem ser essenciais na analise dos
resultados. O método apresentado para geragdo do ID do participante da pesquisa foi
baseado no artigo publicado de Fedeli (2013) que explica sobre a geracdo do ID dos
participantes do projeto ELSA (um estudo multicéntrico de coorte desenvolvido em

trés regides do Brasil).

7.5 Modelo de formulério, visando a criacdo do Sistema de Cadastro de Amostra
Biolégica e geracdo do ID (Identificador Unico) da amostra armazenada
Verificou-se através dos comentarios presentes em campos especificos dos
questionarios para o0 pesquisador, que os métodos utilizados pelos grupos de
pequisas para identificacao e rotulagem das amostras sao bastante heregéneos e nao
seguem um padrao institucional. Além disso, para alguns grupos, nao se observou o
fator privacidade e confidencialidade do participante da pesquisa, por exemplo, um
dos pesquisadores responsavel escreveu que “O rétulo é feito em computador. Inclui
nome do paciente, data da coleta e data de nascimento”. Outro fez a seguinte
afirmacéo “N&o criamos rétulos. Escrevemos nos tubos com lapis”. Neste cenario, foi
proposto método para geracdo do ID das amostras coletadas e armazenadas
(APENDICE K da Proposta de Manual para Coleta, Processamento, Armazenamento
e Descarte de Material Bioldgico Humano Visando a Constituicdo de Biorrepositorios),
visando a utilizacdo pelos pesquisadores do HU-UFMA. O método apresentado foi
baseado no artigo cientifico de Betsou et al. (2010) que apresenta o0 modelo de
identificacdo de amostras denominado SPREC - “Cddigo Pré-Analitico Padrao” (do

inglés “Standard PREanalytical Code”), desenvolvido por um grupo de trabalho do

1 http://www.ebserh.gov.br/web/hu-ufma/comic-comissao-cientifica

2 A referéncia completa esta disponivel no final da dissertagao no item Referéncias.
3 A referéncia completa esta disponivel no final da dissertagao no item Referéncias.


http://www.ebserh.gov.br/web/hu-ufma/comic-comissao-cientifica
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ISBER (Instituto Internacional para Repositdrios Biologicos e Ambientais); e em
informacdes contidas no Relatério de Estagio Supervisonado de Guttler (2016)*, que
na ocasiao do estagio acompanhou a organizacao de dois tipos de Biorrepositorios no
CEP (Centro de Pesquisa Clinica) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre/HCPA. Os
dois Biorrepositorios correspondem a dois estudos multicéntrico, desenvolvidos em
mais de uma regido do Brasil. Um deles diz respeito a um ensaio clinico, randomizado,
gue abrange as cidades de Porto Alegre/RS, Pelotas/RS e Fortaleza/CE. O segundo
pertence a um estudo de coorte, composta por seis instituicdes publicas de ensino
superior e pesquisa das regides, Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil. No que tange a
identificacdo das amostras pertencentes a estes Biorrepositérios, Guttler (2016)
descreveu da seguinte forma:

No momento em que o sujeito decide participar da pesquisa para a
qual foi convidado (a), € realizado o seu cadastro por um membro da
equipe treinado para tal, constando as informacfes do participante,
com isso, eles recebem automaticamente um codigo de identificagédo
(ID), que é unico para cada sujeito e que fica em outro cadastro
separado das informacgdes a eles associadas. Os materiais biolégicos
obtidos para os dois projetos sdo encaminhados para exames, e
aliquotas sdo armazenadas em Biorrepositério do hospital [...]. Uma
vez coletado o material biolégico dos (as) participantes dos estudos
supracitados, os mesmos sdo encaminhados para processamento. Na
sala de processamento, a técnica [...] anotou a hora de chegada das
amostras e as colocou em um recipiente com gelo, em seguida
preparou os criotubos para armazenamento das aliquotas [...]. Os
tubos contendo o material biolégico dos (as) participantes continham
aproximadamente 04 mL, os quais foram centrifugados e
posteriormente aliquotadas em 04 aliquotas de 01 mL para cada
amostra, 03 destas aliquotas foram reservadas para colecdo de
Biorrepositério e guardadas no centro compartilhado de material
biologico da instituicdo [Figura 21] e 01 aliquota foi encaminhada ao
laboratério para realizagdo de exames [...]. O horério de término do
processamento foi anotado pela técnica e tanto as aliquotas dos
Biorrepositérios como para os exames foram acondicionados em uma
caixa térmica com gelo para transporte, para serem distribuidas no
local de armazenamento dos Biorrepositérios e no laboratério,
respectivamente. (GUTTLER, 2016, p. 6).

Observa-se, portanto, que existe o cadastro do participante da pesquisa,
constando as suas informacgdes relevantes para o estudo, através do qual é gerado o
ID do participante. O registro da amostra se da em cadastro especifico, separado do
cadastro do participante, ocasido na qual é gerado o ID da amostra. Sobre este

assunto, Guttler (2016) da a seguinte explicacéo:

1 GUTTLER, M. C. S. Relatdrio Final de Estagio Supervisionado do Mestrado Profissional em Pesquisa
Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Porto Alegre, 29 p. Trabalho n&o publicado.
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No que se refere a rotulacao e registro do material biolégico coletado,
0 procedimento ocorreu da seguinte forma: as amostras chegaram a
sala de processamento do laboratério no Centro de Pesquisa
Clinica/CPC, identificadas pelo ID do participante, sem nenhuma
informacéo referente ao sujeito da pesquisa. Um sistema de
computador, criado exclusivamente para gerenciar 0s projetos, geram
automaticamente as etiquetas com o ID do participante que s&o
coladas nos tubos para coletas. Em uma planilha em Excel, nos
computadores do laboratério, a técnica registrou esses nameros
contidos nas etiquetas de cada tubo para coleta, cabe destacar que
estes computadores possuem dois discos de armazenamento, sendo
um para backup. As etiquetas presentes no tubo de coleta foram
reservadas. Em seguida foram geradas pelos computadores do
laboratério, etiquetas contendo cédigos de barras a serem coladas nos
criotubos que iriam receber as aliquotas, tanto para 0os exames quanto
para a bioteca (Biorrepositorios) e para o Controle de Qualidade. O
codigo é uma sequéncia de numeros que corresponde, cada um, a
alguma informacao, como, o numero do projeto, nimero diferenciado
para tipos de tubo do laboratério, nimero especifico para o
participante e ordem da amostra, sendo que cada codigo € exclusivo
para cada amostra. Essas etiquetas com os cédigos de barra foram
impressas em material adesivo, préprio para criogenia, e coladas nos
criotubos. Cada codigo de barra foi associado ao numero de
identificacdo Unica de cada tubo registrado na planilha em Excel
[Figura 22]. Com isso, é possivel separar a identificagdo
[desidentificacdo] das aliquotas armazenadas na bioteca, dos
nameros de registros das amostras coletadas, e ao mesmo tempo
garantir a sua localizacdo quando necessario, bastando ler o codigo
de barra presente no tubo. Quando quiser recuperar o ID da amostra
origindria, basta ler o cédigo de barras presente no criotubo contendo
a aliquota. E pertinente frisar que a leitura em codigo de barra permite
localizar o cadastro das amostras, bem como a localizacdo de suas
aliguotas no equipamento de armazenagem e ndo as informacdes
referentes ao participante da pesquisa, garantindo a privacidade e
confidencialidade das informacfes associadas a amostra e ao
participante de pesquisa. (GUTTLER, 2016, p. 6).

Uma alternativa informatizada para a geracdo do ID € através do
desenvolvimento de ferramentas (software) em Excel, ou outro programa.
InformagBes gerais referentes ao participante ou a amostra, conforme o caso é
inserido nesta ferramenta, e ela é capaz de gerar um cdédigo ID Unico para cada
amostra e/ou participante baseados nas informacdes adicionadas. Exemplo de
experiéncia com essa logica, pode ser obervado em Lehmann et al. (2012, p. 370), no
qual é descrito o desenvolvimento de uma ferramenta pelo setor de TI, denominada
SPRECalc. Uma lista de informacdes relacionadas com a temperatura e tempo (por
exemplo, tempo de isquemia quente e fria, temperatura de armazenamento) das
amostrasrelacionadas as amostras em gerais séo inseridas no SPRECalc, formando

uma espécie de banco de dados. Uma vez tendo inserido as informacdes especificas
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de uma determinada amostra, esta ferramenta executa o célculo automético dos
elementos associados ao tempo e a geracdo do SPREC. Desta forma, os tubos de
armazenagem sao identificados com o cédigo SPREC, ficando dissociado das

informacdes referentes as amostras.
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Quadro 3 — descricdo das etapas em que cada formulario e POP deverdo ser
utilizados durante a manipulacéo.

FORMULARIOS ETAPA DE FINALIDADE POP A SER RESPF%TSOAVEL
PROPOSTOS PREENCHIMENTO UTILIZADO PREENCHIMENTO*
Formulario,
visando a
criacdo do
Sistema de Quando o Cadastrar o Membro o!o grupo
Cadastro do ey . de pesquisa com
. participante participante - L
Participante da : . autorizacao e
. consentir através | e gerar o seu ,
Pesquisa e treinamento para tal
~ do TCLE ID L
geracdo do ID finalidade
(identificador
Gnico) do
participante.
Modelo de
fc_)rmularlo, Cadastrar a
visando a
-~ amostra e
STEIEED 2 dissociar o
Sistema de ID do Membro do grupo
Cadastro de . leta d . de pesquisa com
u— Apos aco et,a do Part|C|par_1te e autorizacio e
o material biolégico | da Pesquisa :
Bioldgica e do ID da treinamento para tal
geracéo do ID finalidade
o amostra que
(Identificador .
- sera
Unico) da
armazenada
amostra
armazenada.
Registrar as Membro (s) d(.)
variaveis POP para grupo de pesquisa
Formulario para Devera ser ”e coleta de ou funcionario (s) do
registro de preenchido no bre sangue nos setor de pesquisa
analiticas :
coleta de momento da coleta referente & setores de gue realizou ou
sangue. de sangue etana de pesquisas do acompanhou a
b HU-UFMA | etapa de coleta de
coleta
sangue
Membro (s) do
. grupo de pesquisa
Formulario para ng:}s;:/aeriss POP para ou funcionario (s) do
registro de . processamen | setor de pesquisa
No momento do pré- ;
processamento iy toe que realizou ou
processamento das analiticas R
e R armazename acompanhou as
amostras referente a
armazenament . nto de etapas de
sanguineas etapa de
o de amostras amostra de processamento e
. processame
sanguineas. nto sangue armazenamento de
amostras
sanguineas
Continua...

*Os membros do grupo pesquisas e/ou funcionarios dos setores de pesquisas que realizam estas
etapas, sdo autorizados pelo Pesquisador Responsavel e devem passar por treinamento.

*** A partir do momento que a Tl desenvolver o Sistema de Cadastro do Participante e geracéo do ID
do Participante, bem como o Sistema de Cadastro da Amostra e gerag¢édo do ID da amostra, os POP’s
referentes a estas atividades devem ser criados.
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Quadro 3 (Concluséo) — descricao das etapas em que cada formulario e POP deveréo
ser utilizados durante a manipulagéo.

FORMULARIOS ETAPA DE FINALIDADE POP A SER RESPP%T%AVEL
PROPOSTOS PREENCHIMENTO UTILIZADO PREENCHIMENTO*
Membro (s) do
- Reg!strgr as | bop com | 9rupo dg pesquisa
Formulario para variaveis pré- | . ~ ou funcionario (s)
. oy instrucdes
registro de | No momento da | analiticas erais ara do setor de
extracao e | extracao e | referente a gxtra 50 P e pesquisa que
armazenament | armazenamento etapa de ¢ realizou ou
e : ~ armazenament X
o de Acidos | dos Acidos | extracdo e < acompanhou  as
i L. o de Acidos ~
Nucléicos: DNA | Nucléicos armazenament o etapas de extracdo
P Nucléicos:
e RNA. o de Acidos e armazenamento
e DNA e RNA : .
Nucléicos de Acidos
Nucléicos
No momento da | Registrar as | POP para | Membro (s) do
coleta de | variaveis pré- | coleta, grupo de pesquisa
amostras de | analiticas processament | ou funcionério (s)
Formulario para | tecido referente ajlo e | do setor de
registro de etapa de coleta | armazenament | pesquisa que
coleta de de tecidos o de amostra | realizou ou
amostras de de tecido | acompanhou a
tecido. obtida a partir | etapa de coleta de
de peca | amostra de tecido
cirargica e de
bi6psia.
No momento do | Registrar as | POP para | Membro (s) do
transporte, variaveis pré- | coleta, grupo de pesquisa
Formulario  de processamento e | analiticas . processament | ou funcionario (s)
. armazenamento referentes as | o e | do setor de
registro de :
de amostra de | etapas de | armazenament | pesquisa que
transporte, : )
tecido. transporte, o de amostra | realizou ou
processamento . X
e processament | de tecido | acompanhou  as
0 e | obtida a partir | etapas de
armazenament
armazenament | de peca | transporte,
0 de amostra de N
. o de amostra | cirdrgica e de | processamento e
tecido. . D
de tecido. bi6psia. armazenamento
de amostra de
tecido.

Continua...

*Os membros do grupo pesquisas e/ou funcionarios dos setores de pesquisas que realizam estas
etapas, sdo autorizados pelo Pesquisador Responsavel e devem passar por treinamento.

*** A partir do momento que a Tl desenvolver o Sistema de Cadastro do Participante e geracdo do 1D
do Participante, bem como o Sistema de Cadastro da Amostra e geragao do ID da amostra, os POP’s
referentes a estas atividades devem ser criados.
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8. APLICABILIDADE DOS PRODUTOS

O Produto € importante, pois podera ser utilizado nos Centros de Pesquisas do
HU-UFMA, considerando a normatizacdo e regularizacdo dos Biorrepositorios
existentes e/ou criagcdo de novos, tendo em vista que estas atividades ainda estao
sendo padronizadas na instituicdo. Desta forma, os documentos apresentados
subsidiardo o0s pesquisadores para a criagcdo, guarda e gerenciamento dos
biorrepositorios utilizados nas pesquisas, especialmente nas etapas de coleta,
processamento e armazenamento do material biolégico. Além de poder auxiliar o setor
de Tl na criagdo dos cadastros das amostras e geracdo do ID da amostra e do
participante da pesquisa. Posteriormente, este documento podera ser disponibilizado

para rede de hospitais universitarios pela EBSERH.

9. INSERCAO SOCIAL

Diversos estudos que utilizam material biologico humano contribuem para o
beneficio do participante e/ou para formulagéo de estratégias de politicas publicas na
area de controle e prevencao de saude. A utilizacdo dos protocolos para organizagcédo
dos Biorrepositérios se configuram como essenciais para a qualidade destas amostras
armazenadas, proporcionando resultados confiaveis nas pesquisas. Além disso, a
aplicabilidade adequada dos protocolos assegura a privacidade e confidencialidade

do participante da pesquisa e de seu material biolégico cedido.

10. DISCUSSAO

Através das respostas aos questiondarios foi possivel caracterizar os setores
que armazenam Biorrepositérios quanto aos recursos humanos, estrutura fisica e
padrdes técnicos existentes (objetivo geral — item a); bem como caracterizar o perfil
dos gestores e dos pesquisadores responsaveis, descrever os tipos de materiais
biologicos utilizados nas pesquisas, identificar os procedimentos operacionais
padrées existentes e conhecer as formas de identificacéo, registro e rastreabilidade
das amostras armazenadas para pesquisa na instituicdo (objetivos especificos 1, 2, 3

e 4, respectivamente).
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Observou-se que tanto os pesquisadores quanto os gestores sdo compostos
por uma equipe multiprofissional, sendo a maioria doutores. O setor 1 conta com uma
equipe de seis profissionais de diversas areas dedicados integralmente as atividades
das pesquisas, dentre elas, organizacdo dos Biorrepositorios, enquanto no setor 2 e
3 todos os profissionais atuam na assisténcia e na pesquisa. Dentre estes
profissionais, tém-se doutores, mestres e especialistas. Verifica-se que um dos
setores néo oferece pessoal para suporte aos grupos de pesquisa com atribuicdes
especificas para as tarefas de registro, processamento, rastreabilidade das amostras
e documentos que as acompanham referentes aos Biorrepositérios armazenados.

Embora ndo tenha legislacbes nacionais especificas para areas que
armazenam Biorrepositorios, algumas normativas, como a RDC ANVISA n° 56/2010,
estabelece que o setor de armazenamento de material biolégico deve dispor de uma
estrutura administrativa e técnico-cientifica. A equipe profissional deve ser em
quantidade suficiente e com formacgéo e capacitacdo compativel com as atividades
executadas.

Em relacdo a estrutura fisica, alguns pontos que vale considerar sdo: a
necessidade de a instituicdo expandir os equipamentos para armazenagem visando
acomodar o crescimento das colecfes de amostras biolégicas em longo prazo;
adequar a circulacao de ar suficiente, com entrada de ar frio e saida de ar quente com
exaustor, para evitar a acumulacéo de excesso de calor e umidade; e presenca de um
plano de contingenciamento com freezers backup, para as areas aonde tem
Biorrepositorios armazenados. A Portaria n°® 2.201/2011 do MS estabele que o
biorrepositdrio e o biobanco devem adotar um conjunto de praticas, equipamentos e
instalacdes voltados a prevencdo, minimizacéo ou eliminacéo de riscos inerentes as
atividades de pesquisa.

Quanto aos POP’s existentes, as respostas aos questionarios aplicados
identificaram que os grupos de pesquisas contém POP’s para padronizar algumas das
etapas referentes & manipulacdo, gerenciamento, e guarda dos Biorrepositorios
armazenados, outros estdo sendo desenvolvidos. Estes POP’s nao estdo presentes
nos setores estudados fazendo parte de um manual de gestdo de qualidade, porém
um dos setores contém POP’s para coleta, processamento, armazenamento,
identificacdo e registro das amostras. Sobre este tema, a ISBER (2012, p. 65) orienta

que “a disponibilidade de amostras biolégica de alta qualidade para fins de pesquisa
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requer o desenvolvimento de métodos padronizados de coleta, armazenamento e
recuperagcado em repositorios biolégicos”.

Os topicos sobre registro, identificacdo, rotulagem de recipientes e
rastreabilidade das amostras demonstrou quais destas etapas sao padronizadas pelos
grupos de pesquisas e pelos setores estudados e quais deles necessitam de
elaboracdo de POP’S. A elaboracdo dos POP’s referentes a tais atividades devem
seguir as Boas Praticas Clinicas presentes na literatura, dentre elas, a ISBER (2012,
p. 58, traducdo nossa): “nenhuma informacao referente a dados individuais como
nome, data de nascimento, numero de documentos pessoais ou que remetem ao
estado de saude pessoal deve constar na identificagdo da amostra”, e a WHO-IARC
(2007, p. 11) que apresenta dentre as suas recomendacdes, que 0s registros devam
ser criados e mantidos de uma maneira que permita a rastreabilidade total dos eventos
pré-analiticos. Foi constatada ainda, a necessidade de construir fluxograma das
etapas de criagcdo, manipulacdo e guarda dos Biorrepositérios armazenados nos
setores de pesquisa da instituicao.

ApOs a identificacdo dos tipos de material biolégico das pesquisas
armazenados na instituicdo e dos POP’s existentes nos grupos de pesquisas, foram
desenvolvidos o0s Procedimentos Operacionais Padrdes para guarda de
Biorrepositorios no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o
(objetivo geral — item b); foram desenvolvidos, ainda: proposta de manual para coleta,
processamento, armazenamento e descarte de material biolégico humano visando a
constituicdo de Biorrepositérios; modelos de formularios para cadastro de pesquisa e
de amostras; e modelos de formularios de registros para coleta, processamento e
armazenamento do material biolégico utilizado (objetivos especificos 5, 6, e 7,
respectivamente). Estes documentos integram o Produto deste trabalho e por
questdes didaticas, os POPs e os Formularios ficaram dentro do Manual proposto,
fazendo parte dos anexos;

A elaboragéo do Manual, dos POP’s e dos modelos de formularios de registros
para coleta, processamento e armazenamento do material biolégico utilizado foi
norteada pelas normativas nacionais e boas praticas recomendadas por instituicbes
nacionais e internacionais, sobre o tema trabalhado (as literaturas estéo disponiveis
no item Referéncias, dos respectivos documentos). Além disso, buscou-se contemplar
as exigéncias técnicas e legais de diversos setores, como: a industria farmacéutica, a

nivel mundial, que exige dentre os aspectos técnico-regulatorio, a padronizagcéo dos
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procedimentos pelas ORCPs! (empresas como hospital, centro de pesquisa clinica,
centros educacionais e outros) para a terceirizacdo das atividades de testes pré-
clinicos e clinicos e, nacionalmente, o Ministério da Educacéo que instituiu em 2014 o
Programa EBSERH de Pesquisas Clinicas Estratégicas para o Sistema Unico de
Salde (EPECSUS)? através da Portaria de n® 09, que tem como uma de suas
estratégias, harmonizar etapas, atores, procedimentos e fluxos necessarios a
aprovacao, desenvolvimento, execucdo orcamentaria e monitoramento dos projetos
nos hospitais universitarios federais.

Para a criagdo dos POP’s foram consideradas, também, as informacdes obtidas
durante as visitas no setor de Biobanco do HU-UFMA sobre os métodos de coleta,
preservacao e guarda de material bioldgico neste setor; e foram consultados alguns
dos POP’s existentes nos grupos de pesquisas, dentre estes, os POP’s para extragao
de acidos nucléicos existentes em dois grupos de pesquisa; os POP’s para coleta e
processamento de amostra sanguinea de um grupo dos grupos de pesquisa e de um
dos setores estudado, para fins de assisténcia. O objetivo destas consultas foi de
adequar os POP’s produzidos neste trabalho com os ja existentes na instituicao, ao
mesmo tempo propor melhorias, como por exemplo, os formulérios de anotacdes
produzidos neste estudo com o propésito de serem utilizados em cada etapa de
manuseio das amostras a fim de controlar todas as variaveis pré-analiticas do material
bioldgico utilizado. Os documentos elaborados neste trabalho seguiram o formato do
Manual de Padronizacao de POPs proposto pela EBSERH (2014).

Em relagdo ao Modelo de Formulario, visando a criacdo do Sistema de
Cadastro do Participante da Pesquisa e Geracdo do ID (identificador Unico) do
Participante, este € composto de trés campos:

e Campo A - informacBes sobre a pesquisa e Biorrepositorio (item 1). Este

campo busca reunir e registrar informac¢des que auxiliem na rastreabilidade e

no gerenciamento da pesquisa e do Biorrepositério, pois “os centros de

pesquisas devem ter sistemas de registros permanentes e rastreaveis para

1 ORPC (Organizacdo Representativa para Pesquisa Clinica) € uma pessoa ou organizagdo (comercial,
académica ou outra) contratada pelo patrocinador para realizar uma ou mais das tarefas e funcées do
patrocinador relacionadas ao estudo (Organizagdo mundial da Saude, 2005, p. 51).

2 A EPECSUS tem como objetivo contribuir com desenvolvimento cientifico e tecnolégico e formacao
profissional em saude, em consonancia com as politicas de Educacdo, de Saude e de Ciéncia,
Tecnologia e Inovagéo (Ministério da Educacao, 2014, p 1).
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compilar informagdes, como forma de evidéncias registradas e escritas”.

(ISBER, 2012, p. 27, traducdo nossa).

e Campo B - informacdes sobre o participante da pesquisa (item 2). “As variaveis
pré-analiticas tém grande impacto sobre a qualidade dos resultados de
laboratério e estdo agrupadas em trés categorias: varidveis fisioldgicas,
variaveis de coleta de espécimen e fatores de interferéncia”. (SBPC, 2014, p.
36). O Formulario proposto procurou abordar, ao maximo, essas caracteristicas
para auxiliar o pesquisador na analise dos resultados e obter qualidade nas
pesquisas.

e Campo C — Método proposto para gerar o codigo do identificador unico (ID) do
participante da pesquisa (item 3). O método proposto para gerar o ID do
participante da pesquisa atende ao que preconiza a Portaria 2.201/2011 a qual
dispbe que os setores de pesquisas devam garantir a privacidade e a
confidencialidade do sujeito da pesquisa e de seu material biolégico
armazenado. Ao mesmo tempo o0 método procurou utilizar algumas
informacdes referentes ao estudo como critério para gerar os digitos
identificadores do participante da pesquisa, seguindo o modelo utilizado pelo
projeto Elsa. Sobre este método, Fedeli (2013, p. 17) deu a seguinte explicacao
para a geracao do ID do participante da pesquisa: “o primeiro digito identificou
a fase do projeto, o segundo digito o Centro de investigacdo ELSA, o terceiro
o tipo de recipiente que contem o material bioldgico e os demais digitos sao
uma sequencia numérica”. (Fedeli, 2013, p. 17). Estes itens ajudam na
rastreabilidade as informagoes.

O Modelo de formulério, visando a criacdo do Sistema de Cadastro da amostra
e geracdo do ID (Identificador Unico) da amostra armazenada contém informacdes
sobre o ID do participante, localizacdo de armazenamento das amostras e retirada da
amostra; além de conter proposta para a geracdo do ID da amostra, de forma a
proteger a privacidade e confidencialidade do participante da pesquisa.

Este método proposto incorporou alguns elementos pré-analiticos das
amostras para facilitar a rastreabilidade. Grandes Centros de pesquisas internacionais
utilizam informacdes relacionadas as variaveis analiticas das amostras como forma
de gerar o ID presente no rotulo de armazenagem.

O Instituto Internacional para Repositérios Biologicos e Ambientais (ISBER)

desenvolveu um codigo denominado de SPREC — “Cdédigo Pré-Analitico Padrao” (do
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inglés “Standard PREanalytical Code”) que identifica os principais fatores pré-
analiticos de fluidos clinicos e biospecimens sélidos “a cada biospecimen é atribuido
um coédigo de sete elementos que corresponde a sete variaveis pré-analiticas [...], em
uma ordem definida, separados por seis hifens”. (BETSOU et al., 2010, p.1005). Este
método ja foi implementado nos Estados Unidos, Australia e alguns paises da Europa.

Os Modelos de Formularios para utilizacdo nas etapas de coleta,
processamento e armazenamento do material biologico visa registrar as variaveis pre-
analiticas das amostras, que incluem, dentre outras:

O tipo de tubo de coleta, o tempo e temperatura de pré-centrifugacéo,
os detalhes de centrifugacdo para fluidos biolégicos, tempos de
isquemia quente e fria para tecidos sélidos, tipo de amostragem, tipo
e tempo de fixagdo, tempo para colocar em armazenamento em longo
prazo, tipo de armazenamento em longo prazo e protocolo exato de
criopreservagdo e de restauracdo para espécimes ambientais.
(ISBER, 2012, p. 31, traducéo nossa).

Compondo o conjunto de documentos desenvolvidos neste trabalho e

atendendo ao objetivo especifico de numero 8, foram elaborados dois Fluxogramas:
1. Fluxograma de criacdo de Biorepositorio no HU-UFMA (Figura 2).
2. Fluxograma de manipulacdo e guarda das cole¢cdes de amostras bioldgicas

gue compdem os Biorrepositorios do HU-UFMA (Figura 3).

Para as suas construcdes, foram consideradas as informac¢des obtidas dos
resultados aos questionarios, as informacdes obtidas durante as visitas aos setores
de pesquisas do HU-UFMA que contém Biorrepositérios armazenados, e foram
observadas, ainda, as recomendacfes constantes na Portaria n°® 2.201 do MS e na
Resolucdo n°® 441 do CNS. Os Fluxogramas criados, 0s quais estdo apresentados
mais adiante, neste mesmo item, fornecem uma visdo geral sobre a criacdo dos
Biorrepositorios quanto aos aspectos técnicos e éticos e as etapas aonde cada

documento desenvolvido neste trabalho podera ser utilizado.
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Figura 3 — Fluxograma de criacdo de Biorrepositorios no HU-UFMA.
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Figura 4 — Fluxograma de manipulacdo e guarda das cole¢des de amostras biolégicas que compdem os Biorrepositérios do HU-
UFMA.
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Desta forma, o Produto desenvolvido neste trabalho podera servir de guia aos
pesquisadores do HU-UFMA quanto a manipulacdo e guarda do material bioldgico
coletado para a pesquisa. Os Fluxogramas, o Manual, os Procedimentos
Operacionais Padrdo e os Formuldrios para registro das etapas de coleta,
processamento e armazenamento do material biolégico armazenado apresentam
maior viabilidade de utilizacdo em curto prazo pela instituicdo. Os sistemas de
Cadastros do Participante da Pesquisa; de Cadastro da Amostra e a ferramenta para
geracao de ID, por suas peculiaridades técnicas, necessita de um tempo maior para
o desenvolvimento e posterior implementagdo. Porém, as propostas aqui
apresentadas podem servir de instrumentos para auxiliar no desenvolvimento destas
ferramentas tecnoldgicas pela Tl, uma vez que a instituicdo ja formalizou o seu
interesse em informatizar os seus processos referentes ao gerenciamento do material
biol6gico armazenado.

Para que o0s gestores e pesquisadores tenham acesso aos documentos
produzidos neste trabalho, serd, a principio, disponibilizada uma cépia em formato
impresso aos setores de pesquisas e aos pesquisadores responsaveis, uma cépia
serd disponibilizada também, ao CEP institucional. Posteriormente, sera definida
juntamente com a geréncia de ensino e pesquisa uma forma de discutir o trabalho
desenvolvido com 0s gestores e pesquisadores responsaveis, apdés uma revisdo
detalhada pelos mesmos, e se for demonstrado vidvel, os documentos poderdo seguir

o tramite de formalizagéo institucional.

11. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O HU-UFMA, através da Geréncia de Ensino e Pesquisa, vem desenvolvendo
acfes com o intuito de fortalecer a pesquisa na instituicdo, dentre elas, o
gerenciamento das pesquisas e normatizacdo das atividades que envolvem
Biorrepositorios, como o gerenciamento das amostras biolégicas utilizadas, nos seus
diversos percursos. Alguns documentos j4 foram elaborados e estdo em fase de
aprovacao pela instituicdo. Outros, ainda precisam ser elaborados. Neste cenario,
identificar os parametros técnicos ausentes durante o manuseio e guarda de material
biolégico nos setores de pesquisa da instituicdo; conhecer o perfil dos profissionais

gue atuam na pesquisa; conhecer a forma como 0s grupos de pesquisas estédo
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armazenando e gerenciando seus Biorrepositérios e; caracterizar as areas que
armazenam material biolégico quanto a infraestrutura e padrdes técnicos existentes é
fundamental para planejar com mais cuidado a organizacdo destes setores e
gerenciamento destas cole¢fes biolégicas armazenadas, bem como para efetuar as
devidas adequac0Oes técnicas e éticas e, consequentemente, a regularizacdo destes
setores quanto ao gerenciamento dos Biorrepositorios existentes, visando a
padronizacdo destas atividades na instituicdo. Desta forma, espera-se que o presente
trabalho venha a contribuir com a organizacao e padronizacédo dos Biorrepositorios
armazenados na instituicdo, bem como os que virdo a ser criados.

O processo de organizacdo dos Biorrepositérios armazenados na instituicao,
certamente, n8o se encerrara com a aprovacado dos documentos ja elaborados pela
instituicdo, nem tampouco com a proposi¢cao deste Produto. Neste sentido, tenho
como expectativa profissional contribuir para a melhoria dos processos do HU-UFMA,
aplicando, sempre que possivel, o conhecimento adquirido ao longo da minha jornada
no Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica do HCPA. Tendo em vista, que foi uma
experiéncia gratificante e enriquecedora. Pois, através desta vivéncia, reforcei ainda
mais a ideia de que para a instituicdo crescer na pesquisa e assisténcia, 0s
profissionais devem estar comprometidos com a misséo da instituicdo, com o dominio
das técnicas utilizadas, com o controle de qualidade, com os resultados de pesquisas,
controle de reagentes, cuidados com os equipamentos e gerenciamento adequado do

material biolégico armazenado.
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APENDICE A — QUESTIONARIO PARA O PESQUISADOR RESPONSAVEL

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE — HCPA
MESTRADO PROFISSIONAL EM PESQUISA CLINICA

GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO EM BIORREPOSITORIOS: IMPLANTACAO
DE PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADROES NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO / HU-UFMA.

Pesquisadora: Maria Claudia Santos Guttler
Questionério Para Avaliacdo do Funcionamento dos Biorrepositorios

Existentes nos Setores de Pesquisa do HU-UFMA

Questionario para os Pesquisadores Responsaveis por projetos de pesquisas ho HU-
UFMA que utilizam o armazenamento de material bioldgico

Esta pesquisa estd sendo realizada para o Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), cujo objetivo é
desenvolver Procedimentos Operacionais Padrées para guarda de material biol6gico
em Biorrepositorios do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo/HU-UFMA. Este Questionario que sera respondido pelos Pesquisadores
Responséaveis por projetos de pesquisas no HU-UFMA contém 17 Questdes, abertas,
fechadas e mistas. O preenchimento do Questionario € muito importante para o
desenvolvimento do trabalho, pois sera fundamental para mapear as atividades dos
biorrepositérios em funcionamento no hospital, quanto a guarda, registro e
rastreabilidade do material biolégico utilizado em seus diversos percursos,
adequacdes técnicas e éticas durante a manipulacdo das amostras e gerenciamento
do material bioldgico armazenado. E importante o preenchimento completo e de forma

legivel, com caneta esferografica.

Por favor, responda as perguntas a seguir.

Data de preenchimento do Questionario: /|
Nome (opcional):
Setor de Pesquisa (opcional):
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PERFIL DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:

1. Responda os itens dos campos abaixo

Idade:

Formacéo:

Titulacéo:

Area de formacdo da maior titulaco:

Cargo / funcéo atual:

Quanto tempo vocé trabalha na funcéo atual?
Vinculo institucional:

Qual a area da pesquisa que vocé atua?

Os projetos de pesquisas que vocé coordena recebe auxilio financeiro? De qual
sistema ou instituicdo de fomento?

ASPECTOS GERAIS DOS BIORREPOSITORIOS

2. Resumidamente, Biorrepositério € uma colecdo de material biologico humano,
coletado e armazenado ao longo da execucdo de um projeto de pesquisa especifico.
Identifique através das opcdes abaixo o (s) tipo (s) de amostra (S) pertencentes ao
seu Biorrepositério e armazenadas nos setores de pesquisas do HU-UFMA:

a) tecidos solidos

b) Fluidos biolégicos. Por favor, especifique. Por exemplo, sangue total, soro
sanguineo, plasma, urina, saliva
c) Células

d) Acidos nucléicos

e) outros

3. Assinale com um X a (s) opcédo (6es) com a (s) qual (is) vocé concorda. O
biorrepositério do seu projeto de pesquisa armazena 0s materiais biolégicos em:

() Biobanco da instituicao

( ) Em freezers do Setor de pesquisa aonde o projeto esta sendo desenvolvido

( ) Em area compartilhada para armazenamento na instituicdo

( ) Em instalacbes proprias fora da instituicao

ASPECTOS ETICOS

4. Quando o material biolégico humano é coletado, as seguintes autorizacdes
foram concedidas para a coleta? Assinale com um X a (s) opc¢ao (6es) com a (s) qual
(is) vocé concorda.

( ) Aprovacdo do Comité de Etica

() Processo apropriado de consentimento do participante



() Nao se aplica

() Nao sei responder

CONTROLE DE QUALIDADE
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5. As Boas Praticas Clinicas recomenda que deva ser adotado pelos grupos de
pesquisas um Sistema de Garantia de Qualidade (QA) e Controle de Qualidade (QC)
descrevendo o compromisso do Grupo com as atividades e resultados da pesquisa.
Para cada item da tabela abaixo assinale com um X em uma das alternativas e se
possivel comente sobre cada item no espaco apropriado. O grupo de pesquisa tem

rocedimentos escritos para garantir o Controle de Qualidade nos seguintes eventos:

Caso a resposta seja “SIM”
enumere as técnicas

diversas etapas
de manuseio das
amostras?

0 . ~ N&o Sei utilizadas e caso seja “NAO”
VARIAVEIS Sim Nao Responder | comente sobre as
dificuldades enfrentadas
sobre o tema em Questao.
a) processos
utilizados na () () ()
coleta?
b) processamento
das amostras? () () ()
c)
armazenamento () () ()
das amostras?
d) registro e
identificacdo das | ( ) () ()
amostras?
e) rotulacéo das
amostras? () () ()
f) destruicéo e
descarte das () () ()
amostras.
g) critérios para
definir as nédo
conformidade nas
() () ()
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6. Nas pesquisas laboratoriais, devem ser observadas, sempre que possivel, as
variaveis pré-analiticas de modo a preservar a integridade e estabilidade das
amostras, garantindo bons resultados de pesquisa. Sobre esse tema, assinale com
um X em uma das alternativas de cada item abaixo e se possivel comente sobre cada

um no espaco apropriado:

VARIAVEIS

Sim

N&ao Sei
Responder

Caso a resposta seja
“SIM” comente sobre os
meétodos utilizados e
caso seja “NAO”
comente sobre as
dificuldades
enfrentadas sobre o
tema em Questao.

a) Os tamanhos de aliquota
séo selecionados de acordo
com a necessidade de evitar
ciclos de congelamento-
descongelamento adicionais?

b) Os tamanhos de aliquota
sao selecionados de acordo
com a necessidade de
equilibrar os requisitos de
armazenamento e 0S custos?

c) O frasco para
armazenamento das amostras
foi testado para ter certeza de
gue ele vai funcionar como
esperado em todas as
condi¢Bes ambientais
projetadas?

d) O Rétulo contido no frasco
foi testado para ter certeza de
gue ele vai funcionar como
esperado em todas as
condi¢Bes ambientais
projetadas?

e) Os tubos para coleta sao
escolhidos levando-se em
conta o objetivo da pesquisa?

f) Vocé realiza testes de QC
(Controle de Qualidade) para
avaliar a pré-analise das
amostras biologicas?

g) Vocé relata
adequadamente as néo
conformidades pré-analiticas
referentes a manipulacéao das
amostras, de modo que sejam
rastreadas futuramente?
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RECURSOS HUMANOS E TREINAMENTO DOS GRUPOS DE PESQUISAS

7. Gostaria que vocé marcasse uma das alternativas para os trés itens abaixo a
respeito da pergunta a seguir. Na sua equipe de pesquisa, existe um membro
designado para:

Qualguer membro
da equipe esta apto | Nao Sei

a executar esta Responder
tarefa.

VARIAVEIS Sim

a) registrar as informacdes sobre o
material biolégico a ser coletado e () () ()
sobre o participante da pesquisa?
b) acompanhar a coleta das
amostras a serem analisadas, o
processamento das amostras e
realizacdo dos testes?

C) assegurar a rastreabilidade das
amostras e dos documentos que as
acompanham em todo o seu () 1() ()
percurso, até completar o registro
dos exames laboratoriais?

() C) ()

Se vocé tiver um comentario relacionado a pergunta 6, deixe-0 aqui:

8. A respeito do treinamento com a equipe de pesquisa, peco que vocé marque
uma das alternativas para os trés itens da tabela abaixo sobre a seguinte pergunta:
Existe um programa de treinamento com 0s pesquisadores sobre 0s seguintes
eventos?

VARIAVEIS Sim | Ndo | Nao Sel
Responder
a) as técnicas utilizadas na pesquisa. () () ()

b) instrucdes gerais e especificas de
biosseguranca que reflitam os riscos identificados
em executar as tarefas associadas a manipulacéo
das amostras e procedimentos laboratoriais.

c) as politicas internas do laboratorio. () () ()

() () ()




74

REGISTRO, IDENTIFICACAO E RASTREABILIDADE DAS AMOSTRAS

9. Com relacédo as amostras depositadas nos biorrepositérios, a forma como elas
sao registradas permite rastrear 0s seguintes eventos?

VARIAVEIS Sim N30 Nao Sel

Responder

a) Tipo de frasco. () () ()

b) Volume. () () ()

c) Tipo de espécime () () ()

d) Método da coleta () () ()

e) Data e hora da coleta. () () ()

f) Data e hora do processamento. () () ()

g) Tipo de armazenagem () () ()

h) Temperatura de armazenamento () () ()

10. Cada amostra biologica depositada em Biorrepositério recebe um nimero de
identificacdo unico (Ex., um ID de amostra)?

( )Sim

( ) Nao

() N&o sei responder

11. O identificador Unico da amostra ou um codigo que esta ligado ao ID da
amostra é fixado ao frasco?

( )Sim

( ) Nao

() Nao sei responder

12. Como os rétulos sdo gerados?
() Manuscrito

( ) Gerado por computador

( ) outros

() Nao sei responder

13. As etiquetas incluem codigos de barras que contém a identificacdo da amostra
coletada ou outro nimero a ela associado?

( )Sim

( ) Nao

( ) Nao sei responder

EQUIPAMENTOS DE ARMAZENAGEM

14. Vocé costuma armazenar as amostras de biorrepositérios em qual destes
equipamentos?

() freezer de nitrogénio liquido (LN2)

( ) freezer mecéanico -80°C
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( ) freezer mecanico -20°C
( ) refrigerador

COLETA, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

15. Gostaria que vocé marcasse uma das alternativas para os itens abaixo a
respeito da pergunta a seguir. Vocé tem procedimentos escritos que permite definir e
rastrear os seguintes eventos:

Caso a resposta seja
“SIM” comente sobre
0s métodos utilizados

VARIAVEIS sim | N3o N&o Sei e caso seja “NAO
Responder | comente sobre as
dificuldades

enfrentadas sobre o
tema em Questao.

a) limites para rejeitar ou
sinalizar amostras quando o
atraso entre a coleta de
amostra e o inicio do
processamento é muito
longo?

b) limites para rejeitar ou
sinalizar amostras quando
ocorreu a identificacao () () ()
errada durante a coleta ou
processamento?

c) limites para rejeitar ou
sinalizar amostras quando
ocorreu um erro de
processamento?

d) limites para rejeitar ou
sinalizar amostras
congeladas quando forem () () ()
inadvertidamente
descongeladas?

() () ()

() () ()

TRANSPORTE DE AMOSTRAS

16. O transporte de amostras biolégicas faz parte da fase pré-analitica de
realizagdo de exames laboratoriais, por isso, a ANVISA estabeleceu padrdes para o
transporte de material biolégico. Quando através do seu Grupo de Pesquisa se faz
necessario transportar as amostras para outro setor, ou outro local fora da Instituicéo,
o material € acondicionado, rotulado e transportado de acordo com 0s requisitos
estabelecidos pelas normas da ANVISA para assegurar a protecdo do material
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bioldgico, das pessoas e do ambiente durante todas as etapas do transporte até o seu
destino final?

( ) Sim

( ) Néao

() Nao sei responder

Se vocé tiver um comentario relacionado a pergunta 13 (transporte de amostras),
deixe-0 aqui:

17. Para finalizar, gostaria que vocé deixasse a sua opinido sobre a padronizacao
de protocolo para guarda de material biol6gico em biorrepositérios do Hu-UFMA.



77

APENDICE B — QUESTIONARIO PARA O GESTOR DO SETOR DE PESQUISA

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE — HCPA
MESTRADO PROFISSIONAL EM PESQUISA CLINICA

GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO EM BIORREPOSITORIOS: IMPLANTACAO
DE PROTOCOLO NO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO MARANHAO / HU-UFMA.

Questionario para avaliagdo da estrutura fisica e organizacional dos Setores de
Pesquisa do HU-UFMA

Pesquisadora: Maria Claudia Santos Gittler

Questionario para os Gestores dos Setores de pesquisa do HU-UFMA

Esta pesquisa esta sendo realizada para o desenvolvimento de um trabalho
de concluséo de curso do Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e tem por objetivo desenvolver Procedimentos
Operacionais Padrdes para guarda de material biolégico em Biorrepositorios do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo/HU-UFMA. Este
Questionario, que sera respondido pelos Gestores dos Setores de pesquisa do HU-
UFMA, contém 26 perguntas fechadas e mistas. O preenchimento do Questionario é
muito importante para o desenvolvimento do trabalho, pois serd fundamental para
mapear a estrutura fisica, organizacional e Recursos Humanos existentes e
necessarios nos Biorrepositdrios. E importante o preenchimento completo e de forma

legivel, com caneta esferogréafica de tinta preta ou azul.

Por favor, responda as perguntas a seguir.

Data de preenchimento do Questionario: /[
Nome (opcional):
Setor de Pesquisa (opcional):
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PERFIL DO GESTOR:

1. Responda os itens dos campos abaixo:

ldade:

Formacéo:

Titulacdo:

Area de formacdo da maior titulacio:

Vinculo institucional:

Quanto tempo vocé atua na Gestao do Setor de Pesquisa?

Além de participar da Gestao do Setor, vocé também atual em pesquisa? Qual a
area da pesquisa que vocé atua?

PESSOAL DO SETOR

2. Em relacdo ao pessoal do Setor que dao suporte as atividades dos
biorrepositérios, responda cada item abaixo e, para as colunas 5 e 6, assinale a op¢ao
gue melhor se adequa a cada item:
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3. Considerando o material biolégico coletado e armazenado para pesquisa,
gostaria que vocé marcasse uma das alternativas para os trés itens da tabela abaixo.
No seu Setor de pesquisa, existe um membro designado para:

N&o. As atividades : :
0 sao realizadas pelos Sim (existem N&ao Sei

VARIAVEIS P membros

préprios e Responder
, especificos)

pesquisadores

a) registrar as informacoes

sobre o material biolégico | ( ) () ()

coletado?

b) acompanhar o

processamento,

armazenamento das () () ()

amostras e realizagao dos

testes?

C) assegurar a

rastreabilidade das

amostras e dos

documentos que as

acompanham em todo o () () ()

Seu percurso, até

completar o registro dos

exames laboratoriais?

TREINAMENTO E BIOSSEGURANCA
4. Sobre um programa de treinamento com toda a equipe do Setor de Pesquisa,

selecione todos os itens que se aplica:
() O Setor possui um Coordenador de treinamento.
( ) uma vez completado, é feito um registro escrito do treinamento, incluindo a
assinatura do funcionéario, bem como a assinatura do treinador.
( ) E mantido um arquivo de treinamento para cada funcionério incluindo, dentre
outros, descricdo do cargo, curriculo, cépia de certificado e documentacdo de
resultados analiticos obtidos para demonstrar proficiéncia em tarefas técnicas

especificadas.

() O Setor ndo possui um programa de treinamento.

() Nao sei responder.
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5. No caso de existir um programa de treinamento com toda a equipe do Setor de
Pesquisa, identifigue os eventos presentes:
VARIAVEIS sim  |N&o | NaoSel Nao se

Responder Aplica

a) treinamento dos profissionais nas
funcBes ou tarefas especificas que () () () ()
eles executam ou devam executar

b) treinamento dos profissionais em
todos os procedimentos executadas
pelo Setor de modo que sejam () () () ()
capazes de realizar cada um destes
em qualguer momento solicitado

c) instrucdes gerais e especificas de
biosseguranca e seguranca quimica
gue reflitam os riscos identificados

em executar as tarefas associadas a () () () ()
manipulacédo das amostras e
procedimentos laboratoriais.

d) instrucdes gerais e especificas

que reflitam os riscos associadas a
eletricidade, incéndio e seguranca () () () ()
fisica.

e) instrucdes gerais sobre o uso de
equipamentos de protecao individual.

() () () ()

f) instrucées gerais sobre as politicas () () () ()
internas do Setor.

6. O Setor possui um plano de Biosseguranca para prevenir ou minimizar lesées
aos funcionérios?

( )Sim

( ) Nao

() Nao sei responder

() Em desenvolvimento.

GESTAO DE QUALIDADE

7. As Boas Praticas Clinicas recomendas que deva ser adotado pelos setores de
pesquisas um Sistema de Garantia de Qualidade (QA) e Controle de Qualidade (QC),
contendo os procedimentos operacionais padrdao (POP’s) das atividades
desenvolvidas, normas e misséo claramente definida e documentada. Assinale com
um X a opgao abaixo com a qual vocé concorda:

() O Setor possui um Protocolo de Gestado contendo todos os POP’s, normas e
Missao.

() O Setor possui os POP’s para todas as atividades mas nao possui um Protocolo
de Gestao.
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() Nao sei responder

() Em desenvolvimento.

8. Considerando que o seu Setor de Pesquisa possua 0s Procedimentos
Operacionais Padrdo para as atividades desenvolvidas. Identifique, dentre as listadas
abaixo, para qual o seu Setor possui um manual de Protocolos Operacionais Padroes.
Para cada item da tabela abaixo assinale com um X em uma das alternativas.

VARIAVEIS Sim N&o Nao Sel N&o se aplica
Responder
a) procedimentos
escritos para definir
g () () () ()

condicdes pre-
analiticas padrao?

b) critérios para definir
as néo conformidades
referentes a
manipulagéo das () () () ()
amostras em todas as
suas etapas?

C) praticas de envio e
recebimento de
amostras, quando for o () () () ()
caso?

d) préticas de
gerenciamento de
registros de amostrase | ( ) () () ()
informacdes
associadas?

9. O Setor possui um fluxograma que define claramente as etapas de guarda e
controle dos Biorrepositérios armazenados?

( ) Sim

( ) Nao

() Nao sei responder

() Em desenvolvimento

10. Regulamentaces éticas exigem privacidade e confidencialidade dos dados do
participante de pesquisa e do material armazenado em biorrepositorios. No Setor de
Pesquisa existem politicas e procedimentos que definem quem pode acessar as
amostras e / ou dados associados?

( )Sim

( ) Néo

() Nao sei responder

() Em desenvolvimento
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INSTALACOES E SEGURANCA

11. Sobre a estrutura fisica, iluminacdo e suporte técnico para armazenar as
amostras biologicas em biorrepositorios do seu Setor, assinale com um X em uma das
alternativas de cada item abaixo e se possivel comente sobre cada uma no espaco
apropriado:

Caso a resposta
seja “NAQ”
comente sobre as
dificuldades
enfrentadas sobre
o tema em
Questao.

N&o Sei

VARIAVEIS Sim | N&o
Responder

a) Considerando a situacéo atual e
projec@es futuras, as instalactes
tem espaco suficiente para abrigar a
colecao atual, bem como proje¢ées | ( ) [( ) | ( )
de sustentabilidade em longo prazo
para acomodar o crescimento das
colecBes de amostras biologicas?

b) A area aonde o equipamento de
armazenamento de amostras é
mantido contém limites especificos
para a temperatura do ar ambiente?

() 1) [C)

c) A area dos biorrepositorios
contém circulacdo de ar suficiente,
com entrada de ar frio e saida de ar
guente com exaustor, para evitar a
acumulacao de excesso de calor e
umidade?

() 1) [C)

d) Os cabos elétricos e tomadas do
local estdo instalados ()1C) 1)
adequadamente?

e) Cada equipamento de
armazenamento de amostra (por
exemplo, congeladores e
refrigeradores) tem seu proprio
identificador exclusivo e tem uma ()Y(C) 1)
convencao estabelecida para
numerar prateleiras, racks, caixas,
bem como cada local dentro do
recipiente, conforme necessario?
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f) A iluminacdo do Biorrepositorio é
adequada para fornecer um
ambiente de trabalho seguro e para

permitir que os materiais sejam ()] C)
cuidadosamente guardados e
recuperados?
Existe iluminagéo de emergéncia,
9 ; : () 1O O

em caso de perda de energia?

h) A &rea tem como uso e acesso
exclusivo a finalidade de ()Yy(C) ()
Biorrepositorio?

12. Um Plano de Contingéncia na area dos biorrepositérios voltado a prevencao,
minimizacdo ou eliminacédo de riscos inerentes as perdas das amostras biolégicas
armazenadas e dos equipamentos presentes € de grande importancia. Sobre esse
tema, assinale com um X em uma das alternativas de cada item abaixo e se possivel
comente sobre cada uma no espago apropriado:

Caso a resposta seja
“NAO” comente sobre
as dificuldades
enfrentadas sobre o
tema em Questao.

N&o Sei

VARIAVEIS Sim | Nao
Responder

a) O Biorrepositério possui
um plano de
contingenciamento para
atender a todas as
emergéncias ou riscos () () ()
referentes ao
armazenamento das
amostras?

b) Existe um sistema de
prevencao de incéndio no
local, com alarme e extintores | ( ) () ()
de incéndio, adequado para a
instalacao?

13. Ainda sobre o Plano de Contingéncia, é recomendavel que os Biorrepositorios
tenham um sistema de monitoramento para detectar desvios em relacdo as
temperaturas normais de operagdo. No seu Setor de Pesquisa, a notificacdo de
desvios de temperatura pelo sistema de monitoramento esta restrita a:

() Somente notificacdo local (no Setor de Biorrepositorio).

() Notificagéo dentro e fora do local (fora das dependéncias fisicas do Setor de
Biorrepositorio)

() Sem notificacéao

() N&o sei responder
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14. Todos os Biorrepositorios devem ter a capacidade de fornecer armazenamento
de backup no caso de um freezer contendo amostras bioldgicas nao fornecer
armazenamento dentro de uma faixa previamente estabelecida de temperaturas ou
outras condi¢Bes. Em caso de falha do equipamento, o Biorrepositério mantém:

( ) Até 10% de capacidade de armazenamento de back-up para espécimes
armazenados em freezers mecanicos e refrigeradores.

( ) Mais de 10% de capacidade de armazenamento de back-up para espécimes
armazenados em freezers mecanicos e refrigeradores.

() Nao possui freezer backup.

() Outros. Qual:
() Nao sei responder.

15. As unidades de armazenamento de amostras tém um suprimento de energia
de emergéncia, caso a energia elétrica seja interrompida? Marque os itens que se
aplica.

( ) Sim. Gerador de energia

( ) Sim. Entrada de CO:2

( ) Sim. Entrada de N2

() Nao possui suprimento de energia de emergéncia

() Nao sei responder.

16. Para cada item da tabela abaixo assinale com um X em uma das alternativas.
Caso haja controle de acesso a area de armazenamento de amostras, 0 acesso a
area é controlado ou monitorado por:

~

VARIAVEIS Sim N&o N&o Sei Responder
a) fechaduras mecénicas () () ()

b) controle magnético () () ()

c) outros (especificar)

EQUIPAMENTOS DE ARMAZENAGEM

17. Dentre os itens apresentados abaixo, selecione o (s) que se aplica (m) ao tipo
de equipamento presente no seu Setor de Pesquisa para armazenamento de material
biolégico dos biorrepositorios:

() contéiner de nitrogénio liquido (LN2)

( ) freezer mecénico -80°C

( ) freezer mecéanico -20°C

( ) refrigerador



COLETA, PROCESSAMENTO,
RASTREABILIDADE DE AMOSTRAS

18. Identifigue dentre as atividades listadas abaixo, para qual o seu Setor possui
Protocolos Operacionais Padrdes. Para cada item da tabela abaixo assinale com um

X em uma das alternativas.

IDENTIFICACAO,

REGISTRO

VARIAVEIS Sim | Nao | Nao Sei N&o se aplica
Responder

a) todos os procedimentos de

coleta de amostras? () 1) 1) ()

b) todos os procedimentos de

processamento de amostras? () 1) 1) ()

c) préaticas de armazenamento

de amostras? () 1) 1) ()

d) procedimentos para rastrear

excursdes de temperatura () |1C) [() ()

durante o armazenamento?

e) procedimentos para

identificacéo e registro das

amostras e informacdes () 1C) 1) ()

associadas?

f) praticas de recuperacao de

amostras? () {C) 1C) ()

g) procedimentos para

destruicéo e descarte de () 1) [1() ()

material biol6gico?

19. Assinale com um X a (s) opcéo (6es) com a (s) qual (is) vocé concorda em
relacdo a Questao a seguir: Existe um sistema de inventario que rastreia a localizacéo
e o0 status de cada amostra no Biorrepositorio?

() Sim. Sistema informatizado
() Sim. Sistema manual

() N&o possui sistema de inventario

() Nao sei responder
() Em desenvolvimento.
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20. Para cada item da tabela abaixo assinale com um X em uma das alternativas.
Para quaisquer sistemas de inventario usado no Setor de Pesquisa, ele rastreia

eventos como:

VARIAVEIS

an
o

N&o Sei Responder

a) tipo de frasco?

b) volume?

c) data e hora da coleta?

d) método de coleta?

e) local de coleta?

f) data e hora do processamento?

g) ciclos de congelamento /
descongelamento?

h) temperatura de armazenamento?

i) perda?

I | |~ ~ A’-\AA’-\A(D
N [N [N N \/\./\/\/\./\/3

J) descarte?
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21. Para cada item da tabela abaixo assinale com um X em uma das alternativas.
Caso haja registros eletrénicos das amostras armazenadas em Biorrepositorios, sao

tomadas as seguintes medidas de seguranca?

OBS.: Se for “outra” especificar nesse campo:

VARIAVEIS Sim | N&o gzgpsc’)i' or HZO
a) 0os computadores sao protegidos por senha. () |[C) () ()
b) os computadores fazem uso de um mecanismo

de tempo limite automaticos que bloqueia o C)yY () 1) ()
computador.

c) existem niveis de permissao para acessar 0s

registros eletrénicos entre funcionarios em

diferentes niveis operacionais e para usuarios que ()1 C) 1) ()
nao sao funcionarios do Setor de Pesquisa.

d) Os sistemas de computador com as

informacdes de amostras biolégicas e/ou de

pesquisa contém um segundo HD ou outra forma

de backup? () () |C) ()

POLITICAS DE AUDITORIA, TEMPO DE MANUTENCAO DE REGISTROS E

TRANSFERENCIA DE MATERIAL BIOLOGICO

22. Os registros estdo prontamente acessiveis para inspecao por pessoal

autorizado, em caso de auditoria ou outra?
( )Sim

( ) Nao

() Nao sei responder.

() Nao se aplica
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23. O Setor de Pesquisa tem uma politica em vigor que regula o periodo de tempo
gue os registros sdo mantidos?

( )Sim

( ) Néao

() Nao sei responder

() Nao se aplica

24. Para finalizar, deixe a sua opinido ou sugestdo sobre a padronizacdo de
protocolo para guarda de material biol6gico em biorrepositérios do Hu-UFMA.
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PROPOSTA DE MANUAL PARA COLETA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO E DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO
HUMANO VISANDO A CONSTITUICAO DE BIORREPOSITORIOS

Material produzido por
Aluna: Maria Claudia Santos Guttler/Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA, em parceria com a EBSERH
Orientadora: Prof? Dra Leila Beltrami Moreira

Co-orientadora: Profa. Dra. Rita da Graca Carvalhal Frazdo Correa
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GLOSSARIO

ABNT — Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas

ABO - Tipos de sangue: A, B, AB e O.

ACD - Acido Citrico e Citrato Dextrose

Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

BPC — Boas Praticas Clinicas

CD - Grupo de Diferenciacéo (do inglés Cluster of Differentiation)

CEP — Comité de Etica em Pesquisa

CLSI — Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais (do inglés Clinical and Laboratory
Standards Institute)

CNEN — Comissdo Nacional de Energia Nuclear

CNS — Conselho Nacional de Saude

CO2 — Gés Carbonico

Conep — Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa

CPC — Centro de Pesquisa Clinica

CPH — Células Progenitoras Hematopoéticas

CPU — Unidade Central de Processos (do inglés Central Process Unit)

CQ — Controle de Qualidade

CTC - Centros de Tecnologia Celular

GQ - Garantia da Qualidade

DNA — Acido Desoxirribonucléico (do inglés Deoxyribonucleic Acid)

EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (do inglés Ethylenediamine Tetraacetic Acid)
FMEA — Anélise de Modos de Falhas e Efeitos

LED — Diodo Emissor de Luz (do inglés Light Emitting Diode)

HBV — Virus da Hepatite B (do inglés Hepatitis B Virus)

HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HCV — Virus da Hepatite C (do inglés Hepatitis C Virus)

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés Human Immunodeficiency Virus)

larc — Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (do inglés International Agency for
Research on Cancer)

ID — Identificador Unico

Isber — Sociedade Internacional de Repositorios Biol6gicos e Ambientais (do inglés

International Society for Biological and Environmental Repositories)
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ISO — Organizagdo Internacional de Normalizacdo (International Organization for
Standardization)

K — Potéssio

LN2 — Nitrogénio Liquido

ML — Medicina Laboratorial

MS — Ministério da Salde

MTE — Ministério do Trabalho e Emprego

NBR — Norma Brasileira

NR — Norma Regulamentadora

OMS — Organizac¢do Mundial da Saude

PCR — Reacdo de Polimerase em Cadeia

PDCA - Planejar, Executar, Verificar, Agir

PGRSS - Plano de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude

POP — Procedimento Operacional Padrao

RCF - Forca Centrifuga Relativa

RDC - Resolucéo da Diretoria Colegiada

RH — Recursos Humanos

RNA — Acido Ribonucléico (do inglés Ribonucleic Acid)

RPM — Rotagéo Por Minuto

RSS — Residuos de Servigos de Saude

PPP — Plasma Pobre em Plaquetas

SBPC - Sociedade Brasileira de Patologia Clinica

Sprec — Codigo PREanalitico Padrdo (Standard PREanalytical Code)

SWOT - Forcas, Oportunidades, Fraquezas e Ameacas (do inglés Strengths, Weaknesses,
Opportunities Threats)

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

WHO - Organizacdo Mundial da Satde (do inglés World Health Organization)

VHS — Velocidade de Hemossedimentagédo
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1. INTRODUCAO

Trata de um manual sobre coleta, processamento e armazenamento de material
bioldgico humano que constitui os biorrepositorios de pesquisas.

Biorrepositorio consiste em colecdo organizada de material biolégico humano
e informacgdes associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa,
conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-
definidas, sob-responsabilidade e gerenciamento institucional dos materiais
armazenados, sem fins comerciais. (BRASIL, 2011a, p. 2).

Para a elaboracéo deste documento, além de consulta em literatura sobre o tema, esse
trabalho foi embasado nas seguintes referéncias normativas (todas as referéncias encontram-se
integralmente descritas no final deste documento):

Nacionais — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 1SO 9000:2005;
RDC ANVISA n° 33/2006; RDC ANVISA n° 56/2010; RDC ANVISA n° 306/2006; RDC
ANVISA n° 09/2011; RDC ANVISA n° 55/2015; Portaria MS n° 2.201/2011; Norma
Regulamentadora 32 MTE/2011; RecomendacOes da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML).

Internacionais — CLSI/NCCLS/2003; ISBER/2012; OMS/2005; WHO-IARC.

A coleta, armazenamento e descarte de material bioldégico humano em biorrepositorio
se da mediante o consentimento livre e esclarecido do participante da pesquisa, formalizado por
meio de termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) especifico para cada pesquisa,
conforme o que preconizam a resolucdo n°® 441/2011 do Conselho Nacional de Saude (CNS)
que aprova as diretrizes para andlise ética de projetos de pesquisas que envolvam
armazenamento de material biolégico humano ou uso de material armazenado em pesquisas
anteriores, e a Portaria n° 2.201/2011 do Ministério da Saude que estabelece as Diretrizes
Nacionais para Biorrepositorio e Biobanco de Material Bioldgico Humano com Finalidade de
Pesquisa — formalizando, portanto, as defini¢cdes e préaticas de Biobanco e Biorrepositorios.

Cada instituicdo pode estabelecer sua politica para escolha da técnica de coleta,
processamento e armazenamento de material bioldgico. Isto perpassa pelo objetivo da pesquisa,
o tipo de clientela, a habilidade dos profissionais envolvidos, as caracteristicas da instituicéo e
os custos financeiros. Apds definicdo, as técnicas devem estar em instrucGes escritas e
atualizadas, com protocolos definidos e validados, sempre atendendo as especificagdes contidas

nas resolucgdes vigentes.
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Durante as etapas de coleta, processamento e armazenamento do material bioldgico, as
variaveis pré-analitica, também, devem ser observadas para garantir que as caracteristicas da
qualidade da amostra sejam mantidas.

Este manual podera servir de intrumento aos pesquisadores e instituicdes na escolha de
técnicas mais adequadas para a coleta de material bioldgico visando a constituicdo de

biorrepositorios.

2. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

O procedimento para aquisi¢do de material biolégico para a pesquisa clinica deve levar
em conta o comportamento dos espécimes biologicos a fim de manter a qualidade da amostra,
como por exemplo, a estrutura das proteinas, a funcdo das enzimas, o nivel de metabolitos, os
niveis de expressdo génica, as funcbes do DNA, a viabilidade celular e viabilidade dos
microorganismos.

Nos processos de coleta, as instuicdes de salde devem observar o que preconiza a
Portaria n® 2.201 do MS:

Os procedimentos de assisténcia a saude tém preferéncia sobre a coleta e
utilizacdo de material biolégico humano para fins de pesquisa, cabendo, para
esta Gltima, a manipulacdo do material excedente; a coleta sera realizada,
sempre que possivel, de forma conjunta com o0s procedimentos necessarios
para diagnostico e tratamento, salvo quando se tratar de coleta prospectiva
para fins de pesquisa aprovada previamente pelo CEP e, quando for o caso,
pela C O N E P; e quando o material bioldgico ndo for procedente de
atividades assistenciais, somente é cabivel a coleta das partes renovaveis
integrantes do corpo humano (BRASIL, 2011c, p.5).

Além disso, varios processos inerentes a etapa da coleta devem ser cumpridos para a
obtencdo de bons resultados analiticos. Embora esta abordagem seja bem mais ampla e 0s
procedimentos intrinsecos aos objetivos e métodos utilizados em cada pesquisa, via de regra,
tém-se: preparo para coleta; identificacdo das amostras; escolha dos insumos; evidenciacao e

escolha da veia; e venopuncdo. A seguir sera abordado com mais detalhe estas etapas.

2.1 Preparo para Coleta
Para a SBPC (2010), séo referidas como variaveis pré-analiticas as seguintes condigdes

do paciente:
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= Variag8o cronobioldgica:

= Sexo:
= |dade:
Posicéo:

Corresponde as alteragdes ciclicas na concentragdo de um determinado
parametro em funcdo do tempo. O ciclo de variagdo pode ser diario, mensal,
sazonal, anual etc., por exemplo, as coletas realizadas a tarde fornecem
resultados até 50% mais baixos do que os obtidos nas amostras coletadas pela
manhd, a concentracdo de aldosterona é cerca de 100% mais elevada na fase
pré-ovulatoria do que na fase folicular. (SBPC, 2010, p. 2).

Diferengas hormonais e alguns outros pardmetros sanguineos e urinarios se
apresentam em concentracdes significativamente distintas entre homens e
mulheres em decorréncia das diferencas metabolicas e da massa muscular,
entre outros fatores”. (SBPC, 2010, p. 3).

Alguns parametros bioquimicos possuem concentragdo sérica dependente da
idade do individuo. Essa dependéncia € resultante de diversos fatores, como
maturidade funcional dos o6rgdos e sistemas, conteldo hidrico e massa
corporal. (SBPC, 2010, p. 3).

Mudangca rapida na postura corporal pode causar variagbes na concentracéo
de alguns componentes séricos, consequentemente os niveis de albumina,
colesterol, triglicérides, hematdcrito, hemoglobina, de drogas que se ligam as
proteinas e o numero de leucdcitos podem ser superestimados. (SBPC, 2010,

p. 3).

Atividade fisica:

Jejum:

O esforgo fisico pode causar aumento da atividade sérica de algumas enzimas
como a creatinaquinase, a aldolase e a asparato aminotransferase, pelo
aumento da liberacdo celular. Esse aumento pode persistir por 12 a 24 horas
apos a realizacdo de um exercicio (SBPC, 2010, p. 4).

O periodo de jejum para coleta vai depender do objetivo das analises, e da
idade do participante, em geral, devem ser evitadas coletas de sangue ap6s
periodos muito prolongados de jejum — acima de 16 horas. O periodo habitual
para a coleta de rotina é de 8 horas, podendo ser reduzido a 4 horas, para a
maioria dos exames e, em situagdes especiais, tratando-se de criangas de baixa
idade, pode ser de 1 ou 2 horas apenas, isto porque as concentraces de
determinadas substancias no sangue se alteram apos as refeigdes, por periodos
variaveis, o que pode interferir em algumas metodologias. (SBPC, 2010, p. 4).
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= Dieta:

“A dieta a que o individuo estda submetido, mesmo respeitado o periodo
regulamentar de jejum, pode interferir na concentragdo de alguns
componentes, na dependéncia das caracteristicas organicas do préprio
paciente”. (SBPC, 2010, p. 4).

= Uso de drogas para fins terapéuticos ou nao:

Dentre os efeitos fisioldgicos, devem ser citadas a inducdo e a inibicdo
enzimaticas, a competicdo metabdlica e a agdo farmacoldgica. Dos efeitos
analiticos sdo importantes a possibilidade de ligacdo preferencial as proteinas
e eventuais reacdes cruzadas. (SBPC, 2010, p. 4).

A equipe de pesquisa deve disponibilizar ao participante ou seu responsavel legal,
instrucdes escritas e verbais, em linguagem acessivel, orientando sobre o preparo e coleta de
amostras e, antes de coletar, devem ser anotados as condutas do participante diante de tais

orientacoes.

2.2 ldentificacdo das Amostras

Para qualquer coleta realizada, é fundamental a identificacdo correta do participante e
dos recipientes aonde sera colocado o material coletado. A instituicdo deve desenvolver sua
prépria forma de estabelecer um vinculo seguro e indissociavel entre o participante e o material
colhido para que, ao final, seja garantida a rastreabilidade de todo o processo, e dispor de
instrugdes escritas que orientem a coleta e identificacdo de amostra.

Sempre que possivel, o material colhido deve ser identificado na presenca do
participante da pesquisa, no momento da coleta. O posto de coleta laboratorial deve solicitar ao
participante documento que comprove a sua identificacdo para o cadastro.

Caso haja necessidade de colocar uma etiqueta extra no recipiente para coleta, esta ndo
pode cobrir a etiqueta contendo as informacdes do fabricante e nem deve circundar
completamente o recipiente, pois 0s técnicos devem ter uma boa visualizacdo do material
coletado no momento da avaliacdo e processamento da amostra.

Para garantir que os resultados obtidos ap6s andlise da amostra sejam avaliados
corretamente, o laboratorio deve identificar corretamente o participante e registrar algumas
informac0es relevantes para a pesquisa, tais como:

- NUmero de registro de identificagdo do participante gerado pelo Setor;

- Nome do participante;

- Data de nascimento, sexo e procedéncia do participante da pesquisa;

- Telefone e/ou endereco do participante, quando aplicavel;
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- Nome e contato do responsavel em caso de menor de idade ou incapacitado;

- Data e hora do atendimento;

- Horario da coleta;

- Exames solicitados e tipo de amostra;

- Responsavel pela coleta;

- Descricdo do procedimento;

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

- Quando necessario: informacdes adicionais, em conformidade com o exame

(medicamento em uso, dados clinico-laboratoriais, dentre outros de relevancia).

2.3 Escolha dos Insumos

A escolha de insumos (tubos, seringas e agulhas) para a coleta de sangue deve priorizar
alguns critérios basicos: qualidade nos resultados das analises; seguranca ao profissional que
manuseia o produto, reduzindo riscos de acidentes de trabalho; e seguranga no atendimento ao
paciente.

Seguindo essas premissas a SBPC (2010) alerta para a necessidade de evidenciar o lote,
data de validade e data de uso dos tubos, seringas e agulhas para uma posterior rastreabilidade,
se necessario. Os tubos para coleta de sangue, por exemplo, contém diferentes caracteristicas,
sendo a presenca de diferentes aditivos e em dosagens diferenciadas em suas paredes, a mais
marcante, pois se adequam a amostra a ser coletada e tipo de andlise. Aditivo é “qualquer
substancia colocada em um recipiente de coleta para facilitar uma funcdo pretendida, por
exemplo, para induzir ou evitar a coagulagdo do sangue ou para preservar o material coletado”
(CLSI, 2003, p. 2). Podem apresentar-se fisicamente em vérias formas, como “solucéo, solucéo
de spray seco, liofilizado ou p6” (SBPC, 2010, p 94).

Os intervalos de concentracao permitem diferentes raios de solubilidade e difusdo dessas
varias formas:

- Tubo com ativador/acelerador de coagulo com ou sem gel separador: os tubos
contendo aditivo ativador de coagulo sdo revestidos com “material usado para iniciar o
mecanismo de coagulagdo” ou acelerar o fator de coagulagdo “quando contém o acelerador de
coagulo” (CLSI, 2003, p. 2). Alguns destes podem conter gel no fundo. Este material possui
propriedade tireotrépica, quando o “gel migra para cima durante a centrifugacéo, posicionando-
se entre 0 soro e 0 coagulo, onde forma uma barreira que separa o soro da fibrina e das células

coaguladas” (SBPC, 2014, p. 23). Assim, o soro é obtido com mais qualidade, proporcionando
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melhor eficiéncia no processo de trabalho dentro do laboratério. S&o utilizados para obtencédo
de soro nas andlises bioquimica e soroldgica.

- Tubo com anticoagulante (EDTA): aqui, como descreve a CLSI (2003, p. 11), 0s
anticoagulantes tém o papel de interromper a ativacdo da cascata de coagulacdo, inibindo a
formacdo da protrombina, impossibilitando a formagdo do codgulo. De acordo com a SBPC
(2014, p. 24) sdo indicados para testes que requerem sangue total ou plasma nas analises
imunohematoldgicas, CD4+ /CD8+, carga viral, genotipagem e citologia. “O EDTA é o melhor
anticoagulante para preservar a morfologia celular” (CLSI, 2003, p. 11).

- Tubo com de citrato de s6dio: segundo a CLSI (2003, p. 24) este aditivo é utilizado
para obtencdo de sangue total para dosagem dos testes de coagulacédo, pois a remogdo do célcio
do complexo protrombinase impede a conversdo da protrombina em trombina, sendo estes
efeitos bem significativos em diferentes concentracdes de citrato de sodio contidas na parede
dos tubos.

- Tubo com citrato de sédio para velocidade de hemossedimentacédo (VHS): de
acordo com as recomendacdes da SBPC (2014, p. 24) os tubos contendo este aditivo sdo
utilizados para obtencdo de sangue total para medir a velocidade da separacdo entre os globulos
vermelhos e o plasma e devem-se aspirar quatro partes de sangue adicionadas a uma parte de
citrato trissodico.

- Tubo com heparina com ou sem gel separador: “sdo utilizados para a obtencédo de
sangue total e plasma nas andlises biogquimicas e genéticas, pois ativam as enzimas
antiplaquetarias, bloqueando a cascata de coagulagdo” SBPC (2014, p. 24). Deve-se evitar 0
uso deste tipo de anticoagulante nos testes moleculares, pois a SBPC (2010, p. 85) coloca que
a heparina inibe fortemente a reag@o de polimerase em cadeia (PCR).

- Tubo com Fluoreto de sédio/ EDTA: de acordo com a SBPC (2014, p. 25), estes
tubos contém ejetados em sua parede um anticoagulante EDTA que preserva a morfologia
celular e fluoreto de sodio que é inibidor glicolitico estabilizando a glicose. E utilizado para
obtencg&o de plasma na dosagem de glicose e lactato.

“A ejecdo de aditivos na concentracdo adequada nos tubos de coleta de sangue aumenta
a uniformidade e a exatiddo dos resultados dos exames e a produtividade do laboratorio”.
(SBPC, 2014, p. 22).

Além dos tubos com aditivos, os laboratorios utilizam para coleta:

- Tubo com Anticoagulantes Acido Citrico e Citrato Dextrose — ACD:

Recomendado pela SBPC (2014, p. 25) quando requer obtencdo de sangue total ou plasma,
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sendo usado para imunofenotipagem, cultura celular e testes que necessitam de células
vermelhas.

- Frasco de Hemocultura: a SBPC (2014, p. 23) descreve que existem dois tipos de
frascos: os aerobios, utilizados na deteccdo de bactérias aerdbias e leveduras; e os frascos
anaerobios, utilizados na detecgdo de bactérias anaerdbia. Estes frascos contém meio liquido de
soja-caseina enriquecido com CO2 (gés carbdnico) e outros suplementos, conforme o tipo de
frasco, especificos para isolamento de microorganismo.

Os tubos para coleta de sangue sao fabricados em vidro ou plastico. As restricdes quanto
ao tubo de vidro residem na possibilidade de quebrar durante o transporte, manuseio e
armazenamento em baixas temperaturas (0°C ou abaixo desta), aumentando os riscos de
contaminacdo. A coleta em tubo plastico € mais recomendada por razdes de biosseguranca, pois
evita quebras e consequentemente, contaminacdo. No geral, ndo ha diferenca para a coleta
realizada nestes dois tipos de tubos, exceto para contagem de plaquetas, pois “a agitacdo no
tubo de vidro com EDTA promove a agragacgdo plaquetaria, interferindo no resultado do exame,
ja no tubo em plastico ndo ha ativacéo da cascata de coagulacdo pelo fator contato” (SBPC,
2014, p. 139), sende este o tubo mais recomendado para contagem de plaquetas.

A maioria dos fabricantes segue uma padronizagdo de cores nas tampas dos tubos para
coleta, indicando seu aditivo, no intuito de evitar os erros pré-analiticos na coleta laboratorial
(Quadro 03). Embora tenha aplicacao universal, a SBPC (2014, p. 92) esclarece que ndo existe

um acordo internacional de codificacdo por cores, pelo menos até o0 momento.



Quadro 01 -

TIPO

TU BO

COR DE TAMPA

Amarela/Laranja

- Vidro

- Vidro
- Plastico

- Plastico

- Vidro
- Plastico

- Vidro
- Plastico

- Vidro
- Plastico

- Vidro
- Plastico

- Vidro
- Plastico

Cinza

Amarela - Vidro

Tubo
siliconizado/seco
Ativador de
Coéagulo (amarela)
/Acelerador de
Coagulo (laranja)
/Com gel separador

Ativador de
codgulo, sem gel
separador

Anticoagulante
citrato de sddio

Anticoagulante
Citrado de sodio

Anticoagulante
Heparina/com ou
sem gel separador

Anticoagulante
EDTA K2 ou K3

Anticoagulantes
Fluoreto + EDTA
Anticoagulante
Acido Citrico,
Citrato, Dextrose —
ACD

Soro

Soro

Soro

Sangue
Total/Plasma

Sangue total

Sangue
Total/Plasma

Sangue total/Plasma

SangueT otal/Plasma

Sangue
Total/Plasma
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Informacdes sobre as caracteristicas dos tubos para coleta quanto a: cor de tampa;
tipo de tubo; aditivos presentes, e tipo de analise indicada para a amostra a ser coletada.

ADITIVO AMOSTRA TIPO DE
PRESENTE REQUERIDA ANALISE

Bioquimica
Sorolégica

Bioguimica ou
Soroldgica,
imunologia e

hormonios

Bioquimica ou
Sorolégica podem ser
utilizados  também
para tipagem ABO,

RH, pesquisa de
anticorpos e outros
Coagulacao
Hematoldgica /
Velocidade de

Hemosedimentagéo /
VHS

Bioquimica,
gasometria e genética

Imunologia,
hematoldgica e testes
moleculares

Glicémica e Lactato

Imunofenotipagem,

cultura celular e
testes que necessitam
de células vermelhas.

Fonte: Adaptado de SBPC: Recomendagdes Para Coleta de Sangue Venoso (2010, p. 91).

A coleta de sangue venoso com seringa e agulha (Figura 3) e posterior transferéncia

para o tubo de coleta (também conhecida como sistema aberto de coleta) € a técnica mais antiga

e, devido a habilidade no manuseio pela maioria dos profissionais, aliada ao fato de terem um

baixo custo, ainda € a mais utilizada na area de saude. Entretanto, para a SBPC (2010, p. 28),

esta técnica pode causar potenciais erros pré-analiticos, como a possibilidade de contaminagé&o,

criacdo de coagulos, fibrina e hemolise na etapa de transferéncia do sangue para os tubos, tendo

em vista que a subjetividade deste passo pode induzir o técnico transferir amostra acima ou

abaixo da capacidade dos

recipientes,

causando alteragdo na proporcdo correta de
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sangue/aditivo. Adicionalmente, € um procedimento de risco para o profissional de saude que,
além de manusear o sangue durante a transferéncia, deve também descartar, de maneira segura,
o dispositivo perfurocortante em descartador adequado, como determina a NR32 do Ministério
de Estado do Trabalho e Emprego.

Mais recente foi criado um tubo contendo em seu interior vacuo calibrado,
constituindo o sistema de coleta de sangue a vacuo (também conhecido como sistema fechado
de coleta). Através de uma agulha de duas pontas (uma ponta a ser introduzida na veia, a outra
para ser conectada ao adaptador de tubo aonde sera colocado o tubo para coleta a vacuo) que
se conecta diretamente ao tubo de andlise é possivel aspirar o sangue diretamente da veia ao
recipiente (Figuras 4 e 5). O vécuo “é calibrado proporcionalmente ao volume de sangue
informado na etiqueta externa do tubo” (SBPC, 2010, p. 27), desta forma, durante a coleta vai
ser aspirado para dentro do tubo, exatamente o volume indicado na etiqueta, quando atingir o
volume indicado o sangue péra, automaticamente, de fluir.

Dentre as vantagens da utilizacdo de coleta de sangue a vacuo, a SBPC (2010,
p. 27) enumera algumas: permite facilidade no manuseio, diminuindo potenciais riscos de
contaminacdo e acidentes durante o procedimento; existem diversos calibres de agulhas
adequando-se ao calibre da veia que serd puncionada; com uma Unica puncao venosa pode-se,
rapidamente, colher varios tubos quando solicitados; e a quantidade de aditivo ejetado no tubo
é proporcional ao volume de sangue a ser aspirado.

O sistema de tlbuo a vacuo tornou-se 0 mais recomendado segundo a CLSI (2003)
devido a biosseguranca nesta técnica e maior garantia de qualidade na fase pré-analitica,
contribuindo para bons resultados de pesquisa. No Brasil, esta técnica atende integralmente as
exigéncias da Norma Regulamentadora 32 (NR32), que “tem por finalidade estabelecer as
diretrizes béasicas para a implementacdo de medidas de protecdo a seguranca e a saude dos

trabalhadores dos servicos de saude” (Brasil, 2011b, p. 1).
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Fonte: Bain (2016, p. 3).

Figura 2 — Técnica de puncdo venosa utilizando agulha de duas pontas, com a parte distal
conectada a um adaptador de tubo a vacuo.

Fonte: Bain (2016, p. 3).

Figura 3 — Técnica de punc¢do venosa utilizando agulha de duas pontas. O tubo a vacuo foi
introduzido no adaptador da parte distal da agulha e impelido em diracdo a mesma, forgando a
aspiracdo do sangue.

Fonte: Bain (2016, p. 3).
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2.4 Recomendagdes Internacionais da Sequéncia dos Tubos a Vacuo na Coleta de Sangue
VVenoso

Existe uma real possibilidade de contaminagdo com aditivos de um tubo para outro no
momento da coleta, seja durante a troca dos tubos a vacuo ou durante a transferéncia de sangue
da seringa para o tubo de analise, na coleta com seringa e agulha. Essa contamina¢do numa
coleta de sangue venoso pode ocorrer quando:

Na coleta de sangue a vacuo, o sangue do paciente pode entrar no tubo e se
misturar ao ativador de coagulo ou anticoagulante, contaminando a agulha
distal (agulha que iré se conectar ao adaptador de tubos, recoberta pela manga
de borracha da agulha de coleta multipla de sangue a vacuo) quando ela
penetrar a rolha do tubo; na coleta com seringa e agulha, pelo contato da ponta
da seringa com o anticoagulante ou ativador de codgulo na parede do tubo,
guando o sangue for colocado dentro do tubo. (SBPC, 2010, p. 38).

Um exemplo de possivel contaminacdo citado pela SBPC (2014, p. 17) é coletar um

tubo contendo aditivo de heparina (anticoagulante natural) antes do aditivo citrato de sodio
(utilizado para coagulacdo), pois poderd levar a heparina para dentro do segundo tubo,
interferindo nos resultados dos fatores de coagulagdo. Nesta abordagem, merece uma atengéo
especial a introducdo no mercado dos tubos em plésticos para soro, de tampa vermelha,
contendo ativador de codgulo em seu interior, sendo que antes existia apenas o de vidro
siliconizado seco com tampa vermelha, sem ativador de coagulo. A SBPC (2010, p. 39), explica
ainda que, os tubos de plastico para soro, de tampa amarela e vermelha, contendo ativador de
coagulo em seu interior, devem ser colhidos depois do tubo para coagulacdo (tampa azul), pois
uma possivel contaminacdo com o componente coagulante pode alterar os resultados dos testes
de coagulacéo. Ja o tubo de vidro, de tampa vermelha, pode ser colhido normalmente antes dos
tubos para coagulacdo (tampa azul), pois ndo possuem ativador de coagulo.

Considerando estes cuidados especiais a CLSI (2003, p. 17) prop0s a sequéncia de tubos
para coleta (Figura 6), para que ndo ocorra contamina¢do cruzada por aditivos nos tubos
subsequentes.

Sequéncia de coleta de sangue venoso, recomendada pela CLSI (2003) para tubos de
plastico:

1. Frascos para hemocultura.

2. Tubos para testes de coagulacao (por exemplo, com citrato, de tampa azul).

3. Tubos para soro com ativador de coagulo, com ou sem gel separador (tampa vermelha
ou amarela).

4. Tubos com heparina com ou sem gel separador de plasma (por exemplo, tampa

verde).
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5. Tubos com EDTA (tampa roxa).
6. Tubos contendo inibidor glicolitico (por exemplo, com fluoreto, tampa cinza).

Sequéncia de coleta de sangue venoso, recomendada pela CLSI (2003), para tubos de
vidro:

1. Frascos para hemocultura.

2. Tubos para soro vidro (sem aditivo, tampa vermelha).

3. Tubos com citrato (tampa azul-claro).

4. Tubos para soro com ativador de codgulo com gel separador (tampa amarela).

5. Tubos com heparina com ou sem gel separador de plasma (tampa verde).

6. Tubos com EDTA (tampa roxa).

7. Tubos com fluoreto (tampa cinza).

Caso haja coleta nos frascos de hemoculturas (exame para detectar a presenca de
bactérias e/ou fungos na corrente sanguinea), estes “devem ser coletados primeiro” (SBPC
2014, p. 170). Faz-se a coleta do sangue em seguida transfere-o para as garrafas de hemocultura,
que contém meios de culturas préprios para o crescimento de micro-organismos.

A SBPC (2010) alerta que a alteracdo na sequéncia dos tubos, pode ocasionar a
contaminacdo no tubo subsequente e consequentemente gerar resultados alterados nos

analiticos sensiveis a este tipo de interferéncia.
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Figura 4 - Sequéncia de tubos a vacuo, de vidro e de plasticos, de acordo com os sentidos das
setas, para coleta de sangue venoso.

1°: Frascos de Hemocultura — —

Tubocom citrado de

Tubo siliconizado sédio

Tubo citrado de sédio VHS
Tubocom citrado de sodio

Tubo citrado de sédio VHS Tubo com ativador de coagulo

‘ ‘ Tubo com ativador de coadgulo
e gel separador

|
|
—~. |

Tubo heparina

Tubo

- Tubo Fluoreto

\1: Tubos de Vidro
‘1' Tubos de Plasticos
‘u' Tubos de Vidro e de Plasticos

Fonte: Adaptado de SBPC: Recomendaces Para Coleta de Sangue Venoso (2010, p. 115).
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Vale salientar que, para que haja um adequado controle de qualidade pelo Setor de
Pesquisa, os fabricantes devem disponibilizar as informag6es na etiqueta do tubo de coleta,

conforme disponiveis no Quadro 2.

Quadro 2 — Informacdes do fabricante que devem constar no tubo de coleta.

- Marca do fabricante/fornecedor ou marca registrada.

- Numero do lote.

- Cddigo do aditivo ou descri¢do do conteudo.

- Data de validade.

- Volume nominal.

- Linha de preenchimento.

- A palavra “estéril”, se o fabricante garantir que o interior do tubo, antes de ser aberto, é
esteril.

- As palavras “produto de uso tinico” ou um simbolo grafico de acordo com a ISO 7000-
1051.

- Se for usado glicerol na fabricagdo do produto, isso deve estar descrito no rétulo e na
embalagem.

Fonte: SBPC (2010, p. 92).

2.5 Evidenciacéo e Escolha da Veia

Existem diversos locais que podem ser escolhidos para a venopuncdo. A SBPC (2010,
p. 18) explica que o local de preferéncia para a coleta de sangue sdo as veias cubitais medianas
e cefélicas (Figura 7) localizadas na fossa antecubital, na area anterior do brago em frente e
abaixo do cotovelo. Nesssa acepcao, a CLSI (2003, p. 12) esclarece que a preferéncia por estas
veias se deve ao fato de estarem relativamente proximas a superficie da pele,
consequentemente, sdo menos doloridas na insercao da agulha e menos propensa a lesionar 0s
nervos se a colocacdo da agulha nédo for precisa. A SBPC (2010, p. 18) observa que: “dentre
elas, a veia cefélica é a mais propensa a formacdo de hematomas e pode ser dolorosa ao ser
puncionada”.

Quando as veias da fossa antecubital ndo puderem ser utilizadas, a coleta pode ser feita
nas veias do dorso da mao (Figura 8), “sendo mais recomendado o arco venoso dorsal por ser
mais calibroso [...], sendo que as veias na parte inferior do punho ndo devem ser utilizadas

porque estdo préximas aos nervos e tenddes. ” (SBPC, 2010, p. 18).
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Figura 5 — Veias do membro superior.
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Fonte: SBPC (2010, p. 19).

Figura 6 — Veias do dorso da mao.
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Fonte: SBPC (2010, p. 19).

Devido a maior elasticidade e a maior espessura das paredes dos vasos arteriais, é
possivel fazer a distin¢do entre veias e artérias, sentindo a pulsagdo. Com esta idéia, a SBPC
(2010) descreveu algumas técnicas para evidenciacao das veias supracitadas:

- Pedir para o paciente abaixar o brago e fazer movimentos de abrir e fechar a méo, pois
0s movimentos de abertura das méos reduzem a pressao venosa, com o relaxamento muscular.

- Massagear suavemente o braco do paciente (do punho para o cotovelo).



112

- Realizar a palpagdo com o dedo indicador do profissional. Evitar o uso do polegar
devido a baixa sensibilidade da percepcao da pulsacao.

- Fixar as veias com os dedos, nos casos de flacidez.

- Quando disponivel, utilizar o transiluminador cutaneo: equipamento de grande auxilio
a localizacdo de veias, pois emite uma ou duas fontes priméarias de luz (a primeira, de alta
intensidade; a segunda usa LED) no interior do tecido subcutéaneo do paciente. O profissional
deve fixar o garrote da maneira usual, deslizando o transiluminador pela pele, sempre aderindo
a superficie para ndo haver dispersdo de luz. As veias serdo vistas como linhas escuras. Uma
vez definido qual o melhor local para puncéo, o transiluminador é fixado na regido escolhida,
cuidando-se para que ndo atrapalhe o fluxo sanguineo. (SBPC, 2010, p. 20).

O garrote ou torniquete “é utilizado para deixar a veia mais proeminente, facilitando a
entrada da agulha”. (CLSI, 2003, p. 10). Porém, as seguintes precaucfes devem ser tomadas:

Os torniquetes devem ser descartados imediatamente quando forem
contaminados com sangue ou fluidos corporais; quando a sua aplicacdo
excede um minuto, pode ocorrer estase localizada, hemoconcentracdo e
infiltragdo de sangue para os tecidos, gerando valores falsamente elevados
para todos os analitos baseados em medidas de proteinas, alteragdo do volume
celular e de outros elementos celulares; o uso inadequado pode levar a situagdo
de erro diagnostico (como hemdlise, que pode tanto elevar o nivel de potassio
como alterar a dosagem de célcio etc.), bem como gerar complicacGes durante
a coleta (hematomas e formigamento). (SBPC, 2010, p. 21).

Ao utilizar o torniquete durante a coleta de sangue, o profissional deve estar atendo para
as seguintes condutas:

Posicionar o bragco do paciente, inclinando-o para baixo, a partir da altura do
ombro; posicionar o torniquete com o lago para cima, a fim de evitar a
contaminacdo da area de puncéo; ao garrotear, pedir ao participante que feche
a mao para evidenciar a veia; ndo bater na veia com o0s dois dedos, pois esse
tipo de procedimento provoca hemdlise capilar e, portanto, altera o resultado
de certos analitos; apds a localizagdo da veia, afrouxar o torniquete e esperar
02 minutos para utiliza-lo novamente; o torniquete ndo devera ser usado em
alguns testes como lactato ou calcio, para evitar alteracdo no resultado; aplicar
0 torniquete de 7,5 a 10,0 cm acima do local da puncéo, para evitar a
contaminacdo do local; ndo apertar intensamente o torniquete, pois o fluxo
arterial ndo deve ser interrompido, o pulso deve permanecer palpavel; ndo usar
o0 torniquete continuamente por mais de 1 minuto. (SBPC, 2010, p. 22).

2.6 Procedimentos de Higienizacao e Antissepsia para a Coleta de Sangue

O local da puncdo deve ser limpo para evitar a contaminacgao microbioldgica do paciente
ou da amostra. “O alcool a 70% e o que possui, dentre outras concentragdes, a maior eficacia
germicida in vitro. ” (SBPC, 2010, p. 23). Para este procedimento devem ser observadas as

seguintes recomendacdes:
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Trocar as luvas, com cuidado para que ndo rasguem; Usar uma compressa de
gaze com solucdo de alcool isopropilico a 70%; Limpar o local com um
movimento circular do centro para a fora; Deixar a area secar naturalmente
por 30 segundos para prevenir a hemolise da amostra e evitar que o paciente
sofra uma sensacao de queimacao quando a punc¢éo venosa for realizada; Se a
puncdo venosa revelar-se dificil e a veia precisar ser novamente tocada para
retirar sangue, o local deve ser limpo novamente; Nao assoprar, ndo abanar e
ndo colocar nada no local. (CLSI, 2003, p. 13).

Apdls o contato com cada paciente, as maos devem ser higienizadas para evitar a
contaminacdo cruzada. A higienizagdo pode ser feita com &gua e sabdo ou com friccdo
antisépctica usando alcool gel, seguindo os passos estabelecidos pela ANVISA (Figura 9). Vale
ressaltar que a friccdo com alcool reduz em 1/3 o tempo despendido pelos profissionais de satde

para a higiene das méos, aumentando a aderéncia a esta acdo basica de controle.
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Figura 7 — Passo a Passo de Higienizacdo das M&os.
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Agora, suas maos estio seguras.

Fonte: ANVISA: higienizacdo das maos em servicos de salde (2007).



115

2.7 Realizacéo da Venopuncéo para Coleta de Sangue
Uma boa qualidade nos resultados da pesquisa depende, dentre outros, da
representatividade da amostra bioldgica e da sua estabilidade.

As amostras, para serem representativas, devem ter sua composicdo e
integridade mantidas durante as fases pré-analiticas de coleta, manuseio,
transporte e eventual armazenagem. A estabilidade de uma amostra sanguinea
é definida pela capacidade dos seus elementos se manterem nos valores
iniciais, dentro de limites de variacao aceitaveis, por um determinado periodo
de tempo, quando armazenada em condigdes definidas (SBPC, 2010, p. 13).

A Venopuncgédo “é a pun¢do de uma veia para fins cirrgicos ou terapéuticos, ou para
coleta de amostras de sangue para analise”. (CLSI, 2003, p. 2). Sabe-se que varios processos
pré-analiticos devem ser cumpridos na fase da puncdo venosa para obter bons resultados nas
analises. Para SBPC (2010) cerca de 60% das falhas nos resultados dos exames s&o devidos a
inimeras variaveis na fase pré-analitica, sendo as mais evidentes:

Amostra insuficiente; amostra incorreta [tipo incorreto de aditivo]; amostra
inadequada [hemolisada, lipémica, ictérica, como ilustrado na Figura 10];
tubos coletados desrespeitando a proporcdo adequada entre sangue e
anticoagulante; identificacdo incorreta; problemas no acondicionamento e
transporte da amostra. SBPC (2010, p. 9).

Figura 8 — Quatro amostras de soros, da esquerda para a direita: a primeira apresenta-se normal;
a segunda, hemolisada; a terceira apresenta-se com uma cor mais intensa quando comparada
com a normal, indicando ictericia; a quarta indica lipemia.

Fonte: Bain (2016).

Martinelli (2004, p. 246) considera uma amostra ictérica quando a consequente

deposicdo da taxa de bilirrubina no Soro ou no Plasma ultrapassa a taxa de normalidade
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(hiperbilirrubinemia), tornando a cor amarelada. A Lipemia por sua vez, segundo SBPC (2014,
p. 145), corresponde ao aumento lipidico no Plasma ou Soro.

Sempre que uma amostra for colhida, a CLSI orienta que o profissional deva cumprir
algumas etapas para diminuir ou até mesmo zerar tais falhas pré-analiticas, as quais constam

no Quadro 3:

Quadro 3 — Etapas que os profissionais de salde devem cumprir para diminuir as falhas pré-
analiticas.

- Verificar a solicitagdo do exame.

- Apresentar se ao participante da pesquisa, estabelecendo comunicacgdo e ganhando sua
confianca.

- Realizar a identificagdo do indiviuo. Solicitar um documento para confirmacao dos
dados.

- Verificar se as condi¢des de preparo e 0 jejum do paciente estdo adequados.

- Registrar todas as informac6es necessarias em formulario proprio.

- Sempre que o paciente for submetido a exames de imagem com uso de contrastes, deve-
se, primeiramente, executar a coleta de sangue e, na sequéncia, 0 exame de imagem.

- Verificar se o local de coleta esta limpo e com todos 0s insumos necessarios para iniciar
as coletas.

- Conferir e ordenar todo o material a ser usado no participante, de acordo com a
solicitacdo de exames.

- Identificar os tubos na frente do paciente.

- Informar ao paciente como sera o procedimento.

Fonte: CLSI (2003, p. 6).

Para a realizacdo da coleta, as seguintes técnicas apresentadas pela SBPC (2010, p. 42)
devem ser seguidas:

1. Abrir o lacre da agulha de coleta maltipla de sangue a vacuo em frente ao

Paciente;

2. Rosquear agulha no adaptador do sistema a vacuo;

3. Fazer a higienizacdo e assepsia das maos entre o atendimento dos participantes;

4. Calgar as luvas;

5. Posicionar o brago do participante, inclinando-o para baixo na altura do ombro;

6. Colocar o torniquete, pedir para que o paciente abra e feche a médo, em seguida
afrouxar o instrumento;

7. Fazer a antissepsia do local;

8. Retirar a protecdo que recobre a agulha de coleta maltipla de sangue a vacuo;
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9. Fazer a puncdo numa angulacdo obliqua de 30°, com o bisel da agulha voltado para
cima. Se necessario, para melhor visualizar a veia, esticar a pele com a outra méao (longe do
local onde foi feita a antissepsia).

10. Inserir o primeiro tubo a vacuo (se for mais de um);

11. Quando o sangue comecar a fluir para dentro do tubo, desgarrotear o bragco do
paciente e pedir para que abra a mao;

12. Realizar a troca dos tubos sucessivamente (quando tiver mais de um);

13. Homogeneizar imediatamente ap6s a retirada de cada tubo, invertendo-o
suavemente de 5 a 10 vezes;

14. Apos a retirada do ultimo tubo, remover a agulha e fazer a compressédo no local da
puncao, com algoddo ou gaze seco;

15. Exercer pressao no local, em geral, de 1 a 2 minutos, evitando-se, assim, a formacao
de hematomas e sangramentos.

16. Descartar a agulha imediatamente apds sua remoc¢do do braco do paciente, em
recipiente para materiais perfurocortantes;

17. Fazer curativo oclusivo no local da puncéo;

18. Orientar o paciente a ndo dobrar o brago, ndo carregar peso ou bolsa a tiracolo no
mesmo lado da puncdo por, no minimo, 1 hora, e ndo manter a manga dobrada, pois pode
funcionar como torniquete;

19. Verificar se ha alguma pendéncia, fornecendo orientacGes adicionais ao paciente, se
for necessario.

20. Colocar as amostras em local adequado ou encaminha-las imediatamente ao
processamento. Deve-se respeitar sempre o procedimento operacional do laboratdrio; por

exemplo, nos casos recomendados, manter em gelo 0s materiais necessarios.

2.8 Homogeneizacédo Para Tubos de Coleta de Sangue

Apos a coleta, cada tubo deve ser homogeneizado, imediatamente, de acordo com as
recomendacdes técnicas. Este processo, ilustrado na Figura 11, consiste em virar o tubo para
baixo e retorné-lo a posicéo inicial, de forma suave, em quantidades de vezes especificadas pelo
fabricante, para cada tubo, o que pode variar. No geral, o nimero de inversdes € indicado
conforme descritos no Quadro 4, porém, deve-se sempre consultar as especificacdes do

fabricante.
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Figura 9 — Movimento de inversdo dos tubos durante a homogeneizacéo.
A
- . .

Fonte: SBPC (2010, p. 41).

Algumas observacdes pertinentes da SBPC (2010) relativas a homogeneizacdo dos
tubos, ndo devem ser negligenciadas, sob o risco de inadequacBes das amostras, como:

Os tubos de citrato ndo devem ser vigorosamente homogeneizados, pois pode
haver uma ativacdo plaquetéria e interferéncia nos testes de coagulagéo; se
estes tubos forem a vacuo e a coleta tenha sido apenas parcialmente, uma falsa
trombocitopenia pode ser observada, este fenbmeno pode ocorrer pela
ativacdo plaquetaria causada pelo “espaco morto” entre o sangue coletado ¢ a
rolha destes tubos; a falha na homogeneizagdo adequada do sangue em tubo
com anticoagulante precipita a formacéo de microcoagulos. (SBPC, 2010, p.
40).

Quadro 4 — Numero de inversdes dos tubos durante o processo de homogeneizacdo apds a
coleta.

Tubos com gel e ativador de codgulo Amarela 5 a 8 vezes
Tubos com gel e heparina Verde 8 a 10 vezes
Tubos siliconizados Vermelha I':lc?r%ogeneiiar TETEETETIE
Particulas ativadoras de coagulo Vermelha 5 a 8 vezes
EDTA K2 ou EDTA K3 Roxa 8 a 10 vezes
Citrato (coagulagao) Azul 5 a 8 vezes
Citrato (VHS) Preta 5 a 8 vezes
Fluoreto de s6dio/EDTA Na2 (glicose) Cinza 8 a 10 vezes
Heparina Verde 8 a 10 vezes
Acido citrico, citrato, dextrose (ACD) Amarela 8 a 10 vezes
EDTA ou heparina Azul 8 a 10 vezes
sc,i)or? ativador de coagulo para obtencédo de Vermelha 5 a8 vezes

Fonte: Adaptado de SBPC: RecomendacGes Para Coleta de Sangue Venoso (2010, p. 41).
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2.9 Dificuldade para a coleta da amostra de sangue
Algumas dificuldades para a obtencdo da amostra podem ser apresentadas durante a
coleta. Neste caso, existem algumas técnicas adicionais (apresentadas no Quadro 4) para

auxiliar na coleta.

Quadro 5 — Técnicas adicionais para auxiliar na coleta.

- Se a agulha penetrou profundamente na veia, puxe-a um pouco para tras; se ndo penetrou o
suficiente, avance-a até atingir a veia.

- Se houver suspeita de entupimento da veia puncionada, durante a coleta, recomenda-se virar
lenta e cuidadosamente a agulha para que o bisel fique desobstruido, permitindo a
recomposicdo da luz da veia e a liberacdo do fluxo sanguineo. Realocacao lateral da agulha
nunca deve ser tentada para se alcancar a veia basilica, devido a sua proximidade com a
artéria braquial.

- Se por qualquer motivo, o tubo utilizado inicialmente falhar, tentar coletar o material com
outro.

- Néo sao recomendados 0os movimentos de busca aleatoria da veia; este tipo de movimento
pode ser doloroso e pode produzir perfuracGes arteriais, resultando em: hematoma,
compressdo do nervo ou lesdo direta do nervo.

- N&o é recomendavel que o mesmo profissional tente mais de duas vezes uma venopuncao.
Se possivel, outra pessoa deve ser acionada para completar a coleta no individuo.

Fonte: SBPC (2010, p. 29)

2.10 Consideracdes Importantes Sobre Hemdlise

A hemodlise interfere na analise de diversos analitos e pode ocorrer em consequéncia de
eventos intravasculares (hemdlise in vivo) ou subsequente a ou durante a coleta de sangue
(hemolise in vitro) pela presenca de diversos eventos, como, “presenca de alcool residual no
local de puncdo; heméacias com fragilidade celular aumentada; excesso de manipulacéo e
pressdo sobre a area a ser puncionada antes da coleta. ” (SBPC, 2014, p. 110).

A hemolise é definida como:

“Liberacdo dos constituintes intracelulares para o plasma ou soro”, quando
ocorre a ruptura das células do sangue [...]. Ela é geralmente reconhecida pela
aparéncia avermelhada do soro ou plasma, ap6s a centrifugacdo ou
sedimentacdo, causada pela hemoglobina liberada durante a ruptura dos
eritrocitos. (SBPC, 2010, p. 30).
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Figura 10 — Amostra com diferentes graus de hemolise.

Fonte: SBPC (2010, p. 30).

A SBPC (2010) disponibiliza as boas préaticas de pré-coleta e pos-coleta para prevencao
de hemdlise.
Boas préticas de pré-coleta para prevencao de hemolise:

Deixar o0 &lcool secar antes de iniciar a pungdo; evitar usar agulhas de menor
calibre. Usar esse tipo de material somente quando a veia do paciente for fina
OU em casos especiais; evitar colher o sangue de &rea com hematoma; em
coletas a vacuo, puncionar a veia do paciente com o bisel voltado para cima.
Perfure a veia com a agulha a um angulo obliquo de insercdo de 30 graus ou
menos. Assim, evita-se que o sangue se choque com forc¢a na parede do tubo,
hemolisando a amostra, e previne-se também o refluxo do sangue do tubo para
a veia do paciente. Tubos com volume de sangue insuficiente ou em excesso
alteram a proporcdo correta de sangue/aditivo, levando & hemdlise e a
resultados incorretos; Em coletas com seringa e agulha, verificar se a agulha
esta bem adaptada a seringa, para evitar a formagdo de espuma; N&o puxar o
émbolo da seringa com muita forca; Ainda em coletas com seringa, descartar
a agulha e passar o sangue deslizando-o cuidadosamente pela parede do tubo,
cuidando para que ndo haja contaminacéo da extremidade da seringa com o
anticoagulante ou com o ativador de coagulo contido no tubo; N&o executar o
procedimento de espetar a agulha na tampa de borracha do tubo para a
transferéncia do sangue da seringa para o tubo, pois poderéa criar uma pressao
positiva, 0 que provoca, além da hemolise, o deslocamento da rolha do tubo,
levando a quebra da probe de equipamentos. (SBPC, 2010, p. 31).

Boas préaticas de pds-coleta para prevencdo de hemolise:

Homogeneizar a amostra suavemente por inversdo de 5 a 10 vezes, de acordo
com as instrucdes do fabricante (ver Quadro 4); nao chacoalhar o tubo; ndo
deixar o sangue em contato direto com gelo, quando o analito a ser dosado
necessitar desta conservacao; usar, de preferéncia, um tubo primario; evitar a
transferéncia de um tubo para outro; ndo deixar o sangue armazenado por
muito tempo refrigerado antes de fazer os exames. Verificar as recomendacoes
do fabricante do kit do teste; ndo centrifugar a amostra de sangue em tubo para
obtencdo de soro antes do término da retracdo do coagulo, pois a formacéo do
codgulo ainda ndo esta completa, o que pode levar a ruptura celular; quando
utilizar um tubo primério (com gel separador), a centrifugacao e a separagdo
do soro devem ser realizadas dentro de, no minimo, 30 minutos e, no maximo,
2 horas ap6s a coleta; ndo usar o freio da centrifuga com o intuito de
interromper a centrifugacdo dos tubos. Essa brusca interrupcéo pode provocar
hemolise. (SBPC, 2010, p. 31).



Figura 11 — Principais Causas de Hemdlises Relacionadas a Coleta.

Garroteamento prolongado.

Tapinhas com os dois dedos no vaso durante a coleta.
Agitacéo do tubo.

Insercdo da agulha da seringa na tampa do tubo.
Coletas traumaticas.

Uso de agulhas de baixo calibre.

Local da venopuncéo.

Tipo do tubo a vacuo.

\Volume insuficiente ou em excesso no tubo a vécuo.
Homogeneizacao vigorosa apos a coleta.

N&o homogeneizar a amostra.

Bisel ndo voltado para cima.

Transferéncia do sangue da seringa.

Fonte: SBPC (2010).

venoso, o qual esta disponivel ao final deste Manual para consulta (APENDICE A).
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Baseado nas recomendacdes supracitadas foi elaborado um POP para coleta de sangue

PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

3.1 Componentes Sanguineos

Segundo César (2005, p. 324), o sangue é um tipo especial de tecido conjuntivo,

formado por células progenitoras hematopoéticas (CPH) da medula 6ssea e constituido pelos

gloébulos sanguineos e plasma.

Os glébulos sanguineos sdo constituidos pelas hemacias, plaquetas e
leucacitos (globulos brancos) e tem a funcdo de transportar oxigénio e dioxido
de carbono através das hemécias (glébulos vermelhos), proteger o organismo
contra infecgdes por meio dos leucdcitos, e participam da coagulagdo através
das plaquetas. O plasma é o componente liquido do sangue contendo diversas

substancias, dentre elas as proteinas albuminas,

beta e

gamaglobulinas, lipoproteinas, protrombina e fibrinogénio, sendo as duas

Gltimas, participantes da coagulacdo do sangue. (CESAR, 2005, p. 356).
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A partir do fracionamento do sangue por centrifugacdo obtém-se, claramente, os
componentes sanguineos — glébulos sanguineos e plasma. A WHO-IARC (2007, p. 24)
descreve 0s processos para obtencdo de soro, leucocito e plasma que, resumidamente, acontece
da seguinte forma:

e O soro é obtido a partir de amostras coletadas em tubos contendo ativador de coagulo.
Durante a centrifugacdo, as células vermelhas (hemécias) coagulam. Neste processo ha
0 consumo de fibrinogénio, plaquetas e todos os fatores envolvidos na coagulagéo. A
parte liquida do sangue (plasma), agora livre de fibrinogénio, contendo os mediadores
liberados pelas plaquetas, migra para a porcao superior do tubo constituindo o soro,
incolor. Resumidamente, o soro é a parte liquida do sangue, obtida apds ter concluido a
coagulacao, livre de fibrinogénio.

e O sangue obtido no tubo a vacuo com anticoagulante, sem ter passado pelo processo de
centrifugacdo, é chamado de sangue total. Para a obtencdo do plasma e globulos
brancos, faz-se a centrifugacdo do sangue total com o anticoagulante. As células
vermelhas (hemécias) vao para a porcao inferior do tubo, os glébulos brancos tendem a
formar um anel sobrenadante na porcdo mediana, e 0s componentes ndo celulares
contendo &gua, proteinas (fibrinogénio, albuminas e globulinas) e solutos ndo protéicos,
migram para a parte superior do tubo, constituindo o plasma que ¢ um liquido de cor
amarelada. Portanto, o plasma é o componente ndo celular do sangue total nédo
coagulado. Desta vez, ndo ha consumo de fibrinogénio e nem liberacdo de substancias
plaquetérias, tendo o plasma, fibrinogénio e fatores de coagulacdo em sua composicao.
Observa-se, entdo, que o soro ¢é livre de fibrinogénio e dos fatores de coagulacao, pois

estes foram utilizados para a formacdo de fibrina no momento da coagulacdo dos glébulos
vermelhos, ao contrério do plasma, que o possui. Cada uma destas fracdes do sangue, soro,
plasma ou leucdcitos (buffy-coat), se constitui na matriz ideal para a realizacdo de exames

especificos.
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Figura 12 — Tubo sem anticoagulante, centrifugado, mostrando os glébulos vermelhos, os
glébulos brancos (lucocitos) e plasma.

J

L | Plasma

Anel sobrenadante contendo Leucdcitos e Plaquetas (Buffy-Coat)

..
. Glébulos Vermelhos

Fonte: extraida de www.ossoecartilagem.com.br (acesso em 23 de novembro de 2017).

Na etapa de processamento das amostras, devem ser avaliadas as variacOes pré-
analiticas in vitro que incluem, dentre outras:

O atraso e temperatura de pré-centrifugacao, os detalhes de centrifugacao para
fluidos bioldgicos, tempos de isquemia quente e fria para tecidos sélidos, tipo
de amostragem, tipo e tempo de fixacao, tempo de atraso antes de colocar em
armazenamento em longo prazo, tipo de armazenamento em longo prazo e
protocolo exato de criopreservacao da amostra e de restauracdo para condicdes
ambiental. (ISBER, 2012, p. 31).

A padronizacdo de métodos durante a manipulacdo das amostras permite aos
pesquisadores, segundo Riegman (2008, p. 218), obter um maior controle das variaveis pré-
analiticas, da estabilidade das amostras e garantir que 0s bioespécimens estejam adequados para
0 objetivo da pesquisa. A estabilidade de uma amostra depende de varios fatores, sendo que
para SBPC (2014, p. 38) o tempo e a temperatura de armazenamento sdo as duas variaveis que
causam maior impacto. Em geral, os tempos referidos de armazenagem das amostras primarias
consideram os seguintes limites para a temperatura: “ambiente, de 18 a 25°C; refrigeradas, de
4 a 8°C; e congeladas, abaixo de 20°C negativos. ” (SBPC, 2014, p. 217). Em razédo da
estabilidade das amostras variarem de uma para outra, recomenda-se, sempre consultar a
literatura especializada para cada caso.

A CLSI (20083, p. 4) esclarece a fase de processamento da amostra compreendem a pre-
centrifugacdo, centrifugacdo e pos-centrifugacdo e que, ao longo dessas trés fases, estdo

incluidos o processo de coleta, homogeneizacdo dos tubos, tempo de coagulagdo dos soros,


http://www.ossoecartilagem.com.br/
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preparo para a centrifugacdo de amostra, tempo de centrifugacdo, condigfes dos tubos,
temperatura e rotacdo da centrifuga, observagdes de temperatura, de tempo decorrido, etapa de
separacao dos componentes sanguineos e aliquotagem de amostra para realizacdo do exame ou
armazenagem. Quando, eventualmente, os exames ndo puderem ser realizados logo apos a
coleta, “as amostras devem ser processadas até 0 ponto em que possam aguardar as dosagens
em condicdes para que ndo haja interferéncia significativa em seus constituintes” (SBPC, 2010,
p. 15).

Na falta de alguns cuidados durante o processamento de amostras, parametros de analise
podem sofrer interferéncia devido a perda de substancias importantes para o exame. Para que
isto ndo ocorra, algumas recomendacgdes da CLSI (2004) e SBPC (2014) estdo descritas a
sequir:

- Quando os analitos a serem testados sdo termolaveis (substancia que perde suas
propriedades por aquecimento), sejam obtidos do soro ou do plasma, estes devem ser separados
dos componentes celulares do sangue com o uso de uma centrifuga clinica refrigerada;

- Para os analitos termolabeis (que perdem suas propriedades em temperaturas baixas),
o labotatério deve padronizar a coleta e processamento para estes materiais bioldgico;

- Vérios analitos sofrem alteracdo quando a amostra nao é centrifugada dentro de duas
horas a partir do horério da coleta, por isso o ideal é que o tempo entre a coleta e centrifugacdo
do sangue néo deva exceder duas horas;

- Para obtencdo de soro e plasma, a centrifugacdo, separacdo dos componentes
sanguineos e aliquotagem das amostras deverdo acontecer dentro de, no maximo, 2 horas apds
a coleta;

- A separacdo de soro deve respeitar o intervalo de duas horas, porém com cuidado para
ndo haver separacao prematura (antes que ocorra a total retracdo do coagulo). Este evento, além
de favorecer a ruptura celular (causando hemolise) pode ndo interromper o processo de
formagdo de fibrina, ocasionando o entupimento do dispositivo para as amostras no
equipamento de teste;

- Para testes que tem objetivo de amplificar o RNA, como p. ex., carga viral de HIV e
HCV, se o sangue total for coletado em tubo sem gel separador, o plasma deve ser removido
para um tubo secundario, em até 4 horas apos a coleta. O plasma de amostras coletadas em
tubos contendo gel separador, bem como aqueles removidos de amostras coletadas em tubos

sem gel separador, sdo estaveis por até 5 dias, entre 2° a 8°C;
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- A carga viral de HIV, HBV e HCV sofrem alteracbes dependendo do tipo de
anticoagulante utilizado, manipulacdo e armazenamento. Portanto, cada laboratério deve
validar protocolos de coleta e processamento para esses tipos de testes;

- Se ndo for possivel centrifugar as amostras em tubos com anticoagulante para obtencéo
de plasma dentro de duas horas, o espécime deve ficar refrigerado a temperatura de 4°C para
reduzir a hemolise, por um periodo que vai depender do tipo de andlise que se deseja realizar,
podendo ser de 30 minutos a 72 horas;

- Uma atencdo especial deve ser dada aos tubos contendo o anticoagulante citrato de
sodio contendo amostras para teste de coagulacdo, pois alguns analitos, como certas enzimas e
fatores de coagulacdo, sdo termolabeis, neste caso, devem-se respeitar os padrdes do laboratério
guanto a temperatura para amostra e tempo decorrido a partir da coleta para tais testes;

- Ainda sobre os tubos para testes de coagulacdo, alguns procedimentos requerem a
dupla centrifugacdo, ou seja, 0 PPP da primeira centrifugacdo é transferido para outro tubo
plastico e centrifugado pela segunda vez, sendo que a porcdo inferior ndo deve ser utilizada
porque contém plaquetas remanescentes da primeira centrifugacao;

- As amostras colhidas em tubo com anticoagulante para exames em sangue total, devem
ser mantidas refrigeradas até o procedimento, em temperatura de 4 a 8°C;

- O sangue total para analise de DNA pode ser armazenado a temperatura ambiente por
até 24 horas ou entre 2 e 8°C por até 72 horas antes da extracdo de DNA;

- O sangue total para analise de RNA deve ser refrigerado entre 2 e 8°C antes da extracao
de RNA, ndo podendo ultrapassar 4 horas;

- O ideal é que o sangue a ser utilizado para analise de RNA e DNA sejam coletados em
tubos contendo aditivos estabilizadores de RNA e DNA, respectivamente. O armazenamento
de sangue total ndo estabilizado ndo € recomendado para analise de transcri¢do génica, devido
a inducdo génica de artefatos e a degradacdo do RNA;

- Os tubos com amostra para obtencdo de sangue total ou plasma, para realizacdo de
testes moleculares ndo devem estar em contato direto com o gelo, pois o contato da amostra
direto com o gelo pode ocasionar quebra das hemacias e, portanto, hemdlise das células. O
grupo heme (principal componente da hemoglobina) inibe fortemente a reagdo de polimerase
em cadeia (PCR), principal método molecular atualmente utilizado. Assim, deve-se evitar a
hemolise do material nos testes moleculares;

- A agitagéo excessiva dos tubos para obtencdo de Sangue Total ou Plasma durante o

manuseio, pode contribuir para a hemolise do material;
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- Para as amostras utilizadas em diagnostico molecular, em sua maioria, o plasma deve
ser retirado do tubo primario rapidamente apos a centrifugacdo e encaminhado ao freezer de
armazenamento;

- Tubos com gel separador ndo podem ser resfriados antes nem durante a centrifugacéo,
pois as propriedades de fluxo do gel relacionam-se com a temperatura e, neste caso, a formacéo
da barreira de gel pode ser comprometida caso o tubo seja resfriado. Sendo assim os tubos com
gel ndo podem ser centrifugados em baixas temperaturas;

- Os tubos para a obtencdo de plasma para a dosagem de bilirrubina, beta-caroteno,
vitamina B12 e acido folico, devem estar protegidos da luz, evitando a degradagdo do material;

- Os tubos contendo amostras devem ser centrifugados tampados. O fechamento reduz
a evaporacgdo, que ocorre rapidamente em uma centrifuga aquecida com a corrente de ar
formada na centrifugacdo, especialmente os tubos de amostras contendo compostos volateis,
como o etanol, além de impedir a formacdo de aerossois dos agentes infecciosos e manter as
condicBGes anaerdbicas, que sdo importantes na medicdo de didxido de carbono e célcio
ionizado.

Alguns exames sdo realizados a partir do Soro, devido os analitos necessarios para
andlise estar presente, em maior concentracdo, nesta matriz sanguinea. Conforme ja discutido,
para obtencdo do soro, as amostras de sangue sdo coletadas em tubos contendo ativador de
coagulo com caracteristicas diferenciadas, sendo necessario apds a coleta, a espera por um
determinado tempo, antes da centrifugacdo, para que ocorra a total retracdo do coagulo, visando
evitar a formacéo de fibrina. Os tempos recomendados baseiam-se nos processos normais de
coagulacdo e estdo demonstrados no Quadro 05, porém €é sempre importante verificar as
recomendacdes do fabricante.

Quadro 06 — Tempo minimo de retracdo de codgulo recomendado antes da centrifugacdo dos
diferentes tubos para obtencao de soro.

Sem ativador de coagulo Vermelha 60
Com ativador de coagulo Vermelha 30
Com ativador de coagulo e Amarela 30
gel separador

Com acelerador de coagulo e | Laranja 3ab
gel separador

Fonte: SBPC (2010, p. 32).
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Algumas variagdes quanto ao tempo de retragdo de codgulo dizem respeito aos pacientes

portadores de coagulopatias ou submetidos a terapia com anticoagulantes que, geralmente,

requerem um tempo maior para esta etapa da fase pré-analitica, a SBPC (2010) cita alguns

exemplos:

Amostras de pacientes com disturbio na producdo de proteinas podem causar
mé formacdo de barreira de gel e as desordens podem causar mudancgas na
densidade do soro, gerando a permanéncia do soro abaixo do gel, apds a
centrifugacdo e, algumas vezes, a auséncia de movimento do gel. Nas
amostras de soro colhido de pacientes portadores de gamopatia monoclonal,
como o mieloma multiplo, a barreira de gel pode se misturar ao soro e as
células. Nessa condicdo, a imunoglobulina inibe os trés estagios da formacao
de fibrina: acdo proteolitica da trombina sobre o fibrinogénio; agregagdo dos
mondmeros de fibrina e; estabilizacdo da fibrina pela ligagdo cruzada das
cadeias gama e alfa. Como o gel ndo se move, havera, em tese, certa
guantidade de soro que deve ser aliquotada imediatamente em um tubo
secundario para a analise; soros de pacientes com desordens de coagulagao
podem requerer mais de 30 minutos para total coagulagdo da amostra, assim
como os de pacientes em tratamento com altas doses de heparina podem néo
coagular a amostra, certas doencas do figado podem também requerer maior
tempo para coagulacdo da amostra. Esses fatos também requerem maior
atencdo, pois podem acarretar ma formacao da barreira de gel, caso ndo seja
esperado o tempo de total coagulacdo da amostra com centrifugacdo
antecipada. (SBPC, 2010, p. 33).

A maioria das analises laboratoriais em amostras de sangue requer uma centrifugacao

prévia para separar 0 soro ou o0 plasma das células sanguineas.

Centrifugacdo é o processo da forca centrifuga para separar as por¢des mais
leves de uma solugdo, mistura ou suspenséo, das por¢des mais pesadas. Uma
centrifuga é o aparelho no qual é efetuada a centrifugacéo [...]. Os tipos de
centrifugas utilizadas em laboratdrio clinico incluem: rotor de angulo mével
ou swing bucket; de angulo fixo ou anglehead; ultracentrifuga e; axial.
(BURTIS, 20186, p. 37).

Para o correto funcionamento da centrifuga (Figuras 13, 14 e 15), algumas variaveis,

determinantes, devem ser conhecidas:

[Pt

Forga centrifuga relativa (RCF), também conhecida como forga “g”, gerada
guando uma determinada massa € submetida a um movimento circular;
tamanho do tubo utilizado na coleta de sangue e; temperatura. O tamanho
(comprimento) dos tubos define o volume de plasma ou soro requerido para
as dosagens. A RCF determina a resisténcia dos tubos e dos componentes do
sangue a gravidade e aos limites técnicos da centrifuga e do seu rotor. As
variagdes na temperatura sdo limitadas pela estabilidade dos analitos. Deste
modo, o tempo de centrifugacdo varia para que se alcance a qualidade
desejada das amostras em suas analises (SBPC, 2014, p. 45).
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Figura 13 — Centrifuga de Bancada de Laboratorio. Marca: celm. Modelo: LS3 PLUS.
Fabricante: Sarstedt.

Figura 14 — Rotor e cacamba de uma centrifuga de bancada. Marca: SPINLAB. Modelo TH —
2050 R. Fabricante BioTek.

Rotor da Centrifuga

Cacamba -
\ compartimen

<— to no qual se
' coloca 0s
tubos.

Figura 15 — Rotor de centrifuga de angulo fixo, modelo DT-4000. Marca: Daiki. (a esquerda);
e angulo mével, modelo SMV 6. Fabricante: Sarstedt (a direita).

Rator de Angulo foo Rotor de deslocamento




3.2 Tempo e rotacéo para centrifugacdo das amostras
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A obtencédo de plasma e soro de qualidade segue alguns critérios padronizados durante

a centrifugacdo, como a Forca Centrifuga Relativa do rotor e tempo necessario para sedimentar

as particulas. O Quadro 06 demonstra a RCF e o tempo de centrifugacdo recomendados para

diferentes tubos. Porém, é sempre importante buscar as orientaces do fabricante dos tubos,

pois a relacdo velocidade/tempo pode variar de um fornecedor para outro.

Quadro 07 — Tempo de centrifugacéo e forca centrifuga relativa estimada para a centrifugacéo

de diversos tipos de tubos.
TIPO DE TUBO

Tubo de vidro com gel
separador e ativador de
coagulo

Tubo de pléstico com gel
separador e ativador de
coagulo

Tubo com gel separador e
anticoagulante

Tubo sem gel separador

Tubo contendo citrato
Tubo com gel separador e
com acelerador da
coagulacéo

RCF (9)
1.000 a 1.300

1.300 a 2.000
2.000 a 3.000

1.000 a 1.300
<1.300

1.500
1.500 a 1.700

TEMPO (minuto)
10

10
4a5
10

10
15
10

Fonte: Adaptado de SBPC: Recomendagdes Para Coleta de Sangue Venoso (2010, p. 35).

Além do intervalo e forca centrifuga relativa, outros cuidados descritos no Quadro 6 sdo

apresentados pela SBPC (2014) para a centrifugacdo dos tubos de coleta, pois irdo influenciar

diretamente nas boas préaticas de processamento das amostras.
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Quadro 8 — Alguns cuidados a serem seguidos durante a centrifugacdo dos tubos de coleta.

- Para centrifugacédo de tubos de coleta a vacuo, é mais recomendado o uso de centrifugas de
angulo movel (tipo swing-bucket), ndo refrigeradas, do que centrifugas de angulo fixo, pois
as barreiras obterdo maior estabilidade.

- O material do tubo deve suportar a RCF a qual ficardo sujeitos durante a centrifugagéo, por
isso deve ser seguido a recomendacdo do fabricante.

- Utilizar sempre cacambas ou cubetas apropriadas nas centrifugas, de tamanho especifico
para os tubos usados. Cubetas muito grandes ou muito pequenas podem causar a quebra ou
o0 deslocamento dos tubos, levando a ma separa¢do da amostra.

- Certificar-se de que os tubos estejam corretamente encaixados na cagamba da centrifuga.
Um encaixe incompleto pode fazer com que a tampa de protecdo do tubo se desprenda, ou
que a parte superior do tubo fique fora da cagcamba, podendo chocar-se com a cabeca da
centrifuga e quebrar-se.

- Balancear os tubos para minimizar o risco de quebra. Os tubos devem ser agrupados de
acordo com o tipo, por exemplo: tubos com o mesmo volume de aspiracdo, tubos de
tamanhos iguais, tubos de vidro com tubos de vidro, tubos com o0 mesmo tipo de tampa ou
rolha de protecao, tubos com gel com outros do mesmo tipo, e tubos de plastico com tubos
de pléstico.

- Apo0s utilizar a centrifuga, efetuar a sua limpeza com hipoclorito a 1% para minimizar a
possivel disseminacao de agentes infecciosos.

- Os tubos ndo devem passar por um segundo processo de centrifugacdo apos a formagéo da
barreira.

- Recomenda-se sempre aguardar até que a centrifuga pare completamente antes de tentar
retirar 0s tubos. N&o usar o freio da centrifuga com o intuito de interromper a centrifugacéo
dos tubos; essa brusca interrupcao, além de hemolise, pode deslocar o gel separador.

- E importante sempre avaliar o aspecto final da amostra apos a centrifugagao para verificar
a presenca de hemolise, fibrina, lipemia e outros.

- Para que funcione sempre em boas condices, o laboratério deve conter um plano periédico
de manutencdo preventiva da centrifuga, no qual contemple a calibracdo e verificacdo das
condicbes metrolégicas (conjunto de medicdes indicadas para o aparelho, p. ex., temperatura,
velocidade de rotacdo, temporizador).

Fonte: SBPC (2014).

Baseando-se na RDC ANVISA n° 33/2006, identificam-se outros elementos, ndo menos
importante, a serem aplicados na etapa de processamento de amostras, quais sejam:

e O setor deve conter um formulério padronizado de execucdo de processamento de
amostra, no qual devera registrar: identificacdo da amostra; data e hora do inicio do
processamento; método de processamento; data e hora do término do processamento;
identificacdo do executor do processamento; volume do material processado; e registro
das condicdes do equipamento de armazenagem, documentando a temperatura no
momento do armazenamento.

e O laboratorio deve assegurar a limpeza e assepsia dos equipamentos e da sala de

processamento, a cada processamento.
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e A sala de processamento deve possuir equipamentos e instrumentos de acordo com a
complexidade do servico e necessarios ao atendimento de sua demanda. Para o correto
uso de tais equipamentos, devem estar presentes no Setor, instrucdes escritas referentes
a equipamento ou instrumento, as quais podem ser substituidas ou complementadas por
manuais do fabricante em lingua portuguesa, realizar e manter registros das
manutencdes preventivas e corretivas, verificar ou calibrar os instrumentos a intervalos
regulares, em conformidade com o uso, mantendo os registros dos mesmos e verificar a
calibracdo de equipamentos de medicdo mantendo registro das mesmas.

e Quando for necessario fazer a criopreservagdo, esta deve ser feita em processo de
congelamento validado, devendo ser registrados os seguintes dados: a curva de redugéo
de temperatura, quando utilizada a técnica de congelamento lento; a origem, o lote e a
concentracdo dos meios e reagentes.

Criopreservagdo de uma amostra consiste na inativacdo de seus fendmenos
biolégicos (movimentos moleculares, reagdes quimicas e atividades
enzimaticas) em temperaturas inferiores a - 150 °C, de modo que esse quadro
seja revertido com o aumento da temperatura. Para criopreservacdo, dois tipos
de congelamento sdo usados: lento e rapido. O primeiro é um método no qual
a amostra é gradualmente resfriada na fase de vapor por cerca de 40 minutos.
J& no congelamento rapido, normalmente coloca-se a célula em suspensao em
vapor de nitrogénio liquido para armazena-lo em temperatura de 196°C
negativos. (CIPRIANO E FREITAS, 2013, p. 113).

Estas informacdes sdo criticas “na hora de analisar os resultados dos exames e para
medidas de controle de qualidade”. (Riegman, 2008, p. 217). Por exemplo, “ajudara a explicar
a presenga de hemolise ou de fibrina” (ISBER, 2012, p. 65), ocorréncias comuns quando néo
hd uma manipulacdo adequada da amostra e quando ndo ha tempo suficiente para que a
coagulagdo ocorra, respectivamente.

Ao final do Manual estdo presentes os seguintes Procedimentos Operacional Padrao:
POP para processamento e armazenamento de amostra de sangue (APENDICE B); POP com
instrugbes gerais para extracdo e armazenamento de Acidos Nucléicos: DNA e RNA
(APENDICE C); e POP para coleta, processamento e armazenamento de amostra de tecido
obtida a partir de peca cirlrgica e de bidpsia para utilizacio em pesquisa (APENDICE D). Tais

POP’s foram elaborados observando as recomendagdes apresentadas neste Mnaual.
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4. ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

A temperatura na qual as amostras devem ser armazenadas é um fator critico para a sua

estabilidade, ndo podendo, portanto, ser desconsiderada.

A escolha da temperatura de armazenamento depende da elasticidade da
amostra ao resfriamento, congelamento e desidratacdo induzida pelo frio,
duracdo da exposicdo e tolerancia aos tratamentos crioprotetores, tipo de
amostra e uso nas andlises pretendidas. A regra geral é que um ambiente de
armazenamento quente, mesmo por um curto periodo de tempo, pode levar ao
estresse fisioldgico e a degradacdo macromolecular. Por este motivo, €
necessario manter a temperatura adequada a partir do ponto de coleta até o
processamento e armazenamento (ISBER, 2012, p. 65).

Ao definir a temperatura de armazenamento do material bioldgico, “deve-se considerar

0 tipo, a duragdo prevista de armazenamento, as biomoléculas de interesse e se 0s objetivos

incluem a preservacdo de células viaveis”. (WHO-IARC, 2007, p. 8).

Quadro 9 — Padrdes de preservacdo mais comumente aceitos para tecidos humanos e fluidos

corporais.
Temperatura em
oC Método de Preservacao Recomendado para
0a4 Refrigerador Processamento de material fresco
Limite de mobilidade de proteina /
-27 a-40 Freezer .
estabilidade do DNA
-40 a -80 Freezer Estabilidade do RNA
L Recomendado para 0
-80 a-130 Freezer / Nitrogénio liquido )
armazenamento de sangue e urina
o Recomendado para 0
-130 a -150 Nitrogénio liquido _
armazenamento de tecidos
L Recomendado para 0
-150 a -196 Nitrogénio liquido ) ]
armazenamento de células vivas

Fonte: Adaptado de WHO-IARC (2007, p. 9).

Temperaturas entre 2 a 8°C “devem ser consideradas como condigdo padréo para o

transporte / armazenamento de amostras quando ndo congeladas”. (ISBER, 2012, p. 65). Entre

as excecOes, estdo as amostras de sangue coletadas para produzir soro, que precisardo ser

mantidas a temperatura ambiente por um minimo de 30 minutos para permitir a coagulacao.
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Dependendo das cacaracteristicas e finalidade da amostra a serem coletadas, formas
diferenciadas de armazenagem séo recomendadas, conforme demonstrado no Quadro 11.

Quadro 10 — Recomendagfes para armazenagem de sangue total, plasma, soro e células
brancas.

- Se 0 sangue total obtido for para analise de DNA, este pode ser armazenado & temperatura
ambiente por até 24 horas ou entre 2 e 8°C por até 72 horas antes da extracdo de DNA. Se o
sangue total for utilizado para analise de RNA, este deve ser armazenado entre 2 e 8°C e a
extracdo deve se iniciar dentro de 4 horas a partir da coleta. Caso nao seja possivel a extracao
de DNA dentro do intervalo de tempo citado, o plasma / buffy coat deve ser separado da
amostra e congeladas em temperatura entre -20°C a -40°C ou em temperatura inferior.

- Para a maioria das amostras de plasma utilizadas em diagnostico molecular, o plasma deve
ser retirado do tubo priméario rapidamente apds a centrifugacdo e mantido em freezer a -20°C
a -40°C °C.

- Para testes que requer a amplificagdo do RNA, o plasma separado, apds a centrifugacao,
pode ser armazenado por até 5 dias, entre 2° a 8°C, ou por até 30 dias, se congeladas em
temperatura entre -40 a -80.

- As células brancas removidas a partir do sangue total, podem ser criopreservadas em -20°C
até gue sejam necessarias para a extracdo de DNA. Por periodos longos de armazenamento,
0 DNA isolado pode ser armazenado em -70°C ou temperatura inferior.

- Os Freezers do tipo frost-free ndo devem ser utilizados para armazenamento de amostras
bioldgicas, pois a temperatura sofre alteracbes diversas vezes por dia nesta variedade de
freezer, podendo causar degradacdo do material armazenado.

Fonte: SBPC (2010)

“Muitos estudos mostraram que ciclos repetidos de congelamento e descongelamento
levam a mudancas significativas no constituinte do sangue” (CHARDE, 2014, p. 51). Neste
contexto, alguns cuidados especiais (Quadro 10) devem ser mantidos para garantir a
estabilidade dos espécimens dentro dos padrdes aceitaveis, quando na etapa de

descongelamento.
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Quadro 11 — Alguns cuidados especiais que devem ser mantidos para garantir a estabilidade
dos espécimens dentro dos padrdes aceitaveis, quando na etapa de descongelamento.

- Tecidos devem ser descongelados a temperatura ambiente por um curto periodo de tempo
ou a temperatura hipotérmica (4 a 8 ° C) durante a noite, se o0 especime estiver em palhetas
de resina, este pode ser descongelado diretamente a temperatura ambiente ou em banho-
maria a 37°C, sempre evitando que a umidade superficial dos banhos Maria entre nos
recipientes de amostra.

- Para amostras vitrificadas, pode ser necessario aplicar um processo de reaquecimento de
duas fases rapidas para garantir que as amostras ndo formem cristais de gelo a medida que
passam pela Tg (temperatura de transic¢ao vitrea).

- As amostras criopreservadas em resfriamento lento devem ser descongeladas rapidamente.
Um dos métodos aconselhavel ¢ agitar o frasco/ ampola / palha em banho Maria a 37°C por
um curto periodo de tempo apenas o suficiente para que descongele o gelo cristalino visivel,
de modo que a temperatura da amostra continue hipotérmica (2 a 8°C), as células devem ser
rapidamente diluidas em meios apropriados para minimizar a toxicidade dos meios de
criopreservacao.

- A exposicdo do DNA extraido a ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento,
poderd levar a ruptura no DNA. Sempre que for utilizar uma amostra de DNA extraido,
descongelada, é importante misturar totalmente a amostra para garantir uma homogeneidade
do espécime.

- Congelar e descongelar amostras sanguineas pode fazer com que certos constituintes
metabdlicos ou celulares sofram alterag¢fes, como, adsor¢do no tubo plastico, desnaturacéo
da proteina, bem como atividades metabdlicas celulares que continuam a ocorrer. Assim,
amostras de plasma ou soro que sdo congeladas e descongeladas tém rupturas de algumas
estruturas moleculares, sobretudo, as moléculas de grandes proteinas. Congelamentos lentos
também causam degradacao de alguns componentes.

- Para quaisquer amostras, especialmente as liquidas de grande volume (como, soros, plasma
e urina), é importante selecionar tamanhos de aliquotas que sejam apropriados para 0s usos
previstos e armazena-las, a fim de minimizar o nimero de vezes que uma amostra é
descongelada e congelada ou criopreservada antes do uso.

- E importante saber, antecipadamente, os requisitos de coleta, processamento e
armazenamento de espécimes pelos fabricantes de Kits de ensaios especificos. Assim, cada
laboratorio deve validar, para cada teste, os efeitos analiticos resultantes dos ciclos de
congelamento/descongelamento para cada material biologico utilizado.

Fonte: ISBER (2012)

Nos padrdes técnicos preconizados por algumas normativas nacionais estdo presentes
0S requisitos para armazenamento de material biol6gico para fins assistenciais. Alguns,

constantes no Quadro 11, podem ser aplicados para Biorrepositorios.



135

Quadro 12 — Requisitos para armazenamento de material biologico.

- As amostras devem ser depositadas em um local fixo e pré-determinado que permita a sua
localizacdo com facilidade, rapidez e seguranca;

- Deve ser mantido registro das condicdes dos refrigeradores, congeladores ou reservatorios
de armazenamento, documentando a temperatura ou o nivel de nitrogénio, para amostras
criopreservadas;

- A verificag&o e o registro da temperatura devem ser realizados, ao menos, a cada oito horas,
para 0s equipamentos que nao dispdem de registrador automatico;

- Os registros de temperatura devem ser periodicamente revisados por uma pessoa
qualificada;

- Os alarmes devem ser periodicamente testados, no minimo a cada trés meses, e deve haver
um procedimento escrito, definindo a conduta a ser tomada em relagdo ao armazenamento
das amostras, se houver falta de energia ou defeito nos equipamentos de estocagem;

- O volume de nitrogénio liquido, nos reservatorios deve ser controlado e registrado pelo
menos duas vezes por semana,

- O setor deve dispor de um sistema de seguranca, incluindo monitoramento da temperatura
dos equipamentos de armazenamento, alarmes em casos de mau funcionamento, ou
temperaturas excedendo os limites permitidos, e instru¢fes de procedimentos corretivos de
emergéncia, bem como plano de remog¢édo do material em casos de sinistros.

- As aliquotas para a realizacdo de testes laboratoriais devem ser acondicionadas,
identificadas e armazenadas em temperaturas especificas controladas e segundo
procedimentos documentados visando prevenir quaisquer trocas de amostras;

- As unidades de sangue periférico que necessitarem de criopreservacdo, devem ser
armazenadas a temperatura igual ou inferior a 80 °C negativos, sendo aceitavel uma variacao
de até 4 °C acima dess a temperatura;

- As aliquotas de plasma e soro devem ser mantidas em temperatura ou inferior a 70 °C
negativos.

- As unidades de criopreservadas devem ser acondicionadas em estojos para garantir a
protecdo durante 0s processos de criopreservagao e armazenamento.

Fonte: Brasil (2006a, 2010).

4.1 Recipientes de armazenamento

Os recipientes para armazenamento variam de acordo com os tipos de
amostras que estdo sendo armazenadas e 0s objetivos analiticos do estudo.
Durante a selecdo do tipo de recipiente, deve-se considerar 0 Uso,
padronizag&o e aplicabilidade em longo prazo [...]. Os rétulos de recipientes
devem ser permanentes e capazes de suportar excursGes de temperatura
[tempo em que o material fica fora da condi¢do de temperatura especificada]
dentro e fora de condigdes fria e exposi¢cOes a alta umidade em temperaturas
ambiente, especialmente quando as amostras sdo retiradas de ambientes
extremos. O material sensivel & luz deve ser armazenado em recipientes que
ndo permitem a penetracdo da luz, como frascos de ambar ou sacos revestidos
de dmbar (ISBER, 2010, p. 68).

Segundo WHO-IARC (2007, p. 5), “0 LNz expande em torno de 800 vezes o0 seu volume
original a temperatura ambiente, gerando um risco de explosdo quando no interior do recipiente
retirado do congelador contiver este liquido, especialmente para recipientes de vidro e plastico”.

A ISBER (2012, p. 16) acrescenta que qualquer recipiente usado ou armazenado em
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temperaturas criogénicas deve ser avaliado para essas temperaturas. Em todo caso, devem-se
considerar, sempre, as recomendacdes do fabricante dos testes para determinagéo dos tipos de

recipientes.

4.2 Equipamentos para guarda de material bioldgico

As selecdes de equipamentos para guarda de material biol6gico baseiam-se em um
conjunto de requisitos contidos em recomendacBes nacionais e internacionais, claramente
apresentados pela ISBER (2012), a saber:

O tipo de espécimes a serem armazenados; o periodo esperado de
armazenamento dos espécimes, o uso pretendido para 0s espécimes; 0s
recursos disponiveis para a compra do equipamento; o tamanho e o design
fisico da &rea de armazenamento; o numero de espécimes armazenados (bem
como as previsdes para o crescimento futuro em ndmero de amostras
armazenadas); [...], recursos humanos; questBes de qualidade; e suporte e
manutencdo de equipamentos. (ISBER, 2012 p. 15).

Existe no mercado uma variedade de equipamentos para uso na guarda de material
bioldgico, desde os mais simples aos mais sofisticados, com sistemas automatizados. Conforme
ja discuto em itens anteriores, a escolha do tipo de freezer depende, dentre outros, do tempo
que se pretende armazenar as amostras e temperatura ideal para garantir a sua estabilidade. Em
geral, quanto mais baixa a temperatura, mais longo sera o prazo de armazenamento, desde que
ndo seja excedida a temperatura critica para o armazenamento do material. Em consulta a
WHO-IARC (2007, p. 10), constata-se que, no geral, os equipamentos utilizados sdo:

e Refrigeradores: meio de armazenamento com temperatura entre 4 a 8°C, apropriado
qguando o material deve ser mantido fresco, mas ndo requer congelamento; bem como
para armazenamento temporario até que ocorra a preperacdo do material bioldgico para
armazenamento em ultrabaixa temperatura (ver figura 18).

e Congeladores mecanicos: sdo freezers utilizados numa variedade de temperatura de
armazenagem, incluindo -20°C, -40°C, -70°C a -80°C e -140°C (ver figura 19). Estas
unidades de armazenagem devem conter alarmes ajustados para disparar quando a
temperatura aumentar em 20°C em relacdo a temperatura padrdo para 0 Seu
funcionamento.

e Congeladores de nitrogénio liquido ou seu vapor: reservatério (contéiner) que sdo
adequados para conter nitrogénio liquido ou vapor do nitrogénio liquido (ver figura 20).
S&o apropriados para armazenar amostras criopreservadas em temperaturas dentro de

uma escala, geralmente, de -130°C a -196°C. O nitrogénio torna-se liquido a -196 °C.
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O armazenamento em fase de vapor é preferivel ao armazenamento em fase liquida,
pois evita alguns dos riscos de seguranca inerentes ao armazenamento em fase liquida,
por exemplo, o risco de transmissdao de agentes infecciosos. Em contraste, o
armazenamento em fase liquida requer um reabastecimento menos frequente do LN e,
portanto, oferece melhor seguranga em caso de uma crise no suprimento de LN»2. O
armazenamento criogénico usando LN2 é um meio eficaz de armazenamento em longo
prazo porque o frio extremo retarda a maioria das reacdes quimicas e fisicas que causam
a deterioracédo das amostras.

e Gelo seco: o gelo seco ou dioxido de carbono em fase sélida é frequentemente usado
como refrigerante durante o transporte de material bioldgico para outra localidade ou
para backup de emergéncia para freezers mecanicos.

Estes equipamentos necessitam funcionar com temperatura controlada, portanto devem

possuir registro da verificacdo da mesma.

Figura 16 — Refrigerador para armazenamento em temperaturas entre 2 a 8°C — Modelo
RC430D. Fabricante: Idndrel Scientific.
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Figura 17 — Congelador mecénico para armazenamento em baixas temperaturas — Modelo
88400D. Fabricante: Thermo Scientific.

b |

Figura 18 — Congelador de nitrogénio liquido para ultrabaixa temperatura — Modelo: BCIV40.
Fabricante: SP Scientific.

S. DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

O descarte de material bioldgico e de residuos de laboratdrio deve estar descrito no
Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de Saude (PGRSS) elaborado pelo setor de
pesquisa, e devera ser feito de acordo com a RDC/ANVISA n° 306, de 07 de dezembro de 2004,
que dispde sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude
(RSS). Este regulamento se aplica a todos 0s servigos relacionados com o atendimento a satde
humana ou animal, dentre estes, 0s estabelecimentos de ensino e pesquisa na area de saude.

Esta resolucdo estabelece que todo gerador de residuos deva elaborar um Plano de
Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude - PGRSS, baseado nas caracteristicas dos
residuos gerados e na classificagdo constante do Apéndice | desta mesma resolucéo,

estabelecendo as diretrizes de manejo dos RSS.
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O Apéndice | classifica os residuos nos seguintes grupos:

Grupo A - residuos com a possivel presenca de agentes biolégicos que, por suas
caracteristicas, podem apresentar risco de infeccao.

Grupo B - residuos contendo substancias quimicas que podem apresentar risco a saude
publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de inflamabilidade,
corrosividade, reatividade e toxicidade.

Grupo C - quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que contenham
radionuclideos em quantidades superiores aos limites de isencao especificados nas normas do
CNEN e para os quais a reutilizagdo € impropria ou ndo prevista.

Grupo D - residuos que ndo apresentem risco biolégico, quimico ou radioldgico a saude
ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos domiciliares.

Grupo E - materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como: Laminas de barbear,
agulhas, escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas endodonticas, pontas diamantadas, laminas
de bisturi, lancetas; tubos capilares; micropipetas; laminas e laminulas; espatulas; e todos 0s
utensilios de vidro quebrados no laboratorio (pipetas, tubos de coleta sanguinea e placas de

Petri) e outros similares.

6. INSTALACOES DAS AREAS PARA ARMAZENAMENTO DOS
BIORREPOSITORIOS

A Portaria n° 2.201/2011 do MS estabele que o biorrepositorio e o biobanco devem
adotar um conjunto de praticas, equipamentos e instala¢des voltados a prevencéo, minimizagédo
ou eliminacdo de riscos inerentes as atividades de pesquisa, visando a saude humana, a
preservacdo do meio ambiente e a qualidade dos resultados e que, o Biorrepositério é de
responsabilidade da institucdo e o gerenciamento € de responsabilidade do pesquisador.

Conforme explicado no item 1, Biorrepositorio € uma colecdo de material bioldgico
humano, coletado e armazenado ao longo da execucdo de um projeto de pesquisa especifico.
Estas colecdes de material bioldgico, rotineiramente, sdo armazenadas em equipamentos das
Unidades de Recursos Bioldgicos, juntamente com os Biobancos; em congeladores dos setores
de pesquisas das instituicdes de saude e/ ou ensino ou; informalmente em congeladores de
outros setores da insitituicéo.

N&o se observa nas normativas vigentes no Brasil, elementos direcionando estas
instituices sobre os padrdes de instalagdes, especificamente, para as areas aonde estas colegdes

de material biologico com a finalidade de pesquisa, deverdo ser armazenadas. “Na auséncia de
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uma regulamentacdo especifica para Biobancos e Biorrepositorios, existe uma orientacdo para
adotar o que esta preconizado na RDC ANVISA n° 33/2006. ” (OLIVEIRA, 2015, p. 31). Com
este entendimento, as recomendacdes que seguem, baseiam-se, principalmente, nesta resolucéo
e nas RDC’s ANVISA de numeros 50/2002, 56/2010 e 09/2011. Em complementariedade,
foram observadas, também, as recomendacdes da ISBER (2012) e WHO-IARC (2007).

" Ambiente

A sala de armazenamento é o ambiente destinado a guarda de material biol6gico em
equipamentos especificos e deve ser de uso e acesso exclusivo para tal finalidade. Deve ser
projetado com espacgo suficiente para acomodar o material planejado para armazenamento
inicial, futuro e de backup e também permitir 0 movimento seguro de pessoas, equipamentos e
espécimes, bem como limpeza e manutencdo, conforme necessario ou conforme exigido por
normativas especificas.

Se 0 Setor possuir sistema de armazenamento de amostras em tanques de nitrogénio
liquido, ou se houver um sistema de seguranca de nitrogénio para congelador mecéanico com
temperatura igual ou inferior a 150°C negativos, a sala de criopreservacdo e armazenamento
deve contar com visualizacdo externa do seu interior e a area deve conter, no minimo, 16 m2.

Ressalta-se que a RDC ANVISA n° 50/2002 estabelece que deva ser respeitado uma
area de 2,0 m2 por freezer ou refrigerador nas salas de armazenamento e, no caso de camaras
frias, vai depender do tipo de equipamento utilizado, devendo sempre consultar as
recomendacdes do fabricante e das legislacGes vigentes. Os freezers acoplados a cilindo de LN2
ou CO2 devem ter espaco livre de, no minimo, 12 cm na parte superior e traseira € no minimo
20 cm em cada lado.

Outras recomendacBes desta Resolucdo sdo referentes ao piso: as superficies de
revestimento devem ser apropriadas para 0s equipamentos utilizados nas atividades diarias;
deve ser facil de limpar e facilitar o movimento do equipamento quando as circunstancias o
justificarem; ndo pode possuir indice de absorcdo de agua superior a 4%; deve ser resistente a
lavagem e ao uso de desinfetante e; o piso ndo pode apresentar declive, para que ndo tenha
possibilidade de escoamento de agua para baixo dos equipamentos. A ISBER (2012, p. 8) alerta
que deve ser dada especial atencdo ao piso em regides onde o nitrogénio liquido é usado, pois
0 azulejo de vinil quebrara e causara um perigo se 0 nitrogénio liquido for derramado

diretamente sobre ele.
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" Eletricidade e iluminacéo

A RDC ANVISA n° 50/2002 preconiza que todas as instalacGes elétricas de um
Estabelecimento de Saude devem possuir um sistema de aterramento que leve em consideracao
a equipotencialidade das massas metalicas expostas em uma instalacéo, que todos os plugues
elétricos da base devem estar em boas condicdes e que as voltagens especificas para as quais as
unidades de armazenamento mecénico sédo calculadas para funcionar, devem ser respeitadas.
Conforme ja discutido, esta recomendacdo pode ser estendida as salas quem contém material
bioldgico armazenado em Biorrepositorios. Além disso, o Setor de armazenamento deve dispor
de duas redes de energia, uma ligada a energia comercial e outra ligada ao gerador, no caso de
faltar energia o gerador é ativado automaticamente. Todos os freezeres deverdo estar ligados as
tomadas de emergéncia que se conectam ao gerador.

Para este quesito, vale ressaltar algumas recomendacdes da ISBER (2012):

A iluminagdo pode ser geral (incandescente, fluorescente ou outra fonte
apropriada) ou de tarefa (necessaria para iluminar suficientemente materiais
bem embalados, etiquetas de leitura ou onde a iluminagdo geral ndo esta ao
alcance). Ao utilizar a iluminagdo de tarefa, deve-se ter cuidado para que o
método n&o afete a integridade da amostra e as condi¢des de armazenamento,
pois elas podem gerar calor adicional. A iluminacdo incandescente, colocada
muito perto do material armazenado, pode fazer com que uma amostra
descongele total ou parcialmente. Neste caso, é recomendavel que se utilize
uma iluminacdo fluorescente ou outro tipo de iluminacdo que ndo cria uma
fonte de calor, para uso em iluminagdo de tarefas perto de materiais
congelados. (ISBER, 2012, p. 8).

A iluminacéo deve ser planejada e usada apropriadamente durante o armazenamento e
manuseio de determinados materiais biolégicos, pois alguns tém sensibilidade para certas

condicdes de iluminacéo.

. Sistemas Emergenciais de Energia

De acordo com a ISBER (2012, p. 9), os Biorrepositorios, geralmente, devem ser
armazenados em ambientes de temperatura constante e, portanto, necessita de um sistema
emergencial de energia elétrica. As fontes de alimentagdo ininterrupta, também chamada de
"backup de bateria" mantém um fornecimento continuo de energia elétrica aos equipamentos
conectados quando a energia da rede elétrica ndo esta disponivel. Conforme consta no item
anterior, 0 Gerador de Motor deve estar ligado aos equipamentos, para 0 caso de a energia
comercial vir a faltar. Para que isto seja possivel, “um nobreak [traducdo: sem intervalo] €

inserido entre a fonte de energia de utilidade comercial e o equipamento” (ISBER, 2012, p. 9),
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quando ocorre uma falha de energia ou uma anormalidade, o nobreak ir4 efetivamente mudar a

energia da rede elétrica para sua propria fonte de energia quase instantaneamente.

O Gerador de Motor € o tipo de energia de backup mais comum e mais utilizado, porém

cilindros contendo nitrogénio liquido (LN2) ou géas carbénico liquido (CO2), conforme descritos

mais adiante, também estdo disponiveis e sdo acoplados aos freezers mecénicos, no caso de

haver falha no resfriamento do sistema.

Gerador — possuem controles automaticos que os fazem produzir eletricidade quando a
energia comercial é interrompida. Tipicamente, sdo alimentados por diesel, gas natural
ou propano.

Nitrogénio Liquido (LN2) — alguns freezers mecénicos de ultrabaixa temperatura sao
alimentados por um sistema de backup de LN2 como fonte de energia (ver Figura 21).
A opcdo de backup LN é instalada no painel do congelador. E colocado dentro do
freezer um recipiente para nitrogénio liquido refrigerante e um sensor de temperatura.
Um cilindro de nitrogénio criogénico é conectado ao freezer através de um tubo. Uma
das extremidades do tubo € inserida dentro do recipiente no interior do freezer e a outra
¢ colocada no tanque criogénico. Em funcionamento, caso ocorra alteracdo de
temperatura em nivel superior ao limite pré-programado, o sistema de alarme é ativado
pelo equipamento e, imediatamente, sera injetado criogénio de reserva no congelador
para manter a temperatura predefinida. O fluxo de liquido é desligado automaticamente
qguando a porta ou tampa do congelador é aberta, pois o interruptor de bloqueio de
seguranca da porta evita a injecé@o de criogénico se a porta do congelador for aberta. O
sistema ¢ alimentado por bateria recarregavel. A luz de baixa bateria indica quando a
mesma precisa ser carregada. Qualquer congelador que implemente este tipo de sistema
de resfriamento de emergéncia deve ser projetado especificamente para acomodar o
material biol6gico adequado para 0 método e em quantidade preestabelecida.

Dioxido de Carbono Liquido (CO2) — alguns freezers mecéanicos de ultrabaixa
temperatura podem ser alimentados, ainda, por um sistema de backup de CO2 como
fonte de energia. Esta fonte possui 0 mesmo principio de funcionamento do LN, a
diferenga é que ao invés de utilizar nitrogénio liquido, o cilindro contém o liquido
refrigerante, gas carbdnico liquido, como fonte de energia.

O sistema de backup empregado deve ser determinado com base em uma avaliagéo de

gerenciamento de risco da instalagéo, regido e recursos disponiveis.
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Figura 19 — Freezer mecanico modelo DW-86L388J. Fabricante: Haier Biomedical. Um
cilindo contendo nitrogénio liquido refrigerante estd conectado ao freezer, a direita. Na parte
frontal do freezer esta instalado o painel de sistema backup e a parte superior, contém o
interruptor de energia de reserva.

B
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. Climatizacéo

Normalmente, as salas de armazenamento de material biol6gico precisam manter a
temperatura ambiente dentro de limites definidos. Segundo recomendacfes da WHO-IARC
(2007, p. 7), os aparelhos de ar condicionados devem resfriar o local o suficiente de modo a
manter a temperatura ambiente em torno de 22°C, a fim de evitar o excesso de carga nos
sistemas de compressores de freezers mecanicos e refrigeradores, a0 mesmo tempo ser capaz
de manter a temperatura aquecida o suficiente de modo a evitar o congelamento de agua nas
linhas de drenagem. Uma temperatura ambiente superior a indicada “pode resultar em desgaste

excessivo e falhas precoces dos equipamentos”. (ISBER, 2012, p. 7).

" Fluxo de ar

A sala de armazenamento de biorrepositdrios deve ter uma circulacéo de ar adequada,
com guantidade necessaria de ar condicionado para entrada de ar frio, com sistema de exaustor
instalado atras de cada freezer para saida de ar quente e respeitando o espaco entre 0s
equipamentos. Para a ISBER (2012, p. 7), estes cuidados evitardo a acumulagédo excessiva de

calor, umidade e condensacéo, pois tais eventos sao capazes de afetar a funcdo do compressor
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dos freezers e de levar ao crescimento de fungos, podendo afetar a integridade da amostra, além
de causar problemas de salde para o pessoal.

“As salas que contém tanques LN> devem ser equipadas com sistemas de fluxo de ar
apropriados acoplados a um sistema de alarme de nivel de oxigénio para evitar o acimulo de
N2 em caso de vazamento”. (WHO-IARC, 2007, p. 7). Nas RDC’s ANVISA supracitadas
constam que neste sistema, deve ter descarga para o ambiente externo do prédio e com entrada
de gas oxigénio, garantindo os niveis adequados deste gas no ambiente, e que o sistema de
exaustdo mecénica deva manter uma vazao minima de ar total de 75 (m®/h) / m? e que as grelhas

de captacéo do sistema de exaustdo mecanica devem ser instaladas proximas ao piso.

7. SISTEMA DE SEGURANCA E MANUTENCAO DOS EQUIPAMENTOS

v Sistema de seguranca para 0 bom funcionamento dos equipamentos

As instituicbes que utilizam tanques de Nitrogénio Liquido ou CO. como fonte de
energia para congelador mecanico, nas praticas de armazenamento de material biologico,
devem possuir alarmes sonoro e visual, interno e externo a sala de armazenagem, que alertem
para possiveis falhas no suprimento de nitrogénio liquido e/ou gas carb6nico do equipamento
de armazenamento e term&metro para monitoramento de temperatura ambiental, que indique
valores méximo e minimo. Quando utilizados congeladores mecénicos, estes devem possuir
sistema de alarme sonoro e visual para sinalizar condicdes de temperatura fora dos limites
especificados.

Os gases produzidos pela evaporagdo de LN2 e CO. séo muito frios e queima a pele,
quando desprotegida, portanto, total cuidado deve ser tomado para ndo deixar cair os cilindros
contendo estes gases. O gas LN produzido pela evaporacdo ndo é toxico, mas desloca o
oxigénio do ar e pode causar asfixia, tornando-se mortal, por esta razdo, a sala de
armazenamento que utiliza nitrogénio deve possuir sensor do nivel de oxigénio ambiental com
alarme. Oculos e roupas de protecdo devem sempre ser usados quando estiver trabalhando nos
sistemas contendo LN e COo.

Freezers de backup devem estar disponiveis para guarda de material biolégico em
Biorrepositorios, caso haja qualquer falha no equipamento de armazenagem. Para garantir que
0s sistemas de energia de backup funcionem de forma confiavel quando necessario, eles devem
ser testados rotineiramente.

Todos os sistemas de seguranca eletrénicos informatizados, como, monitoramento

ambiental, sensores de oxigénio, sistemas de ventilagdo e monitores dos sistemas de nitrogénio
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liquido, devem ser protegidos por um nobreak e a capacidade de armazenamento da CPU deve

ser testada, no minimo, anualmente.

v Sistema de acesso

Todo setor que contenha amostra bioldgica armazenada em Biorrepositorio deve
empregar sistemas basicos de segurancga para acesso a sala de armazenamento de material
bioldgico para garantir a protecdo dos espéecimes armazenados. A ISBER (2012), com base nas
melhores préaticas adotadas internacionalmente, lanca as seguintes recomendacoes:
- As areas que contenham recursos bioldgicos para fins de pesquisa devem ser equipadas com
um sistema que limita adequadamente o0 acesso as pessoas autorizadas. As portas devem ser
bloqueadas e o acesso deve ser, de preferéncia, por meios que controlam e gravam a entrada,
como o0s magnéticos (Figura 22). Quando forem empregadas chaves mecanicas, da-se
preferéncia as que ndo podem ser facilmente duplicadas. Deve ser mantido registro no sistema
eletronico de cada pessoa que tenha acesso aos Biorrepositorios. Somente as pessoas designadas
pelo Gestor devem ter acesso ao material armazenado. Freezers ou equipamentos de
armazenamento ambiental que guardam amostras valiosas ou sensiveis devem ser blogueados
individualmente;
NOTA: Recurso Bioldgico ¢ “uma colecao de espécimes bioldgicos e seus dados associados,
adquiridos para um proposito definido. ” (WHO-IARC, 2017, p. 2).
- Um sistema de alarme deve ser instalado para dectar a entrada de pessoas ndo autorizada, bem
como detectores de movimento e sensores de abertura de porta. Conforme apropriado, o
sistema deve gerar mudancas nos codigos e chaves de seguranca;
- Deve ter disponivel um profissional responsavel para responder frente as condicdes
contingenciais, a qualquer momento, para impedir ou minimizar a perda ou danos aos materiais
armazenados. Quando utilizado monitoramento com sistemas de chamadas remotos em
resposta a emergéncia, 0s sistemas devem iniciar chamadas para outro funcionario treinado
quando o primeiro individuo ndo reconhecer o alarme;
- Uma politica de acesso deve ser desenvolvida para visitantes as areas que contenham material
biolégico armazenamento em Biorrepositorio. Quando exequivel e apropriado, folhas de
registro escrita ou eletrénica, ou outros meios devem ser empregados para registrar, por
exemplo, o nome do visitante e 0 propdésito da visita. Os registros devem ser mantidos e
arquivados de acordo com as praticas de arquivo estabelecidas pelo setor. Os visitantes devem

ser acompanhados pela equipe em todos 0s momentos durante sua visita. E importante que 0s
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visitantes recebam crachas de identificacdo indicando claramente ao pessoal que eles foram
formalmente recebidos e sua presenca documentada.

Figura 20 — Acesso magnético por meio de cracha de funcionério autorizado — Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (2016).

v Sistema de seguranca contra incéndio

Para prevenir incéndio em estabelecimentos de salde que contenha armazenamento de
material biolégico, a RDC ANVISA n° 50/2002 aprovou as seguintes diretrizes: o deve ser
dotado de portas resistentes ao fogo com fechamento permanente. Ressalta-se que
“Fechamento” significa porta encostada, e ndo bloqueada ou chaveada. As portas devem ser
"de abrir" e nunca "de correr" ou giratérias. Todas as saidas de emergéncia tém de estar
sinalizadas. E recomendavel que haja sinalizaco nas paredes e pisos, porque a fumaca pode
encobrir a sinalizacdo mais alta. As circulagdes devem contar com sinais indicativos de diregdo
desde os pontos de origem de evacuacao até os pontos de saida. Toda porta que ndo seja saida,
deve ser sinalizada com o rétulo "SEM SAIDA".

Esta mesma Resolu¢do, recomenda que o setor deva instalar sistema de deteccdo de
incéncio com dispositivos de entrada (detectores automaticos, acionadores automaticos e
acionadores manuais); centrais de alarme (painéis de controle individualizados); dispositivos
de saida (indicadores sonoros, indicadores visuais, painéis repetidores, discagem telefonica
automatica, desativadores de instalagGes, valvulas de disparo de agentes extintores, fechamento
de portas CORTA-FOGO e monitores); e rede de interligacdo (conjuntos de circuitos que
interligam a central com os dispositivos de entrada, saida e as fontes de energia do sistema). A

extingdo do fogo pode ser feita por extintores moveis e hidrantes de parede, ou a combinacgao
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de ambos. As instalagfes automaticas de extingdo sdo indicadas para zonas de alto risco e cujo
contetido seja de grande valor.

v Alarmes para Equipamentos de Armazenagem

A RDC ANVISA n° 33/2006 recomenda que todos os alarmes devam ser precisamente
identificados e instalados em locais que permitam a sua observagdo constante e total. Esse
alarme deve ser sonoro e visual, sendo que este ultimo s6 pode ser apagado com o
restabelecimento das condigdes originais. Todos o0s alarmes precisam ser testados

periodicamente.

v Manutencdo dos equipamentos

Considerando, ainda, as recomendacGes da RDC ANVISA n° 33/2006, o setor deve
manter os equipamentos de medicdo calibrados, além de fazer os respectivos registros de
calibracdo e registros da origem e série dos equipamentos utilizados na calibracéo a fim de
garantir a rastreabilidade. Deve, ainda, manter e implementar um programa de manutencao
preventiva e corretiva de todos os equipamentos, onde conste um cronograma de intervencgao.
Os sistemas de fonte de energia ininterrupta devem ser incluidos em um plano de manutencéo
preventiva frequente. Os fatores criticos para 0s sistemas e equipamentos determinardo a
periodicidade dos testes preventivos. Todas as intervencdes realizadas nos equipamentos devem
ser registradas sistematicamente em planilhas, informando dia, responsavel pela intervencéo,
descricdo da intervencéo e, em caso de substituicao de pecas, lista das pecas substituidas.

Deve ser mantido registro didrio das condi¢bes dos equipamentos, refrigeradores,
congeladores ou reservatérios de armazenamento, documentando a temperatura, nivel de COs,
de nitrogénio e oxigénio, quando for o caso. As planilhas de controle das rotinas de uso e
manutencdo dos equipamentos e instrumentos devem ficar disponiveis para consulta. Os
equipamentos que necessitem funcionar com temperatura controlada devem possuir registro da
verificacdo da mesma, de forma periddica e definida pelo servico em documentos escritos.

Outras recomendacdes sao apontadas pela RDC ANVISA n° 09/2011, quais sejam: 0S
registros devem ser assinados e periodicamente revisados por uma pessoa qualificada; deve
haver um procedimento escrito, definindo a conduta a ser tomada em relagéo ao armazenamento
das amostras caso haja defeito nos equipamentos de estocagem; e o volume de nitrogénio

liquido, nos reservatorios deve ser controlado e registrado na freqiiéncia definida pelo Setor.
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8. RECURSOS HUMANOS

As orientagdes que seguem para estruturacdo dos Recursos Humanos sdo baseadas na

RDC ANVISA n° 56/2010:

o O Setor deve dispor de uma estrutura administrativa e técnico-cientifica. A equipe
profissional deve ser em quantidade suficiente e com formagao e capacitagdo compativel
com as atividades executadas;

o O servico deve promover um processo continuo de capacitagdo, compativel com as
fungdes desempenhadas pelo profissional, e manter disponiveis 0s respectivos registros;

o Para fins de comprovacdo de qualificacdo e capacitacdo poderdo ser apresentados
diplomas, declarac@es, cartas de recomendacao, atestados, cartas oficiais, dentre outros
congéneres;

o Acbes de capacitacdo realizadas no préprio laboratorio também poderdo ser
apresentadas, desde que estejam devidamente documentadas;

o A responsabilidade técnica pelo setor deve ficar a cargo de um profissional com
capacitacdo comprovada na area, e com registro no respectivo Conselho de Classe;

o A equipe técnico-cientifica deve garantir que as tarefas atribuidas sejam realizadas de
acordo com os POP’s preestabelecidos pelo setor. Os deveres de cada membro da equipe
devem coincidir com descric¢Ges de trabalho escritas.

9. REGISTRO, IDENTIFICACAO E RASTREABILIDADE DAS AMOSTRAS
ARMAZENADAS E INFORMACOES ASSOCIADAS

9.1 Registro

Os setores com area de armazenamento de material biolégico devem ter sistema de
registro para as amostras armazenadas em Biorrepositdrios, bem como seus dados associados,
que sejam facilmente recuperaveis e que permita a rastreabilidade do material bioldgico
armazenado, desde a sua obtencdo até o seu destino final, incluindo a sua anélise laboratorial.
A WHO-IARC (2007, p. 11) recomenda que o0s registros devem ser criados e mantidos de uma
maneira que permita a rastreabilidade total dos eventos, tais como: “consentimento informado,
coleta, processamento, preservacao, testes, revisao de registros e rotulagem”. A RDC ANVISA
33/2006 preconiza que os arquivos de documentos e registros referentes aos bancos de células
e tecidos germinativos devem estar disponiveis por todo o periodo de armazenamento das

amostras, e por um periodo minimo de 20 anos apos a sua utilizagao. Os registros séo relativos,
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dentre outros: aos dados do (a) doador (a); dados da coleta do material bioldgico; dados de
acondicionamento e transporte; processamento, criopreservagao e armazenamento; parametros
qualitativos iniciais e finais; data e motivo do descarte das amostras, quando couber;
identificacdo do executor; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo (a)
doador (a) ou seu responséavel legal. No caso especifico dos Biorrepositérios, deve-se
considerar, além destes, outros dados que o pesquisador julgar relevante para analise do
resultado da pesquisa.

A Resolucdo sugere, ainda, que os arquivos de registros podem ser mantidos pelos
seguintes meios: eletronico ou microfilmagem ou em livros de registro manual. No caso de uso
de informatica ou microfilmagem, os dados devem ser armazenados em duas copias (um
backup) e o banco deve comprovar que o sistema ndo permite fraudes ou alterac6es de dados e
devem estar acessiveis para inspecdo por auditoria interna e externa, autorizadas. Caso haja
necessidade de alteracdo em algum registro, manual ou informatizado, deve haver a
identificacdo do profissional que realizou a alteracéo. Este item merece uma ressalva, para 0s
Biorrepositorios, pois em alguns casos pode ser necessario destruir ou remover espécimes, a
pedido dos participantes do estudo ou por invalidade da amostra. Nestas circunstancias, 0s
registros devem ser adequadamente alterados para indicar que o espécime ja ndo faz parte da
colecdo e o sistema de gerenciamento de informacGes deve ser adequadamente atualizado para
sinalizar esse evento.

No caso do uso de livros de registro manual, deve haver um livro de registro de entrada
constando as informac6es relacionadas a amostra e ao doador, tais como: data da coleta;
identificacdo numérica ou alfanumérica da amostra coletada; nome completo do doador; tipo e
quantidade de amostra e aliquotas coletadas.

Outros pontos importantes estdo dispostos na RDC ANVISA n° 09/2011 que dispde
sobre o0s requisitos minimos para o funcionamento de Centros de Tecnologia Celular (CTC) de
células humanas e seus derivados para fins de pesquisa clinica e/ou terapia a qual determina
que todos os registros devem ser de carater confidencial, estando o sistema que mantém os
registros, bloqueado por meios definidos pela instituigéo.

Na falta de legislacdo especifica para setores que armazenam colegdes bioldgicas em
Biorrepositorios, estes sistemas de registros de arquivos descritos acima podem ser
empregados. Faz-se necessaria uma ressalva quanto ao tempo que 0s arquivos devem ser
mantidos, pois as legislacGes nacionais em que estabelecem os prazos minimos para registro
dos materiais biolégicos armazenados e suas informagdes associadas sdo para utilizacéo

terapéutica e varia muito, dependendo da finalidade do material armazenado. No que concerne
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ao registro de informagOes sobre amostras armazenadas para fins de pesquisa,
internacionalmente a WHO-IARC (2007, p. 11) estabeleceu que os registros dos dados
referentes as amostras armazenadas em repositérios biologicos devem ser mantidos por pelo
menos 10 anos apds o término do armazenamento da amostra ou distribuicdo desta. Como no
Brasil ainda ndo tem uma legislagdo que oriente tal conduta, a instituicdo deve determinar o
periodo de manutencdo dos registros referentes ao material bioldgico armazenados em
Biorrepositorios, levando-se em conta a natureza do registro e normativas nacionais vigentes.

Quando houver necessidade de se fazer correcGes ou alteracdes em um registro de copia
impressa, estas devem ser feitas com uma Unica linha desenhada sobre o texto alterado. As
correcBes devem ser assinadas e datadas pelo individuo que fez a correcdo ou mudanga. As
mudancas nos registros eletrénicos devem ser anotadas e rastreadas. As alteracdes rastreadas
devem incluir o nome do individuo que faz a mudanca, a hora e a data em que a mudanca foi
feita e o motivo da alteracdo. “As datas devem implementar um formato que ndo seja ambiguo,
como ddmmyyyy, onde d significa dia, m significa més e y significa ano”. (ISBER, 2012, p.
48, traducéo nossa).

Os registros eletrénicos devem ser periodicamente copiados para uma rede ou servidor
remotos seguros. Os computadores operados contendo 0s registros devem ser protegidos por
senha e devem usar mecanismos de tempo de espera automaticos que bloqueiam o computador
(por exemplo, protetor de tela). Devem ser definidas as pessoas com autorizagao para acessar

0s registros e a instituicdo devera disponibilizar a permissdo ao acesso.

9.2 Identificagdo

A OMS (2005) prevé que o participante da pesquisa receba um Cédigo de Identificagdo
que é utilizado, ao invés do nome, pelo pesquisador em situacbes especificas. Este codigo
corresponde a um “identificador tnico [ID] que o pesquisador designa a cada participante do
estudo de forma a proteger sua identidade. ” (OMS, 2005, p. 52). Por outro lado, a ISBER
(2012, p. 58) dispde que as amostras coletadas devem ser identificadas com um cédigo ou
identificacdo exclusiva (ID), ndo constando nenhuma informagdo relacionada ao sujeito da
pesquisa ou sobre seu ID, de forma a proteger a sua privacidade e a confidencialidade, ao
mesmo tempo em que seja possivel estabelecer de forma segura, vinculo com todas as etapas
de manipulacdo da amostra e ao participante.

A RDC ANVISA 33/2006 preconiza que cada uma das aliquotas obtidas a partir da
amostra deve receber a mesma identificagcdo desta, e a identificacdo deve ser feita com etiquetas

resistentes a baixas temperaturas e impermeaveis, seguindo as informacdes do fabricante sobre
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as condicOes de resisténcia da etiqueta. Para a identificagcdo do doador e sua respectiva amostra,
esta Resolucdo recomenda que seja atribuido um sistema numérico ou alfanumérico. A
identificacdo deve acompanhar todo o material durante o0s testes, processamento,
criopreservacao, armazenamento, descongelamento e liberacao.

Exemplo prético destas orientacBes pdde ser observado por Gittler (2016)° quando
acompanhou a organizagdo de dois tipos de Biorrepositorios no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre/HCPA durante o seu estagio supervisionado. Um dos Biorrepositorios pertence a “uma
investigacdo multicéntrica de coorte, composta por seis instituicbes publicas de ensino superior
e pesquisa das regides, Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil” (Giittler, 2016, p. 6. Trabalho nédo
publicado). O outro se trata de um ensaio clinico randomizado, também multicéntrico. As
formas de organizacdo para os dois Biorrepositérios sdo muito similiares, as quais serdo
explicadas a seguir:

No quesito cadastro do participante da pesquisa e geracéo do ID do participante, Guttler
(2016) explica que:

No momento em que o sujeito decide participar da pesquisa para a qual foi
convidado (a), é realizado o seu cadastro por um membro da equipe treinado
para tal, constando as informagfes do participante, com isso, eles recebem
automaticamente um cddigo de identificacdo (ID), que € Unico para cada
sujeito e que fica em outro cadastro separado das informacgdes a eles
associadas. O material biolégico obtido para os dois projetos, sdo
encaminhados para exames, e aliquotas sdo armazenadas em Biorrepositorio
do hospital [...]. (GUTTLER, 2016, p. 6).

Baseado nestas informacdes foi elaborado um modelo de formuléario, visando a criagédo
do sistema de cadastro do participante da pesquisa e geracdo do ID (ldentificador Unico) do
participante, o qual esta disposto ao final deste Manual no APENDICE J.

Apbs realizar a coleta do material biolégico no estudo supracitado, 0 mesmo é

encaminhado para processamento. Nesta etapa, Gittler (2016) da a seguinte explicacdo:

Na sala de processamento, a técnica [...] anotou a hora de chegada das
amostras e as colocou em um recipiente com gelo, em seguida preparou 0s
criotubos para armazenamento das aliquotas [...]. Os tubos contendo o
material biol6gico dos (as) participantes continham aproximadamente 04 mL,
os quais foram centrifugados e posteriormente aliquotadas em 04 aliquotas de
01 mL para cada amostra, 03 destas aliquotas foram reservadas para colecdo
de Biorrepositorio e guardadas no centro compartilhado de material bioldgico
da instituicdo [Figura 21] e 01 aliquota foi encaminhada ao laboratério para
realizagdo de exames [...]. O horério de término do processamento foi anotado
pela técnica e tanto as aliquotas dos Biorrepositorios como para 0s exames

10 GUTTLER, M. C. S. Relatdrio Final de Estagio Supervisionado do Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Porto Alegre, 29 p. Trabalho néo publicado.
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foram acondicionados em uma caixa térmica com gelo para transporte, para
serem distribuidas no local de armazenamento dos Biorrepositorios e no
laboratdrio, respectivamente. (GUTTLER, 2016, p. 6).

No que se refere a rotulacédo e registro do material bioldgico coletado, Guttler (2016)
explica que o procedimento ocorreu da seguinte forma:

As amostras chegaram a sala de processamento do laboratorio no Centro de
Pesquisa Clinica/CPC, identificadas pelo ID do participante, sem nenhuma
informacédo referente ao sujeito da pesquisa. Um sistema de computador,
criado exclusivamente para gerenciar os projetos, geram automaticamente as
etiquetas com o ID do participante que sdo coladas nos tubos para coletas. Em
uma planilha em Excel, nos computadores do laboratério, a técnica registrou
esses nimeros contidos nas etiquetas de cada tubo para coleta, cabe destacar
gue estes computadores possuem dois discos de armazenamento, sendo um
para backup. As etiquetas presentes no tubo de coleta foram reservadas. Em
seguida foram geradas pelos computadores do laboratério, etiquetas contendo
codigos de barras a serem coladas nos criotubos que iriam receber as aliquotas,
tanto para 0s exames quanto para a bioteca (Biorrepositorios) e para o
Controle de Qualidade. O cbdigo é uma sequéncia de nUmeros que
corresponde, cada um, a alguma informacéo, como, o nimero do projeto,
numero diferenciado para tipos de tubo do laborat6rio, nimero especifico para
0 participante e ordem da amostra, sendo que cada codigo é exclusivo para
cada amostra. Essas etiquetas com os codigos de barra foram impressas em
material adesivo, proprio para criogenia, e coladas nos criotubos. Cada cédigo
de barra foi associado ao numero de identificacdo Unica de cada tubo
registrado na planilha em Excel [Figura 22]. Com isso, € possivel separar a
identificacdo [desidentificacdo] das aliquotas armazenadas na bioteca, dos
nameros de registros das amostras coletadas, e a0 mesmo tempo garantir a sua
localizagdo quando necessério, bastando ler o codigo de barra presente no
tubo. Quando quiser recuperar o ID da amostra originaria, basta ler o codigo
de barras presente no criotubo contendo a aliquota. E pertinente frisar que a
leitura em codigo de barra permite localizar o cadastro das amostras, bem
como a localizacdo de suas aliquotas no equipamento de armazenagem e ndo
as informacgdes referentes ao participante da pesquisa, garantindo a
privacidade e confidencialidade das informagGes associadas a amostra e ao
participante de pesquisa. (GUTTLER, 2016, p. 6).

Considerando, ainda, tais informacdes, foi desenvolvido um modelo de formulério,
visando a criacdo do Sistema de Cadastro de Amostra Bioldgica e geracdo do ID (ldentificador
Unico) da amostra armazenada, o qual esta disposto ao final deste Manual, no APENDICE K.



153

Figura 21 — Freezers do Centro Compartilhado de Material Biologico do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre/HCPA (2016)/.7 ’

Figura 22 — Monitor de computador (a esquerda) mostrando Planilha em Excel contendo o
registro de ID das cole¢des de amostras de dois tipos de Biorrepositérios, e Leitor de Codigo
de Barras (a direita) para rastreabilidade das amostras no HCPA (2016).
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9.3 Rastreabilidade

Rastreabilidade é a “capacidade de recuperacdo do histdrico, da aplicacdo ou da
localizagdo daquilo que estd sendo considerado, por meio de identificagdes registradas”
(BRASIL, 2015, p. 2).

A instituicdo que armazena material bioldgico para pesquisa, seja como Biorrepositorio
ou Biobanco, dispde de uma variedade de forma que possa ser adotada, para permitir a
manutencdo efetiva dos registros e melhorar a consisténcia no rastreamento e monitoramento
das amostras e informagdes associdas. Exemplos de “formas efetivas incluem formularios ou
planilhas eletronicas nos quais deve constar a data em que a verséo foi criada. ” (ISBER, 2012,
p. 47).

Um exemplo de ferramenta que permite identificar as amostras e a0 mesmo tempo
rastrear as informacgOes associadas a coleta, processamento e armazenamento, € o Cddigo
PREanalitico Padrdo / em inglés, “Standard PREanalytical Code” (SPREC), desenvolvido pelo
Grupo de Trabalho de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da ISBER.

O codigo SPREC é um sistema de codificacdo determinado pelas condicbes pré-
analiticas padrdo obtidas durante a manipulacdo do material biolégico humano, como fluidos
corporais, biospecimens sélidos e seus derivados simples. Para a rotulagem de cada amostra, é
atribuido um codigo de sete elementos que identifica as principais variaveis pré-analiticas. Estes
elementos possuem uma ordem definida, com letras pré-estabelecidas para cada variavel,
separados por seis hifens, como bem explica Betsou et. al (2010):

O primeiro elemento do codigo corresponde ao tipo de amostra, tanto para
fluidos corporais como para bioespécimen sélidos; o segundo elemento do
codigo corresponde a — tipo de recipiente primario para fluidos e tipo de coleta
para bioespécime solida; o terceiro elemento do cddigo é relativo ao tempo e
temperatura da pre-centrifugacdo para fluidos e tempo de isquemia quente
para solidos; o quarto elemento do codigo indica o método da primeira
centrifugacdo para fluidos e tempo de isquemia fria para sélidos; o quinto
elemento do codigo corresponde & segunda centrifugacéo para fluidos e tipo
de fixacdo para sélidos; o sexto elemento de codigo designa o tempo e
temperatura de pds-centrifugacdo para fluidos e tempo de fixacéao para sélidos
e; 0 sétimo elemento do cddigo designa a condicdo de armazenamento tanto
para fluidos corporais como para amostras solidas [...]. Por exemplo, uma
amostra cujo rétulo consta os seguintes elementes de codigos SER-SST-A-E-
N-A-G. Isto corresponde a uma amostra de soro (SER) que foi coletada de um
tubo de coleta de soro (SST), cujo atraso de pré-centrifugacdo é <2 horas a
temperatura ambiente (A); a centrifugacao foi feita & temperatura ambiente de
3.000 a 6.000 g com travagem (E). Apenas um passo de centrifugacéo foi feito
(N) e o atraso entre centrifugacdo e congelamento foi <1 hora em 3°C a 7°C
(A). O soro foi armazenado em palhetas a uma temperatura entre -85°C e -
60°C (G). (BETSOU et al. 2010, p. 1006, traducao nossa).
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Estes codigos devem ser integrados ao sistema de cadastro eletrénico das amostras do
Biorrepositorio, de modo que estejam dissociados das informagGes relativas ao sujeito da

pesquisa.

10. CONTROLE DE QUALIDADE

A ANVISA através de diversas RDC’s, como a de n® 56/2010 prevé que os laboratorios
devem implantar um sistema da garantia da qualidade de seus processos, o qual devera incluir,
dentre outros: a realizacdo de procedimentos, com base em protocolos definidos e, quando
couber, validados; procedimentos para deteccao, registro, correcdo e prevencao de erros e ndo
conformidades, incluindo a realizacdo de controle de qualidade interno do laboratério e controle
de qualidade da unidade; e a rastreabilidade de todos os seus processos. Esta resolucdo
preconiza ainda que, quando estiverem resultados fora dos critérios predefinidos, devem ser
realizadas acOes para corrigir o problema e evitar resultados incorretos, mantendo-se 0s
registros dos erros, ndo conformidades e medidas adotadas; e relatérios de avaliacdo contendo
as acOes corretivas e preventivas adotadas devem ser emitidos.

Sobre este tema, a OMS (2005) apresenta 0s seguintes conceitos:

Controle de Qualidade (CQ) sdo as técnicas e atividades operacionais
desempenhadas dentro do sistema de garantia de qualidade para confirmar que
as exigéncias de qualidade das atividades relativas ao estudo foram cumpridas
[...], Garantia da Qualidade (GQ), por sua vez, sdo todas as agdes sistematicas
planejadas estabelecidas para garantir que o estudo esta sendo conduzido e
que os dados sdo gerados, documentados (registrados) e relatados em
consonancia com as boas praticas clinicas (BPC) e as exigéncias regulatdrias
aplicaveis (BPC). (OMS, 2005, p. 56).

Diversas ferramentas de gestdo da qualidade para atingir exceléncia nos resultados estéo
disponiveis, como, Esquema Cinco-Q, Fluxograma, Folhas de PDCA (Planejar, Executar,
Verificar, Agir), Analise SWOT, Seis Sigma, Analise de Modos de Falhas e Efeitos (FMEA), e
outros. Cada uma € indicada para acoes especificas, seja processo, produto e servigo, e exige
uma avaliagdo por parte dos gestores e profissionais envolvidos nas atividades, na hora de

incorporar a instituicao.



156

11. PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRAO (POPS)

Cada unidade de armazenamento de material bioldgico, segundo a (ISBER, 2012, p.
25, traducdo nossa) “deve desenvolver politicas e procedimentos escritos e padronizados para
garantir que todas as amostras sejam adequadamente e consistentemente coletadas e
armazenadas”.

A RDC ANVISA n° 33/2006 preconiza que os POPs devem ser revisados de forma
regular e rotineira ou em resposta a incidente e falhas, em conformidade com o sistema de
Gestdo de Qualidade, e assinado e datado pelo responsavel técnico do Setor.

As duas recomendacdes acima estdo em consonancia com OMS (2005, p. 5) que
considera a necessidade de se estabelecer diretrizes para “garantir que os dados obtidos com a
pesquisa sejam armazenados de forma adequada e que possam ser confirmados,
independentemente de onde o estudo for conduzido”. Nesta perspectiva a elaboragdo e uso de
Procedimento Operacional Padrdo embasado nas normatizacbes e evidéncias cientificas
pertinentes, se apresenta como um instrumento de gestdo potente, dando diretiva as novas
formas de ser fazer a prética.

Procedimentos Operaionais Padrao (POPs) sdao “instrucfes escritas detalhadas para
alcangar a uniformidade na execu¢do de uma fun¢do especifica” (OMS, 2005, p. 25). Com a
cricdo ISO (Organizacdo Internacional de Normalizacdo; em inglés: International Organization
for Standardization) em 1947, em Genebra, foram desenvolvidas as normas técnicas I1SO (1SO
9000; ISO 9001; I1SO 9004 e 1SO 19011) para implementar e operar sistemas de gestdo de
qualidade eficazes em apoio as organizacdes, de todos os tipos e tamanhos, a nivel mundial, a
fim de promover a padronizacao de seus produtos e servicos.

As empresas brasileiras, especialmente a partir da década de 90, foram expostas aos
efeitos da abertura do mercado e da globalizacéo e precisaram rever seus processos produtivos
para implantar os sistemas da qualidade, requeridos pelas normas da série ISO 9000. “Uma das
exigéncias para obter a certificacdo 1SO 9000 é que as empresas documentem todas as suas
atividades ou seus processos” (PEINADO, 2004, p. 141).

O Procedimento Operacional Padrao (POP), seja técnico ou gerencial, “é a base para
garantia da padronizacdo de suas tarefas e assim permitirem a seus usuarios um Servigo ou
produto livre de varia¢@es indesejaveis na sua qualidade final” (DUARTE, 2005, p. 1).

A sequéncia dos passos a serem seguidos nos POP’s pode ser apresentada sob a forma

de texto ou na forma gréfica (Fluxograma). “Fluxogramas sdo formas de representar, por meio
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de algoritmos, cada um representando uma caracteristica definida, a sequéncia dos passos de
um trabalho para facilitar sua analise” (PEINADO, 2004, p. 149).

Para a correta compreensdo dos fluxogramas, é fundamental o conhecimento do que
cada simbolo padrdo, utilizado em sua construcao, representa:

Oval - cada algoritmo comega com um desenho oval, representando uma
caracteristica definida.

Circulo grande ou figura oval - usado como “saida”, ou seja, a cada vez que
um processo chega a uma etapa conclusiva. Desse elemento grafico ndo
partem flechas, é figura de encerramento.

Hexagonal/losango - as decisfes mais importantes sdo representadas pelos
hexagonos ou losangos, os quais tém somente dois possiveis desfechos: sim
ou ndo (pontos dicotbmicos). Sdo decisivos para 0s proximos passos e, por
isso, séo denominados pontos de deciséo.

Retangulos — representa grupos especificos do processo nos quais as
intervencgdes devem ser realizadas.

Circulos pequenos - uma ligagdo com outra parte da diretriz clinica. Isto
elimina a seta que iria para trds ou um entrecruzamento.

(WERNECK, 2009, p. 59)

Quanto ao POP apresentado na forma de texto, a EBSERH (2014) descreve através do
Manual de Padronizacdo de POPs que o Procedimento Operacional Padrdo deve conter, dentre
outros, 0s seguintes elementos: nome do procedimento; historico de revisdes; objetivo;
documentos relacionados; local de aplicacdo; responsavel pelo procedimento (cargo);
procedimento contendo as informacdes gerais e a descri¢ao das tarefas; e referenciais teoricos.
O Manual de padronizacdo da EBSERH explica, ainda, que uma vez a institui¢ao tenha definido
a formatacédo de seus POPs, este padrdo deve ser seguido tanto pela Sede como pelas filiais da
referida instituicdo. Além disso, o0 Manual chama a atencdo para o fato de que:

Os Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs) sdo documentos
imprescindiveis para o exercicio de qualquer tarefa realizada com qualidade,
eficiéncia e eficacia, obedecendo critérios técnicos e observando normas e
legislacdo das areas pertinentes. Os POPs servem de veiculo para que as
informacGes acerca dos mais diversos processos cheguem com seguranca ao
executor. (EBSERH, 2014, p. 7).
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APENDICE A - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO GERAL PARA
COLETA DE SANGUE NOS SETORES DE PESQUISAS DO HU-UFMA.

HISTORICO DE REVISOES

Autor/responséavel

Data Versao Descricao Gestor do POP

por alteracdes
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OBJETIVOS

o Padronizar o procedimento de coleta de sangue venoso, para que seja seguido pelos
setores de pesquisas do HUUFMA, visando garantir que as etapas inerentes a coleta de
sangue dos participantes da pesquisa sejam cumpridas de forma segura e eficiente, de
modo a obter resultados analiticos de alta qualidade;

o Garantir que as informac0es referentes ao Participante da Pesquisa, a coleta e material
coletado, sejam registradas de forma fidedigna e seguras, respeitando o principio da

confidencialidade e rastreabilidade.

DOCUMENTOS RELACIONADOQOS

o Formulario de Registro de Coleta de Sangue;
o Sistema de Cadastro do Participante de Pesquisa.
GLOSSARIO

. ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
o CEPEC - Centro de Pesquisa Clinica
o CPDR - Centro de Prevencdo de Doencas Renais

o HUUFMA — Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo

. ID — Identificador Unico

o LEGH — Laboratério de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade
o POP — Procedimento Operacional Padrao

o TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

APLICACAO

O POP sera aplicado nos seguintes Setores de pesquisas do HU-UFMA:
o CEPEC

o LEGH

o CPDR



165

LISTA DE FIGURA

Né&o se aplica

LISTA DE QUADROS

Né&o se aplica

INFORMACOES GERAIS

O POP aplica-se a:

Pesquisadores dos grupos de pesquisas dos Setores de Pesquisa do HUUFMA, treinados
para aplicar o TCLE com os participantes de pesquisas;

Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes nos Setores de
Pesquisa do HUUFMA, qualificados para realizar coleta de sangue venoso dos
participantes da pesquisa que, em um momento anterior, deu o0 consentimento através
do TCLE;

Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes nos Setores de
Pesquisa do HUUFMA, treinados para cadastrar as informacdes referentes a amostra
coletada e ao participante da pesquisa e suas informacOes associadas que, em um

momento anterior, deu o consentimento através do TCLE.

DESCRICAO DAS TAREFAS

Conversar previamente com o participante, em local reservado, convidando-o a fazer
parte da pesquisa;

Obter, de antemdo, o consentimento do participante por meio de sua assinatura do
TCLE;

Realizar o cadastro do Participante da Pesquisa no momento em que ele consentir
participar da pesquisa para a qual foi convidado (a), através do TLCE (APENDICE J);
Gerar, atraves do cadastro, um cédigo de identificacdo (ID) do participante, que € Unico
para cada sujeito (APENDICE J).



166

Preparar o Participante da Pesquisa:

Transmitir instrucdes escritas para o participante da pesquisa, previamente e quando
adequado, sobre as condicOes requeridas para a realizacdo do exame, informando-o,
sobre a necessidade de interrup¢do do uso de alguma medicacdo, dieta especifica,
mudancas na pratica de alguma atividade fisica, necessidade de estar em jejum ou
horario maximo permitido para a ultima refeicdo antes da realizacdo da coleta.

Definir o Horéario de Coleta:

Respeitar a orientacdo constante na solicitacdo do exame, para o periodo de jejum,
evitando periodos muito prolongados, acima de 16 horas;

Realizar a coleta em um horario alternativo, apropriado para o estudo de pesquisa, caso
ndo seja necessario estar em jejum;

Realizar a coleta, sempre que possivel, de forma conjunta com os procedimentos
necessarios para diagnostico e tratamento.

Organizar o Ambiente para o Procedimento de Coleta:

Conferir e ordenar todo o material a ser utilizado na coleta: impressora de rotulo; tubos
de coleta; seringa; agulhas de calibre apropriado; adaptador de agulha para coleta de
sangue a vacuo; alcool isopropilico 70%; gaze; curativo/esparadrapo; luvas (sem latex
€ a mais recomendada); garrote, rack; recipiente para materiais perfuro-cortantes; e
Formulério de Registro de Coleta de Sangue (APENDICE J);

Apresentar-se ao participante da pesquisa de forma cortés, profissional e sensivel as suas
necessidades, estabelecendo comunicacdo e respeitando a confidencialidade do
participante;

Solicitar documento de identificacdo do Participante de Pesquisa;

Verificar se o consentimento informado foi obtido através do TCLE;

Verificar se as condi¢des de preparo e 0 jejum do paciente estdo adequados;

Imprimir a (s) etiqueta (s) gerada (s) através do Cadastro do Participante e identificar os
tubos na frente do individuo e garantir que as informacdes nos rotulos dos tubos de
coleta de sangue correspondam as informaces do participante. A coleta de sangue deve
ser em tubos apropriados, pré-definidos de acordo com o objetivo da pesquisa.
Procedimento de Coleta de Sangue Venoso Utilizando Tubo a Vacuo

Abrir o lacre da agulha de coleta maltipla de sangue a vacuo em frente ao paciente;

Rosquear a agulha no adaptador do sistema a vacuo;
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3. Higienizar as maos com agua e sabdo ou com &lcool isopropilico a 70% (consultar a
Figura 7 deste Manual);

OBS.: a friccdo com alcool reduz em 1/3 o tempo despendido pelos profissionais de salde para
a higiene das méos.

4. Calcar as luvas;

5. Posicionar o Participante. O Participante deve sentar-se em uma cadeira, deitar-se ou
sentar-se na cama. Estender o braco do Participante, inclinando-o para baixo na altura do
ombro;

6. Aplicar o torniquete para expor as veias. Pedir ao participante que feche a médo para
evidenciar a veia. Apés a localizacdo da veia, afrouxar o torniquete e esperar 02 minutos para
utiliza-lo novamente;

Obs.: N&o bater na veia com os dois dedos, pois esse tipo de procedimento provoca hemdlise
capilar; e, portanto, altera o resultado de certos analitos.

7. Selecionar o local apropriado para a puncdo venosa. Evitar areas com cicatrizes
excessivas ou hematomas;

Obs.: Embora as veias da mao e do punho sejam aceitaveis, é ideal selecionar uma veia da fossa
antecubital.

8. Fazer a antissepsia do local da venopuncdo. Utilizar uma gaze umedecida com alcool
isopropilico 70% ou &lcool etilico fazendo um movimento circular do centro para fora;

Q. Permitir a secagem da area por 30 segundos para prevenir hemolise da amostra e reduzir
a sensacdo de ardéncia na venopuncao;

Obs.: N&o se deve assoprar, abanar e tocar no local ap6s a antissepsia.

10.  Garrotear o brago do participante sem apertar muito, pois o fluxo arterial ndo deve ser
interrompido;

OBS.: O torniquete deve ser posicionado de 7,5 a 10,0 cm acima do local da pungédo e com o
laco para cima, a fim de evitar a contaminacao da area de puncao.

11.  Fazer a puncdo numa angulacdo obliqua de 30° em relacdo a superficie do braco, com o
bisel da agulha voltado para cima;

12. Inserir o primeiro tubo a vacuo, seguindo a sequencia correta;

13.  Quando o sangue comecar a fluir para dentro do tubo, desgarrotear o braco do individuo
e pedir para que abra a méo;

14. Realizar a troca dos tubos sucessivamente, seguindo a ordem correta (consultar Quadro
1 deste Manual);
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15.  Homogeneizar imediatamente apos a retirada de cada tubo, invertendo-o suavemente de

5a 10 vezes, conforme orientagdes do fabricante dos tubos (consultar Figura 9 e Quadro 4 deste

Manual);

16.  Remover a agulha apos a retirada do Gltimo tubo;

17.  Fazer a compressao no local da puncdo, em geral, de 1 a 2 minutos com algod&o ou gaze

seca para evitar a formacgdo de hematomas e sangramentos;

18.  Descartar a agulha em recipiente para materiais perfurocortantes;

19. Fazer curativo oclusivo no local,

20.  Orientar o paciente a ndo dobrar o braco, ndo carregar peso ou bolsa a tiracolo no mesmo

lado da puncéo por, no minimo, 1 hora, e ndo manter a manga dobrada, pois pode funcionar

como torniquete;

21.  Verificar se ha alguma pendéncia, fornecendo orientac6es adicionais ao paciente, se for

Necessario;

22.  Preencher o Formulério de Registro Coleta de Sangue (APENDICE E);

23.  Colocar as amostras em local adequado ou encaminha-las imediatamente ao

processamento.

OBS.: Caso o material coletado necessite ficar sempre refrigerado até o seu processamento, nao

deixar o sangue em contato direto com gelo, pois pode ocorrer hemolise da amostra.
Procedimento de Coleta de Sangue com Seringa e Agulha

1 Abrir a seringa na frente do paciente;

2 Higienizar as maos;

3 Calcar as luvas;

4. Seguir os passos de “5” a “10” do item anterior;

5 Retirar a protecdo da agulha hipodérmica;

6 Fazer a puncdo numa angulacdo obliqua de 30° em relacdo a superficie do braco, com o

bisel da agulha voltado para cima;

7. Desgarrotear o brago do individuo assim que o sangue comecar a fluir dentro da seringa;

8. Aspirar devagar o volume necessario, de acordo com a quantidade de sangue requerida

na etiqueta dos tubos a serem utilizados.

OBS.: Aspirar 0 sangue, evitando bolhas e espuma, com agilidade, pois 0 processo de

coagulacao do organismo do paciente ja foi ativado no momento da pungéo.

9. Retirar a agulha da veia do paciente;

10. Fazer a compressédo no local da puncéo, em geral, de 1 a 2 minutos com algoddo ou gaze

seca para evitar a formacéo de hematomas e sangramentos;
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11.  Descartar a agulha em recipiente adequado, sem a utilizagdo das méos (ndo desconectar
a agulha e ndo reencapar). Caso esteja usando agulha com dispositivo de seguranca, ativar o
dispositivo e descartar a agulha no descartador para objetos perfurocortantes;

12.  Apos a coleta, utilizar um dispositivo de transferéncia de amostra;

13.  Conectar o dispositivo de transferéncia na seringa, introduzir o tubo a vacuo e aguardar
0 sangue parar de fluir em direcdo ao interior do tubo. Realizar a troca de tubo sucessivamente
de acordo com a ordem correta.

14.  Homogeneizar imediatamente apos a retirada de cada tubo, invertendo-o suavemente de
5 a 10 vezes, conforme orientacGes do fabricante dos tubos (consultar Figura 9 deste Manual);
15.  Descartar o dispositivo de transferéncia de amostra e a seringa;

16.  Fazer curativo oclusivo no local;

17.  Seguir os passos de “19” a “23” do item anterior.

111 MAPEAMENTO

Né&o se aplica

REFERENCIAIS TEORICOS

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI/ NCCLS). Procedures
for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture; Approved Standard - Fifth
Edition. CLSI/NCCLS document H3-A5 Vol.23 N°32 (Replaces H3-A4 Vol.18 N° 7). Wayne,
PA USA: NCCLS, 2003.

Empresa Brasileira de Servigos HospitalaressEBSERH — Coordenado pela Secretaria Geral.
Manual de Padronizagédo de POPs. Brasilia: EBSERH, 2014, 16p.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL.
Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML): Coleta de Sangue Venoso. 22 ed. Barueri, SP: Minha Editora, 2010.
SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL.
RecomendacBes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML): Coleta e Preparo da Amostra Biologica. — Barueri, SP: Minha Editora, 2014.
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APENDICE B - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO GERAL PARA
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA DE SANGUE

HISTORICO DE REVISOES

Autor/responsavel

por alteracGes

Data Verséo Descricao Gestor do POP
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OBJETIVOS

Padronizar o procedimento de processamento de sangue, para que seja seguido pelos
setores de pesquisas do HUUFMA;

Assegurar que o Soro, o Plasma e o Buffy-Coat (Gl6bulos Brancos) sejam processados
e separados, de forma segura e eficiente, de modo a obter resultados analiticos de alta
qualidade nas pesquisas;

Garantir que as informacdes referentes ao processamento e armazenamento de amostra,
sejam registradas de forma fidedigna e seguras, respeitando o principio da
confidencialidade e rastreabilidade;

Garantir que o material de pesquisa processado seja armazenado em recipiente e
equipamento adequado, de acordo com as recomendacdes técnicas; e posicionado em
localizacdo exata na caixa, estante e equipamento, conforme pré-estabelecido pelo

técnico responsavel.

DOCUMENTOS RELACIONADQOS

Formulério de Registro de Processamento e Armazenamento de Sangue;

Sistema de Cadastro de amostra bioldgica.

GLOSSARIO

CEPEC - Centro de Pesquisa Clinica

CPDR — Centro de Prevencdo de Doencas Renais

EPI — Equipamento de Protecédo Individual

HUUFMA — Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
ID — Identificador Unico

LEGH — Laboratorio de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade
POP — Procedimento Operacional Padrao

R — Raio

RCF — Forga Centrifuga Relativa

RPM — Velocidade de rotagdo do motor em rotagdo por minuto



APLICACAO

O POP sera aplicado nos seguintes Setores de pesquisas do HU-UFMA:

. CEPEC
. LEGH
. CPDR
LISTA DE FIGURA
N&o se aplica
LISTA DE QUADROS
Né&o se aplica

l. INFORMACOES GERAIS
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o O POP aplica-se aos pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes

nos Setores de Pesquisa do HUUFMA, qualificados para realizar o processamento das

amostras de sangue venoso coletados dos participantes da pesquisa, e treinados para

anotar as informac0es referentes a etapa de processamento das amostras.

1. DESCRICAO DAS TAREFAS

1. Realizar o cadastro da amostra no Sistema de Cadastro de Amostra (APENDICE K);

2. Gerar, através do cadastro, um cadigo de identificacdo (ID) da amostra, que € Gnico para

cada amostra, de modo que esteja associado ao ID constante no tubo (APENDICE K).

3. Organizar o Ambiente Para o Processamento das Amostras: colocar os EPI’s (touca,

mascara, propé, luvas, avental e 6culos); conferir e ordenar todo o material a ser utilizado no

processamento de amostras (tubo de coleta contendo a amostra, criotubo, tubo de transferéncia,

etiqueta, centrifuga, micropipeta, ponteira de pipeta, caixa para armazenamento de criotubo,

rack, papel toalha, alcool isopropilico a 70% pipeta pasteur, descartex, e Formulario de Registro

de Processamento e Armazenamento de Sangue (APENDICE F); limpar a bancada com papel

toalha umedecido com alcool isopropilico a 70%.
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Processamento de Sangue para Obtencéo de Plasma e Buffy-Coat
OBS.: O tempo decorrido entre a coleta e o processamento da amostra depende do uso
pretendido na Pesquisa. Portanto, deve-se respeitar o tempo pré-estabelecido pelo estudo,
observar o horario que foi realizado a coleta e registrar as informacdes referentes aos horarios
durante a etapa de processamento da amostra.
4. Colocar os tubos de coleta contendo as amostras na centrifuga. Utilizar sempre
cacambas ou cubetas apropriadas nas centrifugas, de tamanho especifico para os tubos usados,
certificar-se de que os tubos estejam corretamente encaixados na cacamba da centrifuga e
balancear os tubos para minimizar o risco de quebra;
OBS.: Os tubos devem ser agrupados de acordo com o tipo, por exemplo: tubos com 0 mesmo
volume de aspiracao, tubos de tamanhos iguais, tubos de vidro com tubos de vidro, tubos com
0 mesmo tipo de tampa ou rolha de protecdo, e tubos de plastico com tubos de plastico. Para
centrifugacdo de tubos de coleta a vacuo, é mais recomendado o uso de centrifugas de angulo
movel (tipo swing-bucket), ndo refrigeradas, do que centrifugas de angulo fixo, pois as barreiras
obterdo maior estabilidade.
5. Registrar no Formulario de Registro de Processamento e Armazenamento de Sangue
data e hora do inicio do processamento da amostra (APENDICE F);
6. Centrifugar o sangue total por 20 a 30 minutos a 1500RPM (consultar o Quadro 8 deste
Manual);
OBS.: Os tubos ndo devem passar por um segundo processo de centrifugacdo ap6s a formacéo
da barreira. Sangue Total é o sangue coletado em tubo com anticoagulante, sem ter passado
pelo processo de centrifugacao.
7. Aguardar até que a centrifuga pare completamente e, em seguida, retire os tubos, avalie
o0 aspecto final da amostra para verificar a presenca de hemolise e disponha o tubo verticalmente
em uma rack em cima da bancada;
8. Imprimir a (s) etiqueta (s) gerada (s) através do Cadastro da Amostra e Informacdes
Associadas e etiquetar os criotubos que irdo receber as aliquotas de plasma e de buffy-coat a
partir do Sangue Total centrifugado. Cada uma das aliquotas obtidas a partir da amostra deve
receber a mesma identificacdo. A quantidade de aliquotas, bem como o seu volume é pré-
estabelecido pelo metodo do estudo;
9. Verificar se a ID constante nos criotubos correspondem ou estejam associadas (através
de politicas de identificacdo de amostra da institui¢do) a ID presente no tubo de coleta;
10.  Dispor os tubos criogénicos etiquetados na rack juntamente com os tubos de sangue

centrifugados;
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OBS.: Apos a centrifugacdo dos tubos, a amostra sanguinea se divide em trés fases: a camada
superior é o plasma, de cor amarelo claro; a segunda camada € uma estreita faixa de interface
esbranguicada que representa o "buffy coat” ou fracao de leucdcitos (camada leucoplaquetéria);
e no fundo esta a terceira camada, de cor vermelha escura e consiste dos eritrocitos ou globulos
vermelhos.
11.  Colocar narack dois tubos secundarios, descartaveis, livres de qualquer substancia.

Obtencéo de Plasma
1. Introduzir a ponteira na amostra até aproximadamente 01 mm da camada
leucoplaquetaria usando uma pipeta de transferéncia apropriada com ponteira descartavel, e
aspirar a camada de plasma. Tome cuidado para ndo tocar a ponta da ponteira na camada
leucoplaquetéria;
2. Dispensar todo o plasma coletado na ponteira em um tubo secundério descartavel, livre
de qualquer substancia;
3. Aliquotar o plasma obtido, transferindo as aliquotas para os criotubos etiquetados, e
reservados para acondicionar plasma. Cada uma das aliquotas obtidas a partir da amostra deve
receber a mesma identificacao.

Obtencéo de Buffy-Coat

Ap0s a retirada da camada de plasma, proceder com a obten¢do do Buffy-Coat:
1. Introduzir a ponteira na estreita faixa de interface esbranquicada da amostra usando
uma pipeta de transferéncia apropriada com ponteira descartavel, e aspirar a camada de
leucécitos, em um volume de mais ou menos 0,5 mL;
2. Desprezar toda a camada leucoplaquetaria da ponteira em um criotubo etiquetado, e
reservado para armazenagem do Buffy-Coat;
3. Homogeneizar a por¢do obtida no criotubo, aspirar a metade do volume e desprezar
em outro criotubo etiquetado, formando duas aliquotas de Buffy-Coat. Cada uma das
aliquotas obtidas a partir da amostra deve receber a mesma identificacéo;
4. Colocar os recipientes contendo o Plasma e o Buffy-Coat em caixas para
armazenamento de criotubo, em posicdes pré-definidas pelo Setor, e armazenar em freezer -
20°C por até 30 dias ou em freezer -80°C, se por um longo periodo, em posic¢éo e localizacéo
pré-estabelecidas;
5. Anotar a temperatura do equipamento de armazenagem, no momento do

armazenamento;
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6. Registrar as informagdes referentes ao processamento e armazenamento do plasma e
Buffy-Coat no Formulario de Registro de Processamento e Armazenamento de Sangue
(APENDICE F).

Processamento de Sangue Para Obtencao de Soro
1. Registrar no Formulario de Registro de Processamento e Armazenamento de Sangue
data e hora do recebimento da amostra (APENDICE F);

2. Verificar se o tempo decorrido a partir da coleta foi suficiente para a completa retracao
do coagulo (consultar o Quadro 7 deste Manual);

3. Colocar os tubos de coleta contendo as amostras na Centrifuga. Utilizar sempre
cacambas ou cubetas apropriadas nas centrifugas, de tamanho especifico para os tubos usados.
Certificar-se de que os tubos estejam corretamente encaixados na cacamba da centrifuga e
balancear os tubos para minimizar o risco de quebra;

OBS.: Os tubos devem ser agrupados de acordo com o tipo, por exemplo: tubos com o
mesmo volume de aspiracdo, tubos de tamanhos iguais, tubos de vidro com tubos de vidro,
tubos com o mesmo tipo de tampa ou rolha de protecdo, e tubos de plastico com tubos de
plastico. Para centrifugacdo de tubos de coleta a vacuo, é mais recomendado o uso de
centrifugas de &ngulo mdvel (tipo swing-bucket), ndo refrigeradas, do que centrifugas de angulo
fixo, pois as barreiras obterdo maior estabilidade.

4. Centrifugar a amostra, observando sempre Velocidade de Rotagdo do Motor Por Minuto
(RPM) e o tempo utilizados na centrifugacdo da amostra adequados (consultar o Quadro 8 deste
Manual);

OBS.: Os tubos ndo devem passar por um segundo processo de centrifugacdo apos a
formagé&o da barreira; no caso de estarem utilizando tubos com gel separador, estes ndo podem
ser centrifugados em baixas temperaturas, pois a formacdo da barreira de gel pode ser
comprometida caso o tubo seja resfriado antes ou durante a centrifugacdo. O ideal é ajustar a
temperatura da centrifuga para 25°C.

5. Aguardar até que a centrifuga pare completamente e, em seguida, retire os tubos; avaliar
0 aspecto final da amostra para verificar a presenca de hemolise, fibrina ou lipemia;
OBS.: Nao usar o freio da centrifuga com o intuito de interromper a centrifugacdo dos
tubos, essa brusca interrupcao, além de hemolise, pode deslocar o gel separador.
6. Imprimir a (s) etiqueta (s) gerada (s) através do Cadastro de Amostra e identificar os
criotubos que irdo receber as aliquotas de Soro a partir do Sangue centrifugado. A quantidade

de aliquotas, bem como o seu volume é pré-estabelecido pelo método do estudo;
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7. Verificar se a ID constante nos criotubos correspondem ou estejam associadas (através
de politicas de identificacdo de amostra da institui¢do) a ID presente no tubo de coleta;

8. Dispor os tubos criogénicos etiquetados na rack juntamente com os tubos de sangue
centrifugados;

9. Colocar na rack um tubo secundério, descartavel, livre de qualquer substancia;

10. Introduzir a ponteira na camada de Soro (sobrenadante de cor transparente) usando uma
pipeta de transferéncia apropriada com ponteira descartavel, e aspirar todo o Soro;

11.  Desprezar o Soro da ponteira em um tubo secundario descartavel;

12.  Aliquotar o Soro obtido, transferindo as aliquotas para os criotubos etiquetados, e
reservados para acondicionar Soro;

13.  Colocar os recipientes contendo 0 Soro em uma caixa para armazenamento de criotubo,
em posicao pré-definida pelo Setor, e armazenar em freezer -20°C por até 30 dias ou em freezer
-80°C, se por um longo periodo, em posi¢éo e localizacdo pré-estabelecidas;

14.  Anotar a temperatura do equipamento de armazenagem, no momento do
armazenamento;

15.  Registrar as informacGes referentes ao processamento e armazenamento do Soro no

Formulario de Registro de Processamento e Armazenamento de Sangue (APENDICE F).

1. MAPEAMENTO

Né&o se aplica

REFERENCIAIS TEORICOS

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI/ NCCLS). Procedures
for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture; Approved Standard - Fifth
Edition. CLSI/NCCLS document H3-A5 Vol.23 N°32 (Replaces H3-A4 Vol.18 N° 7). Wayne,
PA USA: NCCLS, 2003.

Empresa Brasileira de Servicos HospitalaressEBSERH — Coordenado pela Secretaria Geral.
Manual de Padronizagédo de POPs. Brasilia: EBSERH, 2014, 16p.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL.
Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML): Coleta de Sangue Venoso. 22 ed. Barueri, SP: Minha Editora, 2010.
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RecomendacBes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML): Coleta e Preparo da Amostra Biologica. — Barueri, SP: Minha Editora, 2014.
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APENDICE C - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO COM INSTRUCOES
GERAIS PARA EXTRACAO E ARMAZENAMENTO DE ACIDOS NUCLEICOS:
DNA E RNA

HISTORICO DE REVISOES

Autor/responsavel

por alteracGes

Data Verséo Descricao Gestor do POP




179

SUMARIO
OBUJETIVOS ...ttt ettt 180
DOCUMENTOS RELACIONADOS ......coovuieieiereieeeeeiesseeseesiss s 180
GLOSSARIO........coouiieeieeeteteee ettt ettt en sttt s et en et s 180
APLICACAOD ...ttt 181
LISTA DE FIGURA.......ooiieieceete et 181
LISTA DE QUADROS ......o.oviiicieiseeeeeeiee et 181
l. INFORMAGOES GERAIS ..o s aes e sessasnaes s snseenes 181
II.  DESCRICAO DAS TAREFAS........cocooiiiereeeeeseeesesieseissessessssssessssessssnen e, 182
I, MAPEAMENTO ..ottt 184

REFERENCIAIS TEORICOS .......ooiiiieieeieeiete ettt 184



180

OBJETIVOS

Definir instrucgdes gerais a serem seguidas pelos setores de pesquisas do HUUFMA para
0 procedimento de extracdo e armazenamento das moléculas DNA e RNA a partir de
amostras de sangue, de modo que as moléculas obtidas sejam livres de contaminacao,
ndo venham a se degradar e preservem a sua integridade;

Garantir que as informacdes referentes a extracdo, quantificacdo e armazenamento de
amostras de DNA e RNA sejam registradas de forma fidedigna e seguras, respeitando o
principio da confidencialidade e rastreabilidade;

Garantir que os produtos obtidos para pesquisa sejam armazenados em recipientes e
equipamentos adequados e temperaturas ideais, de acordo com as recomendacfes
técnicas; e posicionados em localizagdes exatas nas caixas de armazenamento, estantes

e equipamentos, conforme pré-estabelecido pelo técnico responsavel.

DOCUMENTOS RELACIONADOS

Formulério de Registro de Extracdo e Armazenamento de Acidos Nucléicos: DNA E
RNA;

Sistema de Cadastro da Pesquisa;

GLOSSARIO

CEPEC - Centro de Pesquisa Clinica

CPDR — Centro de Prevencdo de Doencas Renais

DNA — Acido Desoxirribonucléico

EPI — Equipamento de Protecédo Individual

HUUFMA — Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
ID — Identificador Unico

LEGH — Laboratorio de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade
MS — Ministerio da Saude

POP — Procedimento Operacional Padréo

RNA — Acido Ribonucléico
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APLICACAO

O POP sera aplicado nos seguintes Setores de pesquisas do HU-UFMA:
. CEPEC

o LEGH
. CPDR
LISTA DE FIGURA
N&o se aplica
LISTA DE QUADROS
Né&o se aplica

l. INFORMACOES GERAIS

o O POP aplica-se aos pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes
nos Setores de Pesquisa do HUUFMA, qualificados para realizar os procedimentos de
extracdo e armazenamento de DNA e RNA obtidos de amostras de sangue coletadas dos
participantes da pesquisa que, em um momento anterior, deu o0 consentimento através
do TCLE;

o Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes nos Setores de
Pesquisa do HUUFMA, treinados para anotar as informacfes referentes a extracdo e
armazenamento de DNA e RNA, obtidos de amostras de sangue coletadas dos
participantes da pesquisa que, em um momento anterior, deu o0 consentimento através
do TCLE.

o Este POP limita-se a disponibilizar instrucdes gerais a serem seguidas durante 0s
procedimentos de extracdo e armazenamento de DNA e RNA e garantir que as
informacdes relevantes para a pesquisa referentes a estas etapas sejam registradas, tendo
em vista que estas moléculas sdo derivadas complexos obtidos a partir de células
sanguineas e varios kits comerciais (com métodos e marcas diferentes) estdo disponiveis
no mercado para serem utilizados. A escolha do método para extracdo de acidos

nucléicos € sensivel, principalmente, aos recursos financeiros e equipamentos
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disponiveis nos laboratérios. Como os diferentes métodos de extracdo, a proficiéncia
técnica e manipulagdes extensas de amostras podem introduzir variaveis pré-analiticas,
buscou-se com este POP disponibilizar instrugdes gerais para que os Procedimentos de
extracdo de DNA e RNA tenham o maximo de consisténcia, de modo a obter resultados

de testes comparaveis nas pesquisas.

DESCRICAO DAS TAREFAS

Realizar o cadastro da amostra de DNA e RNA no Cadastro de Registro de Amostra;
Gerar, através do cadastro, o codigo de identificacdo (ID) da amostra, que € Unico para
cada amostra, de modo que esteja associado ao 1D do Participante.

Arrumar o ambiente

Colocar os EPI’s: touca; mascara; luvas; avental e 6culos;

Limpar a bancada com papel toalha umedecido com &lcool isopropilico a 70%;
Conferir e ordenar todo o material a ser utilizado na extracdo de DNA;

Imprimir a (s) etiqueta (s) gerada (s) através do Cadastro de Amostra e identificar e

colocar em ordem todos os tubos eppendorfs, criotubos ou silica a serem utilizados na extracgéo,

para minimizar o potencial erro de troca de amostras;

e)

DNA extraido com Buffy-Coat

Descongelar o Buffy-Coat (previamente processado a partir do sangue total, seguindo

POP especifico da instituicdo) por agitacdo suave em banho-maria a 37° C;

f)

NOTA: Todo sangue deve ser tratado como potencialmente infeccioso.

Manter o tubo contendo Buffy-Coat descongelado suspenso no gelo, até iniciar o

procedimento de extracdo;

1.
2.

DNA extraido com sangue total

Extrair o DNA
Reservar o tubo contendo sangue total em um recipiente contendo gelo;
Extrair o DNA seguindo o procedimento detalhado descrito no manual do kit comercial
apropriado;
Etiquetar os tubos criogénicos para reservar as aliquotas de DNA extraido, tantas quantas
forem necesséarias, pois a molécula de DNA pode se fragmentar com repetidos ciclos de
congelamento/descongelamento. Conferir se a ID presente na etiqueta do tubo criogénico

corresponde a ID presente nos tubos contendo as aliquotas de sangue no inicio do
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procedimento. Cada uma das aliquotas obtidas a partir da amostra deve receber a mesma
identificacéo;

4. Aliguotar o DNA para armazenamento;

5. Reservar uma pequena aliquota de DNA para quantificacéo;

6. Colocar os recipientes contendo o DNA extraido em caixas para armazenamento de
criotubo, em posicoes pré-definidas pelo Setor, e armazenar em freezer -80°C, em posi¢do
e localizacdo pré-estabelecida;

7. Anotar a temperatura do equipamento de armazenagem, no momento do armazenamento;

8. Quantificar o DNA por espectrofotometria seguindo POP especifico da instituicéo;

9. Registrar a concentracao (em ng/ul) e pureza (razdo de absorbancias a 260/280 nm) do
DNA,;

10. Registrar todas as informacdes referentes a extracdo, quantificacdo e armazenamento de
DNA no Formulario de Extracdo e Armazenamento de Acidos Nucléicos: DNA e RNA
(APENDICE G).

Extracdo de RNA

Colocar os EPI’s: touca; mascara; luvas; avental e 6culos;

Limpar a bancada com papel toalha umedecido com &lcool isopropilico a 70% e, se possivel,

limpar com um inibidor de RNase;

Usar ponteiras com filtro durante o procedimento;

NOTA: Néo tocar na coluna dos tubos com a ponta da pipeta, manter os tubos fechados sempre

que possivel, abrindo um de cada vez, e trocar as luvas com frequéncia para evitar introduzir

RNase na amostra, bem como a contaminacdo cruzada das amostras durante ou apOs o

procedimento.

Conferir e ordenar todo o material a ser utilizado na extracdo de RNA;

Imprimir a (s) etiqueta (s) gerada (s) através do Cadastro de Amostra e identificar e colocar em

ordem todos os tubos eppendorfs, criotubos ou silica a serem utilizados na extracdo, para

minimizar o potencial erro de troca de amostras;

Separar a amostra de sangue total para extracdo do RNA;

NOTA: O sangue total coletado para analise de RNA deve ser refrigerado entre 2 e 8°C antes

da extracdo de RNA, ndo podendo ultrapassar 4 horas. O ideal € que o sangue a ser utilizado

para analise de RNA seja coletado em tubo contendo aditivo estabilizador de RNA. O

armazenamento de sangue total ndo estabilizado ndo é recomendado para analise de transcricdo

génica, devido a inducdo génica de artefatos e a degradacdo do RNA. Todo sangue deve ser

tratado como potencialmente infeccioso.
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Extrair o RNA seguindo o procedimento detalhado descrito no manual do kit
comercial apropriado
1) Colocar o tubo com RNA extraido ressuspenso em gelo;
2) Etiquetar os tubos criogénicos para reservar as aliquotas de RNA, tantas quantas forem
necessarias, pois a molécula de RNA pode se fragmentar com repetidos ciclos de
congelamento/descongelamento. Conferir se a ID presente na etiqueta do tubo criogénico
corresponde a ID presente nos tubos contendo as aliquotas de sangue no inicio do procedimento.
Cada uma das aliquotas obtidas a partir da amostra deve receber a mesma identificacéo;
3) Aliquotar o RNA para armazenamento;
4) Reservar uma pequena aliquota para quantificar o RNA por espectrofotometria seguindo
POP especifico da instituicéo;
5) Colocar os recipientes contendo o RNA extraido em caixas para armazenamento de
criotubo, em posicdes pré-definidas pelo Setor, e armazenar em freezer -80°C, em posicao e
localizacdo pré-estabelecida;
6) Anotar a temperatura do equipamento de armazenagem, no momento do
armazenamento;

7) Quantificar o RNA por espectrofotometria seguindo POP especifico da instituicao;

8) Registrar a concentragdo (em ng/uL) ¢ pureza (razdo de absorbancias a 260/280 nm) do
RNA,
9) Registrar todas as informacdes referentes a extracdo, quantificacdo e armazenamento de

RNA no Formulario de Registro de Extracdo e Armazenamento de Acidos Nucléicos: DNA e
RNA (APENDICE G).

1. MAPEAMENTO

Né&o se aplica

REFERENCIAIS TEORICOS

Empresa Brasileira de Servigcos HospitalaressEBSERH — Coordenado pela Secretaria Geral.
Manual de Padronizagédo de POPs. Brasilia: EBSERH, 2014, 16p.

Protocolos e métodos de analise em laboratérios de biotecnologia agroalimentar e de salde
humana / Raul Antonio Sperotto (Org.) - Lajeado: Editora da Univates, 2014.

Rede Canadense de Repositorios de Tecidos (Em inglés: Canadian Tissue Repository Network,
disponivel em: https://www.ctrnet.ca/).
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APENDICE D - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COLETA,
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE TECIDO OBTIDO A PARTIR DE
PECA CIRUGICA E DE BIOPSIA PARA UTILIZACAO EM PESQUISAS DO
HUUFMA.

HISTORICO DE REVISOES

) Autor/responséavel
Data Versao Descricao Gestor do POP .
por alteracdes
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OBJETIVOS

o Padronizar o procedimento de coleta de tecido, bem como o0 seu transporte,
processamento e armazenamento em Biorrepositorio, para ser seguido pelos Setores de
Pesquisas do HUUFMA, visando garantir que tais etapas sejam cumpridas de forma
segura e eficiente, de modo a obter resultados analiticos de alta qualidade.

o Garantir que as informacdes referentes ao Participante da Pesquisa, a coleta, transporte,
processamento e armazenamento de amostra de tecido obtida, sejam registradas de
forma fidedigna e seguras, respeitando o principio da confidencialidade e
rastreabilidade.

DOCUMENTOS RELACIONADOS
o Formulario de Registro de Coleta, Transporte, Processamento e Armazenamento de
Amostra de Tecido;
o Sistema de Cadastro de amostra biologica.

GLOSSARIO

o CEPEC - Centro de Pesquisa Clinica

o CPDR - Centro de Prevencédo de Doengas Renais
o DNA — Acido Desoxirribonucléico
o EPI — Equipamento de Protecédo Individual

o HUUFMA — Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao

. ID — Identificador Unico
o LEGH — Laboratério de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade
o POP — Procedimento Operacional Padrao

. RNA — Acido Ribonucléico

° TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

APLICACAO

O POP sera aplicado nos seguintes Setores de pesquisas do HU-UFMA:
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. CEPEC
. LEGH
. CPDR
LISTA DE FIGURA
Né&o se aplica
LISTA DE QUADROS
Né&o se aplica

INFORMACOES GERAIS

O POP aplica-se aos:

Pesquisadores dos grupos de pesquisas dos Setores de Pesquisa do HUUFMA, treinados
para aplicar o TCLE com os participantes de pesquisas e sinalizar o profissional médico
sobre a coleta de amostra para pesquisa;

Profissional médico que realiza a coleta do tecido no momento da ressecc¢éo cirirgica;
Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios da instituicdo, treinados para
auxiliar o Patologista no momento da ressec¢ao cirdrgica e para anotar as informacées
referentes a coleta de tecido;

Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios da instituicdo, treinados para
transportar a amostra de tecido coletado da sala cirurgica para o Laboratorio e anotar
informagdes referentes a esta etapa;

Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios dos Grupos de Pesquisas,
treinados para processar e armazenar a amostra de tecido coletado e anotar informagdes
referentes a estas etapas;

Pesquisadores dos grupos de pesquisas e/ou funcionarios, presentes nos Setores de
Pesquisa do HUUFMA, treinados para cadastrar as informacdes referentes a amostra e
ao Participante da Pesquisa que, em um momento anterior, deu o consentimento através
do TCLE.
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DESCRICAO DAS TAREFAS
Obter, previamente, o consentimento do participante através do TCLE em local
reservado;
Realizar o cadastro do Participante da Pesquisa no momento em que ele consentir
participar da pesquisa para a qual foi convidado (a), através do TLCE (APENDICE J);
Aplicar o questionario epidemiolégico com o participant;
Gerar, através do Sistema de cadastro de pesquisa, um codigo de identificacdo (ID) do
participante, que € Unico para cada sujeito;
Sinalizar o profissional médico para a coleta de amostra para pesquisa no momento da

cirurgia ou no momento da coleta de material para biopsia;

NOTA: Retirar, primeiramente, o tecido destinado as necessidades clinicas e ao diagnostico.

Apenas se houver tecido excedente, este serd destinado a pesquisa.

Coleta, Fixacdo e Transporte de Amostra de Tecido

NOTA: O material de tecido a ser coletado € proveniente de peca cirurgica ou de bidpsia para

ser utilizado em estudos histopatolégico e em biologia molecular.

1.
2.

Colocar os EPI’s: touca; mascara; luvas; avental e 6culos;

Preparar previamente o liquido fixador de acordo o objetivo do estudo e seguindo protocolo
especifico do Setor de Pesquisa;

Separar 0os materiais: recipiente com gelo; placa de petri; frascos de boca larga limpos e
estéreis; pinca limpa; bisturi limpo; etiqueta; caneta marcador; Formalina Neutra Tampao
10%; e Formulario de Registro de Coleta, Transporte, Processamento e Armazenamento de
Amostra de Tecido;

Pedir para o profissional notificar 0 momento da isquemia (quando 0s vasos sanguineos
foram clampeados) se o procedimento for cirurgia,;

Retirar a peca (se for cirurgia) ou fragmento (se for bidpsia);

Anotar 0 momento da retirada da pega cirdrgica, se o procedimento for cirurgia, ou o
momento da retirada do fragmento, se o procedimento for uma bidpsia (APENDICE H);
Retirar dois fragmentos do tecido doente e dois fragmentos do tecido doente para a pesquisa;
Utilizar ldaminas e instrumentos limpos a cada nova coleta, bem como em diferentes areas

do mesmo espécime;

NOTA: O contato entre diferentes espécimes deve ser evitado no momento da coleta e 0

equipamento utilizado para aquisicdo deve ser limpo com hipoclorito e alcool apds cada
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aquisicdo ou utilizar equipamento descartavel, substituindo-o ap6s cada aquisi¢éo para que ndo
ocorra contaminacao de espécimes.
Transporte, Processamento e Armazenamento de Amostras para Fins
Histopatologico

a) Congelamento rapido em equipamento mecéanico:
Colocar a amostra para congelamento rapido em frasco limpo e estéril e acondicionar em

recipiente com gelo de modo que a temperatura esteja entre 2 a 8°C, para transporte;
Separar dois fragmentos do tecido sadio e dois fragmentos do tecido doente; colocar em

recipientes adequados para ultrabaixa temperatura;
Armazenar em freezer -80°C;

b) Amostra para fixagado e incluséo em bloco de parafina:
1. Realizar a clivagem da amostra para fixacdo e inclusdo em bloco de parafina,
imediatamente ap0s a retirada. O corte deve ser feito com firmeza e unidirecional, buscando-se
obter o numero de amostras necessarias. As fatias de amostras ndo devem exceder a 3mm de
espessura (0.3 cm);
2. Colocar a amostra que sera fixada para posterior incluséo do tecido em bloco de parafina
em frasco limpo e estéril contendo um pouco do reagente fixador utilizado;
NOTA: O frasco deve ter uma base que permita a acomodac¢do em rack, em posicéao vertical,
com a tampa voltada para cima, além disso, caso a amostra seja fixada em reagente especifico,
o frasco deve conter boca larga, pois a amostra perde a elasticidade apos a fixacao; e deve ser
grande o suficiente para acomodar a amostra e o volume de fixador. Se o fragmento for obtido
de uma bidpsia e for muito pequeno, orienta-se coloca-lo em papel filtro antes da sua introducgéo
no frasco para facilitar a posterior visualizacao.
3. Fixar o tecido que sera armazenado em bloco de parafina. Colocar o reagente fixador
no frasco contendo a amostra, em um volume 10 vezes maior que o volume da amostra. Deve-
se evitar que o espécime fique colado no recipiente.
NOTA: A escolha do fixador deve ser de acordo com o objetivo do estudo. Como regra geral,
o fixador universal para bidpsias e pecas cirdrgicas é a Formalina Neutra Tampdo 10%, é
também o fixador recomendado para o uso de rotina. O tempo 6timo de fixagdo depende da
espessura do material, e pode ser entre 6 a 24 horas. A velocidade de penetracdo da Formalina
a 10% é de cerca de 1 mm/h.
4. Anotar a hora da imerséo do tecido no fixador (APENDICE 1).
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5. Cadastrar a amostra no Cadastro de amostra e gerar um codigo de identificacdo (ID) da

amostra, que é Unico para cada amostra (APENDICE K). Imprimir etiquetas com o ID gerado

através do Cadastro de Amostra;

6. Etiquetar os frascos contendo espécime com reagente fixador e espécime para

congelamento répido. A etiqueta com a identificacdo da amostra deve ser colocada no corpo do

frasco e nunca na tampa, para ndo correr o risco de ser destruida ao abrir o recipiente;

7. Vedar bem os frascos contendo as amostras;

8. Transportar os frascos contendo as amostras do local da cirurgia para a sala de

processamento. Os frascos contendo as amostras para congelamento rapido devem ser

acondicionados e transportados em recipiente com gelo de modo que a temperatura esteja entre

2 a8°C.

NOTA: O tempo entre 0 momento da coleta do tecido e a fixacdo ou congelamento da amostra

ndo deve transcorrer mais de 30 minutos.

9. Anotar o horério da chegada da amostra a sala de processamento (APENDICE H).
Processamento e Armazenamento do Tecido em Bloco de Parafina

NOTA: A seguir estd 0 passo-a-passo para 0 processamento manual de tecido, porém este

método pode ser feito de modo automatico por um aparelho denominado de Processador

Automatico de Tecidos. Neste caso, 0s cassetes (capsulas) contendo as amostras de tecidos sdo

colocados em um cesto dentro do Processador, o qual € programado para trabalhar como

desejado.

10.  Organizar, antecipadamente, o ambiente para processamento do tecido coletado.

Separar 0s seguintes materiais: pinca limpa; etiqueta apropriada; alcool etilico absoluto; xilol;

parafina, cassete de processamento; molde de incluséo para cassete; Becker; estufa; substancia

adesivante; hipoclorito de sddio a 1%; sabdo neutro 5%; micrétomo; e Formulario de Registro

de Coleta, Transporte, Processamento e Congelamento de Tecido Obtido de Peca Cirlrgica

Para Armazenamento em Biorrepositério do HUUFMA;

11.  Cadastrar a amostra no Cadastro de amostra e gerar um cédigo de identificacdo (ID) da

amostra, que é Unico para cada amostra, de modo que esteja associado ao ID do participante

(APENDICE K);

12.  Imprimir etiquetas com o ID gerado através do Cadastro de Amostra em material

apropriado para cassete de bloco de parafina;

13. Identificar todos os cassete e molde de parafina que serdo utilizados. Cada amostra

obtida da mesma fonte e que possui as mesmas caracteristicas deve receber a mesma

identificacéo;
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14, Colocar os EPI’s: touca; mascara; luvas; avental e 6culos;

15.  Diluir previamente o alcool para as propor¢des 70%, 80% e 90% e reservar a porcao de
alcool absoluto;

16.  Retirar a amostra do fixador ap6s o tempo estipulado para fixacdo e lavar em agua
corrente para retirar o excesso de fixador;

17.  Desidratar o tecido mergulhando a amostra em &lcool etilico em diversas etapas, cerca
de 1 hora para cada etapa, em série crescente de concentracao do alcool: 70%, 80%, 90% até o
alcool absoluto (100%). O volume de alcool deve ser cerca de 10 vezes maior que o volume da
peca;

18.  Penetrar o tecido em xilol (diafanizac¢éo) por duas vezes consecutivas;

19. Impregnar a amostra em parafina. Colocar o tecido em molde de parafina, e deixar em
estufa por cerca de 1 hora em temperatura controlada (56°C) por duas vezes consecutivas;
NOTA: A parafina ndo pode exceder 5°C acima do seu ponto de fus&o, a ponto de causar danos
aos tecidos.

20.  Colocar parafina liquida em um molde de incluséo e incluir o tecido no molde com
parafina. Transferir rapidamente a amostra do Gltimo banho de parafina para o molde de
incluséo utilizando pinga aquecida (sempre utilizar pinga aquecida), fazendo leve presséo para
que o fragmento de tecido fique todo no mesmo plano e apoiado no fundo do molde. O tecido
deve ocupar a parte central do molde; a face do tecido que se quer cortar deve estar voltada para
baixo. Quando houver mais de um fragmento no mesmo cassete estes devem estar orientados
na mesma direcdo, voltados para a mesma face do bloco. Fragmentos concavos devem ser
orientados de modo que a face de maior didmetro fique voltada para o fundo do molde;
NOTA: Caso o Laboratorio possua aparelho denominado “central de inclusdo”, esta etapa deve
ser feita na area quente para manipulacédo de fragmentos do aparelho.

21.  Passar os moldes com as amostras para a placa fria caso esteja utilizando “central de
inclusao”;

22.  Colocar cada cassete previamente identificado, correspondente a cada amostra de
tecido, sobre 0 molde de parafina;

23. Dispensar parafina fundida sobre o cassete até completar o molde de inclusdo e deixar
solidificar;

24.  Desenformar os blocos de parafinas contendo as amostras de tecidos apos eles se
solidificarem por completo (apds cerca de 5 minutos);

25. Limpar todas as laminas que serdo utilizadas para fixar o corte de tecido. Reservar uma

solucéo de &gua e sabdo neutro a 5% em um Becker e mergulhar as laminas. Levar o Becker
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contendo a solugédo e laminas ao micro-ondas e deixar por 15 minutos em alta poténcia, em
seguida banha-las em agua corrente até sair todo e qualquer residuo; colocar as laminas para
secagem em suporte apropriado; levar as laminas a estufa e deixar por alguns minutos com
temperatura em cerca 70°C para secagem. As laminas também podem ser desinfetadas
deixando-as em uma solucédo de hipoclorito de sodio a 1% por 24h, em seguida lavar com agua
e sabdo e finalizar embebendo-as em alcool etilico;

26. Identificar as laminas com etiquetas apropriadas, de acordo com a identificacdo
constante nos blocos de parafina que serdo cortados;

NOTA: Nao utilizar lapis preto, pois este deixa fragmentos de grafite sobre a lamina
contaminando-as.

27.  Adesivar as laminas com adesivo apropriado;

NOTA: Alguns adesivos como a albumina de Mayer ndo sdo recomendados para
imunohistoquimica e imunofluorescéncia. Sempre ler as informacdes do fabricante antes de
escolher a substancia adesivante. Para aderir os cortes, ler a orientacdo do fabricante contida
nas substancias adesivantes especificas.

28. Cortar as amostras emblocadas em parafina em aparelho denominado “micré6tomo”
seguindo as instrucGes do fabricante;

29.  Colocar as fatias de corte obtidas em alcool a 30% com uma pinga, para facilitar sua
distensdo;

30.  Colar, em seguida, os cortes presentes no alcool diretamente nas laminas pré adesivadas
e leva-las ao banho-maria por alguns minutos, aquecido entre 40 e 45°C;

31.  Colocar as laminas contendo os cortes de tecidos em suporte apropriado e leva-las a
estufa e deixar por no minimo 02 horas entre 40 e 45°C;

32.  Cobrir os blocos de tecidos com parafina fundida para evitar o ressecamento dos
mesmos;

33.  Acondicionar as laminas em caixa porta lamina com dispositivo de separacao interno e
armazenar em armario para laminas de microscépio, cuja localizacdo e posi¢des de gavetas e
compartimentos foram pré-estabelecidas pelo Setor. O ambiente de armazenagem deve esta
refrigerado;

34.  Armazenar os cassetes contendo os blocos de parafina que ndo foram cortados, em
armario para bloco de parafinas, cuja localizacéo e posi¢des de gavetas e compartimentos foram
pré-estabelecidas pelo Setor. O ambiente de armazenagem deve esta refrigerado;

35.  Registrar todas as informagdes referentes a coleta, fixacdo, processamento, microtomia

e armazenamento das amostras de tecidos em laminas e em blocos de parafina no Formulario
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de Registro de Transporte, Processamento e Armazenamento de Amostra de Tecido
(APENDICE I).

c) Congelacdo de Tecidos em Nitrogénio Liquido (NL2) e Armazenagem em

Ultrabaixa Temperatura

1. Organizar, antecipadamente. Separar oS seguintes materiais: criotubo de 5ml; pinga
limpa; etiqueta para ultrabaixa temperatura; solucdo crioprotetora; Frascos de boca larga e
estéreis; Nitrogénio Liquido (NL2); Isopentano 99% P.A.; papel laminado; Becker; estufa;
substancia adesivante; hipoclorito de sédio a 1%; sabdo neutro 5%; micrétomo; e Formulario
de Registro de Transporte, Processamento e Congelamento de Tecido Obtido de Peca Cirlrgica
Para Armazenamento em Biorrepositorio do HUUFMA,;
2. Cadastrar a amostra no Cadastro de amostra e gerar um cddigo de identificacdo (ID) da
amostra, que é Unico para cada amostra, de modo que esteja associado ao ID do participante
(APENDICE K);
3. Imprimir etiquetas com o ID gerado através do Cadastro de Amostra em etiquetas
apropriadas para ultrabaixa temperatura e identificar todos os frascos que serdo utilizados e
recipientes nos quais serdo armazenadas as amostras de tecidos. Cada amostra obtida da mesma
fonte e que possui as mesmas caracteristicas deve receber a mesma identificacéo;
4. Realizar a clivagem da amostra. O corte deve ser feito com firmeza e unidirecional,
buscando-se obter o nimero de amostras necessarias. Os fragmentos de amostras ndo devem
exceder a 3mm de espessura (0.3 cm);
5. Mergulhar as amostras clivadas em uma solucédo crioprotetora em frascos previamente
identificados;
NOTA: Existem diversos crioprotetores comercialmente disponiveis. A escolha deve
considerar o nivel de interferéncia nos resultados das analises que se deseja obter. O OCT
(optimum cutting temperature) é o agente mais comumente utilizado nos laboratérios de
histologia na rotina.
6. Reservar Isopentano 99% P.A em um frasco limpo de boca larga, previamente
identificado, e imergir o frasco contendo o Isopentano em Nitrogénio Liquido para
resfriamento;
7. Com uma pinga, pegar a amostra embebida no agente crioprotetor e embalar em um
papel laminado;
8. Colocar o tecido embalado em papel laminado no frasco contendo Isopentano,

previamente resfriado no NL;
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Q. Resfriar aamostra a 170°C abaixo de zero, em Nitrogénio Liquido. Imergir o frasco com
a solucdo de Isopentano, agora contendo o tecido em papel laminado, em NL;;
NOTA: Para corte de amostras de tecidos congeladas, utiliza-se um equipamento denominado
de criostato.
10.  Com uma pinga resfriar rapidamente o criotubo em NL>. Retirar a amostra congelada
envolvida pelo papel laminado e transferir para o criotubo;
11.  Armazenar o criotubo contendo amostra de tecido congelada, em Container de
Nitrogénio Liquido ou em freezer -80°C, em equipamento, rack, gaveta e posi¢ao previamente
estabelecida pelo Setor;
12.  Anotar a temperatura do equipamento de armazenagem, no momento do
armazenamento (APENDICE I).
Transporte, Processamento e Armazenamento de Amostras de Tecidos para
Biologia Molecular:
1. Colocar a amostra para congelamento rapido em frasco limpo e estéril e acondicionar

em recipiente com gelo de modo que a temperatura esteja entre 2 a 8°C, para transporte;

2. N&o congelar o tecido antes da imersdo em RNAlater;

3. Fragmentar o tecido em duas amostras de tecido sadio e duas amostras de tecido doente;
4. Reserve no recipiente o RNAlater em quantidade de 5 a 10 vezes o volume da amostra;
5. Armazenar em 4°C durante 24 horas para permitir que a solucdo de RNAlater penetre o
tecido;

6. Remova o sobrenadante;

7. Armazene a amostra em -80°C para longo prazo.

o Ao final, registrar todas as informacbes referentes a manipulacdo, preservacdo e

armazenamento da amostra de tecido no Formulario de Registro de Coleta, Transporte,
Processamento e Armazenamento de Amostra de Tecido (APENDICE I).

1. MAPEAMENTO

N&o se aplica
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APENDICE E - FORMULARIO DE REGISTRO DE COLETA DE SANGUE

a) Informacoes Sobre a Coleta
Local da Coleta
Data e Horario da Coleta I , as
( ) Nao
Fez interrupcédo do uso de alguma medicagéo () Néo se Aplica
para realizar a coleta? () Sim. Qual (is)?

( ) Nao
Precisou fazer alguma dieta especifica para () Néo se Aplica
realizar a coleta? () Sim. Qual (is)?
( ) Nao
Interrompeu a préatica de alguma atividade () Néo se Aplica
fisica para realizar a coleta? () Sim. Qual (is)?

Qual o horério e data da ultima refeicdo? Data: /| [

Obs.: Apenas se esta informacao for relevante. | Horério:
Nome do profissional que realizou a coleta

( ) Disposto verticalmente em rack
() Disposto verticalmente em rack e
dentro de uma caixa de isopor sem
refrigeracéo

( ) Disposto verticalmente em rack e
dentro de uma caixa de isopor contendo
gelo

() Disposto verticalmente em rack e
dentro de uma caixa de isopor contendo
gelox

Quais as condic¢des em que o0 sangue coletado
foi encaminhado para processamento?

Observacdes adicionais sobre a coleta:




b)

Informacdes sobre a (s) Amostra (s) e tubo (s)

198

Informacdes

Ordem dos tubos

Tubo 01

Tubo 02

Tubo 03

Tubo 04

ID presente no tubo

Cor da tampa

Descricdo do
conteudo/aditivo

Lote do tubo

Data de validade
do tubo

O tubo é estéril?
Obs. Responder
CGSim’, Ou “Naoﬁ,

Volume
especificado no
tubo

Volume de amostra
coletado (ml)

Fracdo celular a ser
obtida

NUmero de
inversoes do tubo
apos a coleta

Informacdes
adicionais sobre a
amostra ou tubo




Processado por (Nome do profissional/pesquisador):
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APENDICE F - FORMULARIO DE REGISTRO DE PROCESSAMENTO E
ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA SANGUINEA

a) Informacdes sobre identificacdo, centrifugacdo, condi¢des pos-centrifugacdo e

armazenameto das amostras:

adicionais sobre a
amostra

Informacoes Tubos
ID da amostra
%) Data e Hora da
gchegada da\// \// \// \//
_ as as as as
<(-2 amostra: — — —— ——
(3}
‘S, | Durante o periodo () () () ()
IS de pré- temperatura | temperatura | temperatura | temperatura
£ . x ambiente ambiente ambiente ambiente
S centrifugacdo  a () () () ()
= >
- :m;;reiagaczlﬁn’)em refrigerada refrigerada refrigerada refrigerada
' entre4a8°C |entre4a8°C |entre4a8°C |entre4a8°C
o @] Tempo de Rotagéo
3. < &} Velocidade
>
E 5 :=| Temperatura
"g n § Houveram quantas | ( ) uma ( )uma ( )uma ( )uma
— O] centrifugacdes? () duas () duas () duas () duas
Hemolisada?
& ,, | Parcialmente
o *GE) hemolisada?
£ g Sem hemolise?
3 g- Presenca de
E o | fibrina?
@ O ['Presenca de
© 3 | lipemia?
S S 3| Tipo de amostra
2o £ btid
S © ‘5| obtida
S gg Numero de
O & &) aliquotas
5 2 | Volume por
3% | aliquota
n ©
o o |Data e Hora do
1%."3 término do | 3 /_/ ; /_/ : /_/ ; /_/
g5 , as__ as__ . as__ as__
€ € | processamento:
£ S | Informacdes




b) Informacdes sobre identificacdo, centrifugacdo, condi¢bes pos-centrifugacéo e

armazenamento das amostras (continuacao):
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Informac6es

Tubos

Informagdes Sobre Armazenamento

Recipiente de
armazenamento

ID da Caixa e
Posicéo

Equipamento

Localizacdo do
equipamento

Temperatura de
armazenagem

Temperatura do
freezer no
momento da
armazenagem

Data e Hora do
armazenamento

as

as

as

as

Informacdes
adicionais sobre
0
armazenamento
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APENDICE G - FORMULARIO DE REGISTRO DE EXTRACAOE
ARMAZENAMENTO DE ACIDOS NUCLEICOS: DNA E RNA

DNA extraido por (Nome do técnico):

a) Informagdes Sobre Extracdo, Quantificagcdo e Armazenamento do DNA:

INFORMACOES

AMOSTRAS

Data da extracdo?

[/

[/

ID da amostra?

Meétodo de
descongelamento da
amostra se for caso?

Condic¢6es da amostra
sanguinea durante a
extracdo?

( ) mantida
em
temperatura
ambiente

( ) mantida
em recipiente
com gelo

( ) mantida
em
temperatura
ambiente

( ) mantida
em recipiente
com gelo

() mantida
em
temperatura
ambiente

() mantida
em recipiente
com gelo

() mantida
em
temperatura
ambiente

() mantida
em recipiente
com gelo

NUmero de aliquotas
obtidas?

Volume por aliquota?

Concentracdo do DNA
(em ng/ul)?

Pureza do DNA (razéo de
absorbancias a 260/280
nm)?

Recipiente de
armazenamento?

ID da Caixa e Posicdo?

Equipamento de
armazenagem?

Localizacdo do
equipamento?

Temperatura de
armazenagem?

Temperatura do freezer
no momento da
armazenagem?

Data do armazenamento?

Informagdes adicionais
sobre 0 armazenamento




RNA extraido por (Nome do técnico):
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a) Informacdes Sobre Extracdo, Quantificacdo e Armazenamento do RNA:

INFORMACOES AMOSTRAS

ID da amostra?

A coleta foi reallz_a_da em ( ) sim ( ) sim ( ) sim ( ) sim

tubo contendo aditivo ( ) Nio ( ) Nio ( ) No ( ) Nio

estabilizador de RNA?
() () () ()

Local de armazenamento | temperatura | temperatura | temperatura | temperatura

da amostra sanguinea no | ambiente ambiente ambiente ambiente

periodo entre a coleta e () () () ()

extracao? refrigerada refrigerada refrigerada refrigerada
entre 4a8°C |entre4a8°C |entre4a8°C |entre4a8°C

Data da extracdo? I I [ )
( )mantida | ( )mantida | ( ) mantida |( ) mantida
em em em em

Condicdes da amostra temperatura | temperatura | temperatura | temperatura

sanguinea durante a ambiente ambiente ambiente ambiente

extracdo e aliquotagem? ( )mantida | ( )mantida | ( )mantida |( ) mantida
em recipiente | em recipiente | em recipiente | em recipiente
com gelo com gelo com gelo com gelo

NUmero de aliquotas

obtidas?

Volume por aliquota?

Concentracdo do RNA

(em ng/pL)?

Pureza do RNA (razéo de

absorbancias a 260/280

nm)?

Recipiente de

armazenamento?

ID da Caixa e Posicdo?

Equipamento de

armazenagem?

Localizacdo do

equipamento?

Temperatura de

armazenagem?

Temperatura do freezer

no momento da

armazenagem?

Data do armazenamento? [/ [/ ) )

Informagdes adicionais
sobre 0 armazenamento
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APENDICE H - FORMULARIO DE REGISTRO DE COLETA DE AMOSTRA DE
TECIDO

a) Informacdes sobre a amostra e coleta

ID do Participante

Data da coleta / /

Local da coleta

Tipo de tecido

() Peca Cirdrgica
() Bidpsia

Tipo de coleta

Peca Cirdrgica:

Hora do clampeamento

Hora da retirada da peca cirdrgica

Hora da obtencad da amostra para pesquisa

Tamanho da peca retirada

Tamanho da amostra obtida para pesquisa

Quantidade de amostra obtida para pesquisa

Informag0es adicionais sobre o tecido retirado

Diagnostico definitivo

() Sim. Qual?
() Nao

Houve captacgéo de tecido normal?

Tamanho da amostra obtida de tecido normal para
pesquisa

Quantidade de amostra obtida de tecido normal para
pesquisa

Bidpsia:

Hora da retirada do fragmento para biopsia

Hora da obtencdo da amostra para pesquisa

Tamanho ou volume do fragmento obtido para
biopsia

Tamanho ou volume da amostra obtida para pesquisa

Quantidade de amostra obtida para pesquisa

Informagdes adicionais sobre o tecido retirado

Um patologista identificou o tecido destinado a () Sim
pesquisa? () Nao

Nome do profissional que realizou a coleta

Nome do Profissional que recebeu a amostra de
tecido
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APENDICE | - FORMULARIO DE REGISTRO DE TRANSPORTE,
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRA DE TECIDO

a) Informagdes sobre transporte de amostra de tecido

ID da amostra

Nome do Profissional que transportou a
amostra de tecido

Houve extravasamento de material bioldgico ( )Sim
durante o transporte? ( ) Néo
( ) Recipiente vedado

Condig0es do recipiente durante o transporte

() Recipiente aberto

() Disposto em rack, em posicao
vertical

() Deitado no recipiente para transporte
( ) Em saco plastico

b) Informacdes sobre processamento de amostra de tecido fixado e incluido em bloco de

parafina

Hora e data da chegada da amostra no local de
processamento

, as

Nome do profissional que recebeu a amostra

Reagente fixador utilizado

Tempo gasto entre a coleta da amostra e
imersdo no reagente fixador?

Minutos:
Horas:

Temperatura da parafina durante incluséo da
amostra

Houve desinfec¢do das laminas antes de fixar
o tecido?

( )Sim
() Nao

Substéncia utilizada para fixar o tecido na
lamina?

A inclusdo da amostra em parafina foi
realizada logo ap6s o tempo de infiltracdo?

) Sim
) Nédo

As laminas contendo os cortes de tecidos
foram levadas a estufa?

) Sim
) Nédo

Todas as amostras foram mantidas com a area
clivada voltada para o fundo do molde de
parafina?

) Sim
) Néo

~ |~

Data e horario da concentracdo dos reagentes
utilizados:

Solucéo

Solucao

Solucéo

Solucao

, as

, as

, as

e
~ T~~~

, as




Solucao
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[/ ,as

Tipo de processamento

() Manual
() Automatico

Condicbes do ambiente de processamento

() Temperatura ambiente
() Refrigerado com Ar Condicionado

¢) Informacdes sobre armazenamento de amostra de tecido fixado e incluido em bloco de

parafina

Nome do profissional responsavel pelo
armazenamento

Os blocos de parafina contendo tecido foram
identificados apropriadamente?

( )Sim
( ) Néo

Sala

Equipamento

Gaveta

Posicdo

A sala de armazenamento é refrigerada?

Existe meio para controle de temperatura?

Temperatura da sala no momento da
armazenagem?

d) Informagdes sobre armazenamento de I[amina contendo amostra de corte de tecido

fixado e incluido em bloco de parafina

Nome do profissional responsavel pelo
armazenamento

As laminas foram identificadas
apropriadamente?

( ) Sim () Néo

Sala

Equipamento

Gaveta

Compartimento

ID da caixa

Posicdo dentro da caixa

Temperatura de armazenagem

Temperatura do equipamento no momento da
armazenagem

A sala de armazenamento é refrigerada?

Existe meio para controle de temperatura da
sala?

( ) Sim () Néo

Temperatura da sala no momento da
armazenagem?
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e) Informacdes sobre processamento de amostra de tecido em Nitrogénio Liquido (NL>)

ID da amostra

Hora e data da chegada da amostra no local

|| __,as
de processamento
Nome do profissional que recebeu a amostra
Hora da congelacdo da amostra :
Tempo entre a coleta da amostra e Minutos:
congelacao? Horas:

Tipo de congelagéo

() Lenta em refrigerador
() Vitreaem NL»

A amostra foi congelada em qual

temperatura?

Foi utilizado crioprotetor? () S|~m. Qual?
( ) Néo

Foi utilizada solucéo que facilita a troca de () Sim. Qual?

temperatura entre a amostra e 0 meio () Néo. '

extratecidual?

A etiqueta utilizada nos frascos das amostras ( ) sim

durante o processamento é resistente a ( ) Nio

ultrabaixa temperatura?

f) InformagGes sobre armazenamento de amostra de tecido congelada

Nome do profissional responsével pelo
armazenamento

Data e hora de armazenamento do tecido
congelado?

Tipo de recipiente de armazenagem

Sala?

Equipamento?

Rack?

Gaveta?

Posicdo?

ID da Caixa?

Posicdo na caixa?

Temperatura de armazenagem?

Temperatura do equipamento no momento da
armazenagem?

A etiqueta utilizada no recipiente para
armazenamento das amostras € resistente a
ultrabaixa temperatura?

( ) Sim
() Nao
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APENDICE J - MODELO DE FORMULARIO, VISANDO A CRIACAO DO
SISTEMA DE CADASTRO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA E GERACAO DO
ID (IDENTIFICADOR UNICO) DO PARTICIPANTE

O modelo de formulario proposto visando a criacdo do Sistema de Cadastro do Participante

da Pesquisa contém trés campos capazes de reunir as informacdes relevantes para a pesquisa,

quais sejam:

o Campo A — informagGes sobre a pesquisa e Biorrepositorio;

o Campo B — informacdes sobre o participante da pesquisa;

o Campo C — método proposto para gerar o codigo do identificador Unico (ID) do

participante da pesquisa.

Uma vez tendo obtido o consentimento do participante da pesquisa, uma cépia do TCLE,
por ele assinada, deve ser disponibilizada para o Setor. Em seguida, realiza-se o cadastro do
participante por um membro da equipe treinado e autorizado para tal atividade. Posteriormente,
deve ser gerado o ID (ldentificador Unico) do participante que devera ser fixado ao recipiente
de coleta e processamento da amostra, até que ela seja separada em aliquotas para
armazenamento. Ocasido na qual, as amostras (agora separada em aliquotas) receberdo um novo
ID. Vale ressaltar que todas as informacdes registradas sobre o Participante e sobre o
Biorrepositorio, por meio eletrdnico, deve ter um segundo armazenamento backup, protegido

por senha.



1. CAMPO A - Informagdes Sobre a Pesquisa e Biorrepositorio
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Titulo da Pesquisa

Pesquisador

NUmero parecer CEP

Tipo de Pesquisa

() P6s Doutorado.
Especificar o Programa:

() Grupo de Estudo. Especificar:

() Doutorado.
Especificar o Programa:

() Mestrado.
Especificar o Programa:

() Industria Farmacéutica;
() Outras. Especificar:

() Graduacdo. Especificar o Curso:

Tipo (s) de amostra (S)

( )DNA; () RNA;
() Tecido

( ) Plasma; ( ) Soro; ( ) Buffy Coat;

previstos para armazenamento?

Quantidade de amostras / aliquotas e volumes

Quantidade:
Volume de cada frasco / tubo:

Pesquisa Envolve Mais de Uma Instituicido?

() Sim. Especificar

de realizacdo da pesquisa

() Néo
Ha Encaminhamento de Amostra Para Instituicdo | () Sim. Especificar
Internacional? () Néo

() Renovacdo de autorizacgdo de
Destinagdo do Biorrepositorio ao final do periodo | armazenamento;

() Transferéncia para Biobanco;
() Descarte

Amostras

Procedimento de Destruicdo e Descarte das

Cadastro do Biorrepositorio

Membro (s) da Equipe Executora Com Acesso ao

Nome completo:

CPF:

Telefone: ()

Cadastro do participante

Membro (s) da Equipe Executora Com Acesso ao

Membro (s) da equipe com acesso as amostras

2. CAMPO B - Informacbes Sobre o Participante da Pesquisa:

ID do participante

Data de Nascimento

Sexo

() Masculino () Feminino

Procedéncia do Participante

Telefone do Participante

Endereco do participante

Nome e contato do responsavel (quando o
Participante for menor de idade ou
incapacitado)

Nome:
Telefone: ()

Exames solicitados

Tipo (s) de amostra (s) a ser coletada

() Plasma; ( ) Soro; () Buffy Coat;
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( )DNA; () RNA;

( ) Tecido
Descricao do Procedimento
Informacdes adicionais (especificas para
cada pesquisa), em conformidade com o
exame solicitado:
Faz uso de algum medicamento? () Sim. Qual (is):

() Néo. ( ) Desconhecido.
Fuma? () Sim. () N@o. ( ) Desconhecido.
Ingere bebida alcodlica? ( ) Sim. Frquencia:

() Néo. ( ) Desconhecido.
Realiza alguma atividade fisica? () Sim. Qual (is):

(' ) Néo. ( ) Desconhecido.
Faz uso de alguma dieta especifica? () Sim. Qual (is):

() N&o. () Desconhecido.
Algum diagnostico confirmado? () Sim. Qual (is):

() N&o. () Desconhecido.
Outras informacdes relevantes (especificas
para cada pesquisa), como fatores de risco e
dados clinico-laboratoriais.

3. CAMPO C - Método proposto para gerar o codigo do identificador Unico (ID) do
participante da pesquisa

A proposicéao para gerar o ID do participante da pesquisa, consiste em:

O hospital, por meio do setor de Tl (Tecnologia da Informacéao), podera desenvolver
uma ferramenta computacional (software contendo uma tabela de conversdo), aonde sdo
inseridas informacGes sobre o Participante e/ou pesquisa (Figura 1). A ferramenta converte
esses dados em digitos e em seguida é gerado um cddigo ID, de forma que ndo se repita. Desta
forma, a identidade do participante é protegida com mais seguranca. O ID gerado vai constar
no Sistema de Cadastro do Participante da Pesquisa e nos rétulos dos recipientes utilizados na

coleta.
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Figura 1 — Método de geracdo do cddigo ID através de uma ferramenta contendo tabela de
conversdo. Os dados da pesquisa ou dados clinicos do participante da pesquisa sdo inseridos no
software (a esquerda), em seguida a ferramenta transforma esses dados em digitos (no meio) e
consequentemente, esses digitos sdo convertidos em cédigos (a direita), de modo que ndo se

repete.

e Dados do

Identificador:
Exemplos:

- Tipo de coleta;
tipo de recipiente
para coleta; ano de

inicio da pesquisa;
tipo de estudo; e
data da coleta.

c) Rastreabilidade

/_

* Digitos
* Tabela de
Conversao

« Cadigo

\ ID do participante
da pesquisa.

O Sistema de Cadastro do Cadastro Participante € o meio utilizado para recuperar

informacdes relativas ao Participante da Pesquisa e a coleta. O cddigo ID do Participante gerado

€ 0 instrumento de busca no Cadastro.
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APENDICE K — MODELO DE FORMULARIO, VISANDO A CRIACAO DO
SISTEMA DE CADASTRO DA AMOSTRA BIOLOGICA E GERACAO DO ID
(IDENTIFICADOR UNICO) DA AMOSTRA ARMAZENADA

O modelo de formulario proposto visando a criagdo do Sistema de Cadastro da Amostra
deve ser simples e capaz de rastrear o login de acesso, bem como horério e dia do acesso e

deve conter as seguintes informacdes:

ID do participante da pesquisa

ID da amostra

Sala:
Equipamento:
Prateleira:

Rack:

Caixa:

Posicédo na Caixa:

Localizacdo de armazenamento da amostra

Motivo da retirada:
Retirada da amostra Hora e data da retirada:
Pessoa responsavel pela retirada:

As amostras devem chegar a sala de processamento do laboratério, identificadas pelo
ID do participante, sem nenhuma informacéo referente ao sujeito da pesquisa. Deve-se criar 0
Sistema de Cadastro de Amostra, informatizado (com a ajuda do Setor de Tecnologia da
Informacdo) que exija senha para acesso e que esteja instalado em um computador do
laboratério. O técnico que receber as amostras deve registrar no Sistema de Cadastro de
Amostra os codigos contidos nas etiquetas de cada recipiente de coleta. Apds isto, Sistema deve
ser capaz de gerar um ID (ldentificador Unico) tnico e referente a cada amostra, e a0 mesmo
tempo associar o ID da amostra com o ID do Participante da Pesquisa. Sugere-se que este ID
também esteja disponivel em codigo de barras. O ID da amostra vai ser afixado em cada aliquota
obtida apds o processamento, sendo que todas as aliquotas referentes a mesma amostra devem
ter o mesmo ID. Esta planilha servira tanto par dissociar a amostra do 1D do participante para
armazenagem, quanto para registrar a localizacdo de armazenamento da amostra.

Ressalta-se, que no Sistema de Cadastro de Amostra, sera registrado apenas o 1D do
participante, o ID da amostra e o local de armazenamento da amostra, de modo que seja possivel
fazer a associacgdo futura quando queira rastrear a localizacdo de armazenamento do material
bioldgico, ndo constando nenhuma informacao associada a amostra e ao participante. Com isto,

é possivel separar a identificacdo das aliquotas armazenadas em Biorrepositorio, dos numeros
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de registros dos participantes da pesquisa e a0 mesmo tempo garantir a sua localizagéo quando
necessario, bastando inserir o ID da amostra no Sistema de Cadastro, manualmente ou por meio
de codigo de barras presentes nos rotulos dos tubos de coleta (os quais devem ser reservados
em um local seguro). Do mesmo modo, quando houver a necessidade de recuperar o ID do
participante da pesquisa através das aliquotas armazenadas, basta inserir no Sistema de
Cadastro da amostra, manualmente ou por meio de codigo de barras, o ID presente no recipiente
de armazenagem. E pertinente frisar que esta associacdo, permite localizar apenas o ID do
participante e ndo as informacGes referentes ao participante da pesquisa, garantindo a
privacidade e confidencialidade das informagdes associadas a amostra e ao Participante.

As etiquetas, contendo ou ndo cddigos de barras, devem ser impressas em material
adesivo, impermeavel e apropriado para a temperatura aonde vado ser armazenadas as amostras.
A identificacdo deve acompanhar todos os materiais obtidos durante os testes, processamento,
criopreservagdo, armazenamento, descongelamento e retirada. Para a escolha da etiqueta,
devem-se seguir as informagdes do fabricante sobre as condicdes de resisténcia.

O método de identificacdo de amostra propostos a seguir, além de poder rastrear
algumas variaveis pré-analiticas, protege a identidade do participante da pesquisa de forma

segura.

d) Método proposto para gerar o Cédigo de Identificador Unico (ID) de amostra
biol6gica

A proposicao para gerar o 1D do participante da pesquisa, consiste em:

O hospital, por meio do setor de Tl (Tecnologia da Informacédo), podera desenvolver
uma ferramenta computacional (software contendo uma tabela de conversdo), aonde séo
inseridas informaces gerais sobre material bioldgico (Figura 1), a qual funcionara como uma
espécie de banco de dados compilados. Este banco de dados deve ser o mais completo possivel,
constando informac@es sobre as varidveis pré-analiticas existentes. A ferramenta converte esses
dados em digitos e em seguida é gerado um cddigo ID, de forma que ndo se repita. Desta forma,
é feita a dissociacdo entre o ID do participante e a sua amostra bioldgica. O ID gerado vai
constar no Sistema de Cadastro de amostra biol6gica e nos rétulos dos recipientes para
aarmazenagem. A seguir, tém-se exemplos de variaveis pré-analiticas (Quadros 1, 2,3 e 4) e

possiveis digitos (os digitos contidos na tabela s&o apenas exemplos) que podem ser gerados.
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Quadro 1 - Exemplos de varidveis pré-analiticas correspondentes aos recipientes de
armazenamento de amostras pertencentes a Biorrepositorios armazenados no HU-UFMA que
poderdo ser inseridas em ferramenta computacional para ser transformada em digitos e,
consequentemente, geracgao do cddigo ID.

Digitos Identificador (Tipo de Recipiente)

1 Criotubo

2 Palheta

3 Eppendorf

4 Tubo de Coleta

5 Container de Nitrogénio Liquido (NL>)
6 Freezer -80°C

7 Freezer -20°C

8 Refrigerador com temperatura entre 2°C a 8°C
9 Cassete contendo bloco de parafina

10 Lamina com corte de tecido

Quadro 2 - Exemplos de varidveis pré-analiticas correspondentes aos tipos de amostras
pertencentes a Biorrepositorios armazenados no HU-UFMA, que poderdo ser inseridas em
ferramenta computacional para ser transformada em digitos e, consequentemente, geragdo do

codigo ID.
Digitos Identificador (Tipo de Amostra)
01 Plasma
02 Soro
03 BuffyCoat
04 DNA
05 RNA
06 Urina

Quadro 3 - Exemplos de variaveis pré-analiticas referentes ao tempo entre coleta e
armazenamento de amostras pertencentes a Biorrepositorios armazenados no HU-UFMA, que
poderdo ser inseridas em ferramenta computacional para ser transformada em digitos e,
consequentemente, geracdo do codigo ID.

Digitos Identificador (Tempo gasto entre a coleta armazenamento da
amostra)

1 Tempo entre a coleta e armazenamento menor que duas
horas*

2 Tempo entre a coleta e armazenamento maior que duas horas

*QO plasma e soro deve ser removido da camada celular em até 2 horas a coleta da amostra (SBPC, 2010, p. 35).

11 SBPC/ML. SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL.
Recomendac0es da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial: Coleta de Sangue Venoso.
2% ed. Barueri, SP: Minha Editora, 2010.
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Quadro 4 - Exemplos de variaveis pré-analiticas referentes as amostras de tecidos pertencentes
a Biorrepositério armazenados no HU-UFMA, que poderdo ser inseridas em ferramenta
computacional para ser transformada em digitos e, consequentemente, geracéo do codigo ID.

Digitos

Identificador (Tipo de Recipiente)

Primeiro digito

Tipo de recipiente utilizado na
armazenagem

Segundo digito

Tipo de equipamento de armazenagem

Terceiro digito

Método utilizado na conservagao

Quarto digito

Tempo entre a coleta e processamento

Quinto sexto, sétimo e oitavo digitos

NUmero de amostra cadastrada no Setor
(nimero sequencial) *

Figura 1 — Método de geracdo do cddigo ID através de uma ferramenta contendo tabela de
conversdo. Os dados da amostra bioldgica sdo inseridos no software (a esquerda), em seguida
a ferramenta transforma esses dados em digitos (no meio) e consequentemente, esses digitos
sdo convertidos em codigos (a direita), de modo que néo se repete.

e Dados do
Identificador:

Variaveis pré-
analitica das
amostras

/_

* Digitos
* Tabela de
Conversao

» Cddigo

;

a) Rastreabilidade e Retirada da amostra

O Sistema de Cadastro de Amostra é o meio utilizado para recuperar informacdes

relativas a localizacdo da amostra. O codigo ID da amostra gerado é o instrumento de busca no

Sistema de Cadastro. O Sistema deve conter senha de acesso e apenas pessoas autorizadas deve

acessar tais informacdes e deve ser capaz de rastrear o login de acesso, bem como o dia e horério

de acesso.

O Sistema de Cadastro de Amostra deve conter campos para registros de informacgdes

sobre retiradas das amostras, nos quais deve constar: motivo da retirada; pessoa responsavel

pela retirada; e hora e data da retirada.



