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RESUMO

O sistema de qualidade é de suma importância em laboratórios clínicos para

avaliação de processos analíticos de maneira que os resultados liberados sejam

verdadeiros. Para a metodologia de imunofenotipagem celular por citometria de fluxo

as amostras devem ser frescas e os exames realizados preferencialmente dentro de

48 horas. É relevante utilizar amostras de controle de qualidade internos (CQI)

padronizadas, de modo que possam ser repetidas rotineiramente, como referencial

de qualidade. No Brasil, poucos serviços comercializam amostras preservadas para

uso como CQI. Deste modo, a padronização in house com validação de processo

para obtenção de amostras que possam ser utilizadas para esta finalidade é

relevante. O objetivo deste trabalho foi desenvolver controle de qualidade interno

para as rotinas de quantificação de células progenitoras hematopoéticas (CPH),

utilizando solução preservante e avaliar a reprodutibilidade e estabilidade ao longo

do tempo. Foram preparadas diferentes soluções preservantes, sendo selecionada

uma composição, originalmente padronizada neste estudo. Foram utilizados 5mL de

sangue periférico, sendo este acrescido da solução a ser testada. Imediatamente,

realizou-se a quantificação das populações de CPH em tubo Trucount®, usando anti-

CD45, anti-CD34 e 7-AAD, conforme indicado pelo fabricante. A leitura foi realizada

em citômetro de fluxo modelo FACSCalibur®-BD, para obtenção dos valores

absolutos das CPH no dia zero, 7, 21, 35 e 49. Durante este período, as amostras

foram mantidas refrigeradas (2 a 8ºC). Os valores obtidos no dia zero foram

definidos como referencial e fixou-se o percentual de variação aceitável em ±40%, o

mesmo aceito nos CQIs comerciais. Ao avaliar o desempenho das amostras

preservadas durante o período preconizado, observou-se eficiente preservação

celular, com distribuição estável e boa reprodutibilidade, tendo as variações

limitadas ao intervalo preconizado. O produto gerado trata-se de uma solução

preservante/conservante exclusiva, utilizada como CQI, passível de registro ou

patente, validada para uso em imunofenotipagem de CPHs para fins de transplante

autólogo, com desempenho semelhante ao de um controle de qualidade

comercialmente disponível.

Palavras-chaves: Controle de Qualidade Interno, célula progenitora hematopoética, citometria de

fluxo, solução preservante.



ABSTRACT

The quality system is of paramount importance in clinical laboratories for evaluating

analytical processes in order to consider true the released results. The samples must

be performed fresh preferably within 48 hours for the cell immunophenotyping

methodology by flow cytometry. It is relevant to use standardized internal quality

control (IQC) samples, thus they could be repeated routinely, as a quality benchmark.

In Brazil, only a few services commercialize preserved samples for use as IQC.

Therefore, it is relevant to use in-house standardization with process validation to

obtain samples that can be used for this purpose. The objective of this work was to

develop an IQC for a daily routine quantification of hematopoietic stem cells (HSCs)

by using a preservative solution and to evaluate the reproducibility and stability over

time. Different preservative solutions were prepared, and a composition, originally

standardized in this study, was selected. 5mL of peripheral blood were used, which

was added to the solution to be tested. The HSCs populations were immediately

quantified in a Trucount® tube, using anti-CD45, anti-CD34 and 7-AAD, as indicated

by the manufacturer. The reading was performed in a flow cytometer model

FACSCalibur®-BD in order to obtain the absolute values ​ ​ of HSCs on day zero, 7,

21, 35 and 49. During this period, the samples were kept refrigerated (2 to 8ºC). The

values obtained on day zero were defined as a reference and the percentage of

acceptable variation was set at ± 40%, the same accepted in commercial IQCs. It

was observed an efficient cell preservation when evaluating the performance of

samples preserved during the recommended period. In addition, it was noted a stable

distribution and significant reproducibility, with variations being limited to the

recommended interval. The generated product is an exclusive

preservative/preservative solution, which was used as an IQC. Moreover, this finding

is subject to be registrated or patented and validated for use in HSCs

immunophenotyping for autologous transplantation purposes, with similar

performance to the current commercially available quality control.

Keywords: Internal Quality Control, hematopoietic progenitor cell, flow cytometry, preservative

solution.
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1-INTRODUÇÃO

Com evolução natural dos conceitos de qualidade surgiram preocupações

com a Política da Qualidade. Na área laboratorial a primeira iniciativa

interlaboratorial de Controle da Qualidade foi realizada nos EUA, em 1947, por Belk

e Sunderman. Na década de 1960, ocorreu a evolução dos conceitos com a

regulamentação nos Estados Unidos da América, com o objetivo de definir diretrizes

e padrões, seguida de uma lei federal americana atualizada em 1988 (BELK;

SUNDERMAN, 1947; MENDES; SUMITA, 2010).

Desde então, essa prática tem sido cada vez mais adotada, caracterizando o

Século XX como sendo o Século da Qualidade. Todo laboratório deve assegurar que

os resultados produzidos reflitam, de forma fidedigna e consistente, a situação

clínica apresentada pelos pacientes e garantir que o resultado não sofra

interferência durante o processo (CHAVES, 2010).

O setor de análises clínicas foi impulsionado devido ao aumento da demanda

da realização de exames e a agilidade na liberação dos resultados, trazendo ao

Brasil, em 1960, processos automatizados. Através dessa inovação houve a

necessidade de novas formas de controle de qualidade com duas ferramentas

importantes que têm sido aprimoradas ao longo dos anos, sendo essas: controle de

qualidade interno e ensaio de proficiência (VIEIRA et al., 2011).

O controle de qualidade interno é definido pela organização mundial da saúde

como um conjunto de procedimentos que avalia de maneira contínua os trabalhos e

resultados obtidos por determinado laboratório. Apresenta como objetivo garantir a

integridade do processo analítico, reduzindo a possibilidade de resultados alterados

de forma errônea aos pacientes (KINNS et al., 2013).

1.1 Controle de Qualidade em Laboratórios Clínicos

Nos laboratórios clínicos, o controle de qualidade é de suma importância para

a avaliação dos processos analíticos aos quais uma amostra é submetida,

permitindo a detecção de possíveis desvios metodológicos e correção dos mesmos,

assegurando a liberação de resultados genuínos. A garantia de qualidade de

resultados de exames laboratoriais é fundamental visto que estes são ferramentas

importantes para concretizar diagnósticos, interfaceando com achados clínicos que,
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em conjunto, possibilitarão ao profissional da saúde um diagnóstico preciso.

(BERLITZ, 2010; SANTOS, ZANUSSO JUNIOR, 2015).

Melhorias na qualidade também levam a redução de custos por evitar a

repetição de exames, que resultam em desperdício de tempo e recursos financeiros

(SANTOS e ZANUSSO JUNIOR, 2015).

No Brasil, um marco importante para adoção maciça de controle interno de

qualidade em laboratórios clínicos foi a resolução da ANVISA RDC Nº. 302/05, que

se tornou requisito básico para funcionamento de laboratórios.

De acordo com a RDC Nº. 302, o laboratório clínico deve assegurar a

confiabilidade dos serviços laboratoriais prestados, por meio de controles interno e

externo da qualidade (BRASIL, 2005).

Para obtenção de contínua melhoria, todos os procedimentos de execução do

exame laboratorial, fase pré-analítica, analítica e pós-analítica, devem ser

analisados de maneira crítica, abrangendo todos os aspectos, sendo eles

administrativos, técnicos e organizacionais. O sistema de qualidade empregado em

um laboratório necessita de organização e disciplina em todos os processos de

execução do exame, desde a escolha do método apropriado, coleta adequada,

execução, laudo e interpretação, possibilitando que os indicadores laboratoriais

avaliem a eficiência destes procedimentos, pois uma modificação nos processos

executados, por menor que seja, pode influenciar o resultado final do exame,

diminuindo de modo importante a qualidade empregada no serviço (BASQUES,

2013; SANTOS, ZANUSSO JUNIOR. 2015; VIEIRA et al., 2011).

Os resultados obtidos através do controle de qualidade devem encontrar-se

dentro dos limites estabelecidos pelos indicadores laboratoriais pré-determinados, o

qual apresenta, de forma qualitativa ou quantitativa, erros e falhas durante a fase

analítica. Sua finalidade é auxiliar na detecção de erros que necessitem de ações

corretivas (PLEBANI, 2009; ORIGA, OTTOBONI, 2013; RICÓS, GARCIA-VICTORIA,

DE LE FUENTE, 2004).

Amostras de controles internos mimetizam o exame que será avaliado, sendo

este preparado da mesma forma que a rotina laboratorial. A amostra controle

apresenta valor conhecido, com o intuito de verificar a reprodutibilidade e

estabilidade do sistema analítico. Esta verificação é realizada através de análises

estatísticas, avaliando geralmente média, desvio-padrão e coeficiente de variação

(VIEIRA et al, 2011).
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A amostra controle deve se apresentar significativamente estável, ou seja,

deve apresentar pouca variação de resultados. O laboratório pode produzir sua

própria amostra controle, desde que mantenha a característica de estabilidade.

Também é possível adquirir amostras comercialmente disponíveis, de serviços

especializados (BASQUES, 2013).

Para assegurar a qualidade é necessário que todas as etapas do processo

sejam avaliadas, incluindo a metodologia, processamento, equipamentos, entre

outros. As características de exatidão, precisão, sensibilidade, especificidade,

devem ser mensuradas para verificar a possibilidade de interferentes como:

estabilidade de reagentes, erros de procedimentos, falhas em equipamentos.

Avaliando estas características através de análises de gráficos de Levey-Jennings e

regras de Westgard, torna-se possível identificar erros aleatórios, referente a

imprecisão, e erros sistemáticos, caracterizados pela inexatidão, desta forma sendo

possível implementar ações corretivas para minimizar ou eliminar os erros

(FONSECA, 2004; MENDES, SUMITA, 2010; MENDES, SUMITA, 2016).

Na demonstração do sistema analítico de uma rotina o gráfico de Levey-

Jennings é amplamente adotado, nele as informações da corrida em função do

tempo são plotadas. O gráfico é composto por uma linha central de média e linhas

adjacentes correspondendo ao desvio-padrão (DP), duas acima e duas abaixo da

média. A análise do gráfico de Levey-Jennings colabora na detecção de possíveis

erros que possam ocorrer, tornando-se ferramenta importante para a garantia da

confiabilidade e veracidade dos resultados obtidos. Juntamente ao gráfico, regras

múltiplas de Westgard podem ser aplicadas para identificação de possíveis erros

que culminem em quebra de regras, sendo cada uma delas de finalidade bem

caracterizada (BERLITZ, 2010).

As Regras Múltiplas de Westgard são utilizadas para interpretar resultados no

sistema de Controle de Qualidade Interno (CQI), para tanto, utiliza-se uma

combinação de critérios de decisão, com objetivo de identificar comportamentos

inadequados em uma ou mais corridas analíticas. Em geral, a forma mais

empregada na descrição das regras e descrita por Westgard se dá por meio da

indicação do número de vezes que uma situação ocorre e pelo limite no gráfico de

controle. Quanto maior o “n” amostral trabalhado, maiores as chances de

identificação precoce de erro. Desta forma, as regras auxiliam na compreensão das

não conformidades, assim como, no esclarecimento das informações sobre o tipo de
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erro apresentado, podendo ser sistemático ou aleatório, possibilitando, então, a

revelação da causa inicial do problema, a fim de se eliminar os erros (WESTGARD,

2002).

1.2 Transplante Autólogo de Células Progenitoras Hematopoéticas

A célula progenitora hematopoética (CPH) é definida pela capacidade de

autorenovação, diferenciação e multiplicação, possibilitando sua maturação em

células progenitoras de todas as linhagens sanguíneas, levando a reconstituição da

população hematopoética a partir de uma única célula. Naturalmente, estão

disponíveis em baixa quantidade no sangue periférico, porém em quantidade

suficiente para autorrenovação. Estas células normalmente são obtidas do sangue

periférico, cordão umbilical e medula óssea (JANSEN et al., 2005; SANTIS, 2013;

SENEGAGLIA et al., 2009; VERFAILLIE, 2002).

As CPHs são de grande importância para os transplantes de medula óssea,

autólogos e alogênicos, procedimentos estes realizados para o tratamento de

pacientes com doenças hematológicas. Para que as terapias realizadas tenham

resultados satisfatórios, se faz necessária a expansão do número das CPHs,

mediante administração de fatores de crescimento hematopoiético, como o G-CSF

(fator estimulador de colônias de granulócitos) e o GM-CSF (fator estimulador de

colônias de granulócitos/macrófagos) (DELAMAIN, 2004; GAMBELL et al., 2012;

COMBARIZA et al., 2016; DUARTE et al., 2016; SENEGAGLIA et al., 2009).

A coleta pode ser feita via sangue periférico, após mobilização das CHPs da

medula para a periferia. Faz-se então coleta por meio de aférese, sendo as CPHs

criopreservadas (DUARTE et al., 2016; MARQUES et al., 2017).

As CPHs apresentam fenótipo com expressão dos antígenos CD34+/CD45+,

sendo altamente expresso em células pluripotentes, ao passo que durante a

maturação celular ocorre gradativa redução da expressão antigênica de CD34,

sendo o nível de maturação celular inversamente proporcional a expressão deste

marcador (CARVALHO et al., 2009).

No decorrer dos anos, vários aspectos e facilidades como, melhor capacidade

de mobilização, facilidade na coleta, redução na internação hospitalar, agilidade no

enxerto, fizeram com que o uso das células progenitoras hematopoéticas

aumentasse (ROCK et al., 2000).

http://www.qualichart.com.br/blog/erros-sistematicos-e-aleatorios-como-diferencia-los/
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FIGURA 1: Representação esquemática de coleta de células progenitoras

hematopoética para transplante autólogo.

1.3 Citometria de Fluxo

O citômetro de fluxo é capaz de realizar caracterizações físico-químicas das

células, através de metodologia multiparamétrica que permite a determinação celular

pela avaliação de tamanho, granulosidade e expressão de moléculas avaliadas por

marcadores fluorescentes, sendo a identificação realizada célula a célula. A

citometria de fluxo é o método adotado para quantificação das CPHs pós-

mobilização tanto no sangue periférico quanto no produto coletado por aférese.

Através do fenótipo expresso por estas células, faz-se a caracterização qualitativa e

quantitativa, gerando valores absolutos e relativos. (SALES, VASCONCELOS,

DUARTES, 2013).
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Exames de imunofenotipagem por citometria de fluxo, especialmente aqueles

nos quais a contagem celular absoluta é necessária, devem ser realizados com

amostras frescas, preferencialmente em 48 horas após coleta. Deste modo,

amostras de controles de qualidade internos (CQI) que possam ser padronizadas e

repetidas em várias rotinas, como referencial de qualidade, se fazem necessárias

(PLEBANI et al., 2006).

Há poucos serviços especializados no Brasil que comercializam estas

amostras e a padronização in house exige validação de soluções preservantes que

permitam manter a estabilidade e reprodutibilidade ao longo do tempo de

preservação amostral, visto que a degradação celular pode comprometer

diretamente a expressão fenotípica.

A quantificação de células CD34 é de grande relevância no transplante de

CPHs, visto que se caracteriza como preditor do momento ideal da coleta destas

células. É um método rápido, capaz de identificar e quantificar as populações de

CD34+/CD45+, sendo o protocolo ISHAGE (International Society for Hematotherapy

and Graft Enginnering) o padrão internacional adotado para esta finalidade. Este

protocolo é baseado em plataforma única, ou seja, realizado exclusivamente em

único equipamento (no caso, citometro de fluxo), no qual se utilizam microesferas

denominadas beads que permitem a contagem absoluta, além de associar um

corante de viabilidade (7-AAD), garantindo o resultado de quantificação de células

CD34+/CD45+ viáveis por microlitro de sangue ou produto da aférese (MASSIN et

al., 2015).

É preconizado na literatura que o número adequado de CPHs no sangue

periférico deve ser de 10 a 20 células CD34+/CD45+ viáveis por microlitro, definindo

assim, o momento de realizar a aférese para obtenção das CPHs (LEMOS et al.,

2018; TING YU et al., 2016).

A coleta é realizada após a estimulação da medula com drogas

mobilizadoras e confirmação de número suficiente de CPHs no sangue periférico. O

valor alvo da coleta deve ser igual ou maior a 2,5 x 106 células CD34+ por kg de

peso do paciente. Essa é a quantidade mínima para a enxertia hematológica.

Quanto maior o número de células mais rápido e eficiente será a pega da medula,

aumentando a possibilidade de sucesso (GAMBELL et al., 2012; MENDRONE

JUNIOR, 2009)
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Em 2016, foi implantado no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina

de Botucatu o serviço de Transplante de Medula Óssea Autólogo. Adotamos como

valores-alvos 20 células CD34+/CD45+ viáveis/uL de sangue periférico e 2,5 x 106

células CD34+ por kg de peso do paciente.

O Laboratório de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Botucatu – HCFMB

está inserido no contexto do Transplante de Medula Óssea Autólogo, sendo

responsável pela quantificação das CPHs nas etapas preconizadas do processo.

Este participa de programa de avaliação externa e interna da qualidade,

processando amostras desconhecidas, padronizadas e enviadas por serviço

especializado. O programa de controle de qualidade apresenta como finalidade

garantir que resultados obtidos sejam consistentes e reprodutíveis. A implantação de

sistemas de qualidade é fundamental, sejam estes sistemas próprios do serviço, ou

serviço externos contratados.

Devido à escassez de empresas responsáveis pela produção de controles de

qualidade para a quantificação de células progenitoras hematopoéticas

CD34+/CD45+, juntamente com o alto custo destas amostras controles (sangue

humano com estabilizantes e conservantes) e, visando a importância de controles

internos de qualidade, objetivou-se neste trabalho a validação de controle de

qualidade interno, desenvolvidos no próprio serviço (in house), com menores custos,

capaz de manter a reprodutibilidade e resultados consistentes, garantindo a

qualidade da quantificação de CPHs CD34+/CD45+.
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5. CONCLUSÃO

Foi desenvolvido controle de qualidade interno para a quantificação de CPHs, a

partir da padronização de diferentes concentrações de soluções preservantes.

 Avaliou-se a estabilidade e a reprodutibilidade das imunofenotipagens após

conservação numa cinética temporal;

 Fez-se análise estatística avaliando o desempenho do controle interno

desenvolvido.

 O CQI desenvolvido apresentou desempenho satisfatório de modo compatível

aos produtos comercializados com a mesma finalidade.
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