RESSALVA

Atendendo solicitagdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertagdo sera disponibilizado
somente a partir de 24/02/2027.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA

EVELYN SANTOS DA CONCEICAO

Avaliacao da efetividade de nova solucéo preservante
para uso laboratorial em Hematologia

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho®, Campus de Botucatu, para obtencado do titulo
de Mestre@ no Programa de Pdés-graduacdo
emPesquisa e Desenvolvimento — Biotecnologia
Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Marjorie de Assis Golim

Coorientadora: Profa. Dra. Aline Marcia Marques Braz

Botucatu

2025



Evelyn Santos da Conceicao

Avaliacdo da efetividade de nova solucao preservante para
uso laboratorial em Hematologia

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre(a) no Programa de PO4s-graduacéo
em Pesquisa e Desenvolvimento -
Biotecnologia Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Marjorie de Assis
Golim

Coorientadora: Profa. Dra. Aline Marcia
Marques Braz

Botucatu

2025



Conceicgéo, Evelyn Santos da
C744a Avaliacao da efetividade de nova solugao preservante para
uso laboratorial em Hematologia / Evelyn Santos da Conceicao.
-- Botucatu, 2025
104 p. :il., tabs., fotos

Dissertagdo (mestrado profissional) - Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina, Botucatu

Orientadora: Marjorie de Assis Golim

Coorientadora: Aline Marcia Marques Braz

1. Controle de qualidade. 2. Solugao preservante. 3.
Garantia de qualidade. 4. Hematologia. I. Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos
pelo autor(a).




vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp® e

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE EVELYN SANTOS DA
CONCEIGAO, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO (BIOTECNOLOGIA MEDICA), DA FACULDADE DE MEDICINA - CAMPUS

DE BOTUCATU.
Aos 24 dias do més de fevereiro do ano de 2025, as 9h, no(a) Sala de reunides 02 do

Prédio da Administracdo da FMB/Unesp, realizou-se a defesa de DISSERTACAO DE
MESTRADO de EVELYN SANTOS DA CONCEIGAO, intitulada Avaliagao da efetividade de
nova solucao preservante para uso laboratorial em hematologia. A Comisséo
Examinadora fol constitufda pelos seguintes membros: Profa. Dra. MARJORIE DE ASSIS
GOLIM (Orientador(a) - Participacdo Presencial) do(a) Laboratério de Biotecnologia
Aplicada - LBA / FM/Botucatu - Unesp, Profa. Dra. SUELEN DE SOUZA ASSUNPGAO NISHIO
(Participagao Presencial) do(a) Nucleo de Laboratério de Andlises Clinicas / HC-
FM/Botucatu - Unesp, Profa. Dra. ERICA CRISTINA SANTOS SILVA (Participagao Virtual)
do(a) Laboratério de Bacteri6fagos e Biofilmes - Phagelab / Universidade de Sorocaba.

Apds a exposicdo pela mestranda e arguicao pelos membros da Comissdao Examinadora

que participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, a discente recebeu o conceito

Faculdade de Medicina - CAmpus de Botucatu -
Av.: Prof. Mério Rubens Guimaraes Montenegro, s/n®, 18618687
https//www fmb.unesp v de-pos-gradh NPJ: 48.031.918/0019-53.




AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus por me conceder saude, sabedoria e for¢a para
concluir esta etapa tdo importante em minha vida.

Aos meus pais pelo apoio incondicional e por sempre acreditarem em mim.

Ao meu noivo, Nicolas, por todo amor e ajuda nessa caminhada da vida e por todo
incentivo em me fazer enxergar que eu seria capaz.

A minha orientadora, Dra. Marjorie Golim, pela confianga, dedicagdo, paciéncia e
pelos valiosos ensinamentos.

A minha coorientadora, Dra. Aline Braz, pela parceria, conselhos e conhecimentos
que me foram passados.

As meninas do Laboratério de Citometria de Fluxo, Francielle, Amanda e Beatriz,
pela colaboragdo e amizade que pretendo levar a vida.

A toda equipe do Laboratorio de Hematologia e Hemostasia do HCFMB, pelas boas
conversas, risadas e por todo por auxilio durante este trabalho.

Ao professor Dr. Rafael Simoes, pelos ensinamentos e paciéncia em ensinar todas
as possibilidades de andlises estatisticas importantes para esse estudo.

Ao meu amigo Felipe, pelo valioso tempo dedicado em me auxiliar com a constru¢do
dos grdficos.

A equipe do Laboratério Municipal de Saiide Publica, pela compreensdo nos
momentos em que estive ausente, dedicada ao projeto e pelo incentivo aos estudos.

Por fim, a todos que participaram direta e indiretamente desta disserta¢do, minha

gratidao.



RESUMO

Em laboratorios de andlises clinicas os controles de qualidade s&o imprescindiveis na
avaliacé@o de processos analiticos, de modo a atender a legislacéo vigente, favorecendo
a obtencdo e, consequentemente, a liberacdo de resultados adequados. Amostras
bioldgicas que possam ser padronizadas e avaliadas inter e intralaboratorialmente séo
necesséarias. SAo escassos servigos especializados no Brasil que comercializam estas
amostras bioldgicas e a padronizacdo in house exige valida¢des que permitam manter a
estabilidade e reprodutibilidade do analito ao longo do tempo de preservacdo amostral.
Desta forma, objetivou-se neste trabalho desenvolver amostras-controle com uso de uma
nova solugéo preservante, visando a aplicabilidade em ensaios de avaliagbes externas
e internas de qualidade na area de hematologia. Para tanto, foram coletados 20mL de
sangue periférico de individuos saudaveis (n=7), sendo a amostra fracionada em trés
aliquotas para ajustes das concentracdes visando a obtencdo de niveis celularidade
baixo, normal e alto. As amostras foram estabilizadas com solucao preservante proposta,
e avaliadas através do monitoramento dos parametros hematolégicos numa cinética
temporal por 56 dias. Graficos de Levey-Jennings e analises de regressao linear foram
adotados para aferir a variacdo ao longo do tempo, comparando-se a performance das
amostras com padrdes comerciais. Os resultados demonstraram a eficacia da nova
solucéo preservante aplicada a hematologia em ensaios in vitro, mantendo a estabilidade
de eritrocitos e plaguetas por mais de 50 dias e do sangue total por até 21 dias. Tal prova
de conceito é relevante na caracterizacdo do produto quanto ao potencial de mercado,
tanto para fins de avaliacdes externas quanto internas de qualidade, seja para servicos
especializados que produzem e comercializam amostras estabilizadas para avaliagcdes
de proficiéncia, como para servicos publicos ou privados que visem produzir seus
controles internos de forma independente, mostrando-se Gtil no contexto de gestdo da

gualidade laboratorial.

Palavras-chave (Descritores em saude — DECs): Controle de qualidade; Solucéo

preservante; Garantia da qualidade; Hematologia.



ABSTRACT

Quality controls are of critical importance in clinical laboratory analysis. They facilitate the
evaluation of analytical processes, ensure compliance with applicable regulations, and
enable the release of reliable results. The necessity for biological quality control samples
that are both standardized and evaluable at both the inter- and intra-laboratory levels is
paramount. However, there is a paucity of specialized services offering these samples in
Brazil. In-house standardization requires validations to maintain stability and
reproducibility of analytes over time. The objective of this study was to develop control
samples using a novel preservative solution for utilization in external and internal quality
assessment tests in the domain of hematology. Peripheral blood samples (20 mL) were
collected from healthy individuals (n = 7) and separated into three aliquots to adjust
concentrations for low, normal, and high cellularity. Samples were preserved using a
solution with a preservative, and hematological parameters were monitored over a period
of 56 days. To assess the variation over time, Levey-Jennings graphs and linear
regression analysis were adopted and then compared to commercial controls. The results
demonstrated the efficacy of the novel preservative solution when employed in in vitro
hematology tests, ensuring the stability of red cells and platelets for over 50 days and
whole blood for up to 21 days. This proof of concept is significant for characterizing the
product's market potential and for the purposes of external and internal quality
assessments, whether for specialized services that produce and commercialize stabilized
samples for proficiency assessments, or for public or private services that aim to produce
their internal controls independently, proving useful in the context of laboratory quality

management.

Key-words: Quality control; Preservative solution; Quality assurance; Hematology.
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1. INTRODUGAO

A medicina laboratorial, composta pelos modernos laboratorios de analises
clinicas, desempenha papel crucial no sistema de saude, fornecendo informacdes
essenciais para tomadas de decisfes clinicas. Ainda que os exames laboratoriais
equivalham a menos de 3% dos gastos anuais referentes a assisténcia a saude, sao
aliados indispensaveis no auxilio ao raciocinio clinico e na investigacdo do histérico da
patologia, uma vez que contribuem diretamente para ac6es de prevencdo, diagnostico,
tratamento e gerenciamento de doencas. Diante disso, é de fundamental relevancia que
todo o processo analitico envolvido nas analises clinicas que possa ter relacdo com o
resultado, desde o preparo do paciente até a liberacdo do laudo laboratorial, seja
desenvolvido de acordo com os critérios estabelecidos pelas normas atuais
(WILLIAMSOM, 2016, SANTOS, TREVISAN 2021, FONSECA, 2015).

Com os avancos tecnoldgicos na area laboratorial e o surgimento de analisadores
automatizados, o desafio atual consiste em prestar atendimento humanizado, sobretudo
priorizando o paciente e, mantendo alta taxa de produtividade, baixo custo e elevado grau
de exatiddo e reprodutibilidade. Desse modo, faz-se necessario a implantacdo de um
sistema de qualidade visando a padronizacdo dos produtos e processos, minimizacao
dos erros e custos, aperfeicoamento das andlises laboratoriais que favorecam a entrega
de resultados fidedignos (BARBOSA & MANSOUR, 2019; OLIVEIRA, MENDES, 2010).

1.1 Qualidade em laboratérios clinicos

No periodo da revolucao industrial, em consonancia a produ¢do em massa surgiu
também o conceito de sistemas de qualidade, dando inicio a era do controle estatistico a
partir de técnicas de amostragem. Na década de 30, Estados Unidos, Japao e outros
paises implantaram e sistematizaram normas de qualidade. A partir da década de 50,
surgiu-se a preocupacdo com a gestao da qualidade deixando de ser um aspecto apenas
do produto e passando a abranger todos os aspectos da operacgéo, englobando todo o
processo fabril (LONGO, 1996).
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No ambiente laboratorial, a gestdo da qualidade tem se destacado nos ultimos
anos e esta associada a padrdes de exceléncia. O controle de qualidade visa garantir a
confiabilidade dos resultados através da comparacdo dos valores obtidos com limites
predefinidos. Contudo, desvios desses limites indicam a presenca de erros ou falhas no
processo analitico, permitindo a implementacdo de acfes corretivas. Um sistema de
gestao da qualidade eficaz em laboratérios requer organizacéo e disciplina em todas as
etapas do processo analitico. O monitoramento regular permite avaliar a performance do
processo, identificando oportunidades de melhoria e garantindo a confiabilidade dos
resultados (OLIVEIRA, MENDES, 2010, PLEBANI 2010). Estima-se que a maioria dos
erros cometidos nas analises laboratoriais ocorram na fase pré-analitica (em torno de
70%), sendo a fase analitica responsavel por cerca de 16% das falhas. Estes erros
afetam a confianca do cliente e consequentemente a reputacéo laboratorial (KINNS,
2013, BARCELOS, 2018).

Com intuito de regulamentar as atividades laboratoriais em todas as suas etapas,
em 2005 foi elaborada a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC 302/2005) pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), recentemente atualizada e susbtituida pela
RDC 786/23, que determina o regulamento técnico para o funcionamento laboratérios
clinicos e estabelece a utilizacdo dos controles de qualidade para monitorar 0s processos

e eliminar as causas de desempenho insatisfatério.

1.2 Controle Interno da Qualidade (CIQ)

O controle de qualidade interno esta intrinsecamente relacionado a avaliacdo da
performance diaria de equipamentos, qualificacdo da equipe técnica, adequacdo dos
procedimentos operacionais padrao (POP), incluindo execucao metodoldgica, e insumos,
cuja finalidade principal € monitorar a estabilidade e a reprodutibilidade do sistema
analitico durante todas as etapas de sua execucao (BRASIL, 2005, 2023).

Amostras biologicas que possibilitem medi¢des diarias (intralaboratorial) permitem
monitorar a performance de variaveis analiticas, a fim de detectar erros aleatérios ou

sistematicos, que necessitam de ac¢des corretivas para que ndo haja comprometimento
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do resultado. Cada laboratorio deve estabelecer e manter um sistema proprio de gestao
da qualidade, considerando tipo, complexidade e quantidade de exames que realiza
(BRASIL, 2005, 2023).

Laboratorios clinicos possuem a opc¢do de adquirir amostras-controle
comercialmente disponiveis, ou adotar alternativas para producdo de materiais proprios,
desde que assegurem a precisdo do sistema analitico (BRASIL, 2023). A depender da
aplicabilidade, uma opcéo factivel € a preparacdo de pool de amostras que possibilite a
obtencado de valores dentro do intervalo analitico, incluindo limiares de aceitabilidade, e
gue representem a rotina exercida pelo laboratério, viabilizando a sua estabilizacéo,
armazenamento e monitoramento de interferentes (BARCELOS, 2018, BRASIL, 2005,
OLIVEIRA, MENDES, 2011).

O uso de analises de Levey-Jennings (representacao grafica de valores adotados
diariamente) e regras multiplas de Westgard constituem ferramentas mundialmente
empregadas na avaliacdo do CIQ e podem auxiliar o laboratério na deteccdo de um erro
aleatorio ou sistematico de uma analise (VIEIRA, et al, 2011, BRASIL, 2005, OLIVEIRA,
MENDES, 2012).

Na hematologia a utilizacdo de CIQ deve ser criteriosa, visto que ha rapida perda
da estabilidade dos componentes sanguineos e, consequentemente degradacédo dos
analitos de interesse, 0 que torna o monitoramento ao longo do tempo um desafio
(BRASIL, 2005, SHONS, 2010, BRASIL, 2023).

1.3 Controle externo da qualidade (CEQ)

Controles de qualidade externo (ou ensaio de proficiéncia) consistem em
avaliacdes periddicas com amostras fornecidas por 6rgdo externo (amostra comercial)
ao servico, que visam avaliar a padronizacdo das analises comparando-os com 0s
resultados de outros laboratérios participantes do programa, mediante critérios
preestabelecidos pelas normas regulatérias (DOS SANTOS, 2014, BARCELOS, 2018,
OLIVEIRA, MENDES, 2010, BRASIL, 2023; OLIVEIRA, MENDES, 2011).
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1.4 Hemograma

O hemograma € um exame laboratorial que analisa os componentes celulares do
sangue, incluindo os gldébulos vermelhos (eritrdcitos), glébulos brancos (leucdcitos) e as
plaguetas. Ao combinar os resultados do hemograma com o0s sinais e sintomas
apresentados pelo paciente, este exame auxilia no diagndstico e acompanhamento uma
gama de doencas e condices clinicas (ZAGO, FALCAO, PASQUINI, 2014).

Introduzido na pratica clinica por Schilling em 1925, o hemograma tornou-se o
exame sanguineo mais frequentemente solicitado. Atualmente, a automacdo dos
laboratorios de hematologia tem proporcionado maior acuracia dos resultados,
minimizando variacdes inerentes ao preparo técnico. No entanto, 0os equipamentos
devem estar em constante monitoramento como parte do sistema de qualidade
laboratorial, que inclui também a adocao de amostras-controle estaveis e padronizadas
para que haja validacédo da rotina laboratorial diaria (CESAR, s.d, MELO, DA SILVEIRA,
2015).

Visando solucionar o desafio da estabilizacdo de amostras bioldgicas com
solugBes preservantes para obtencdo de amostras-controle, mantendo as caracteristicas
adequadas dos parametros a serem avaliados, desenvolveu-se e validou-se uma solugéo
preservante in house (ROCHA, 2020) com aplicacdo voltada as células progenitoras
hematopoiéticas (CD34+) cujo desempenho foi semelhante ao de um controle de
qualidade comercialmente disponivel.

Considerando o alto custo das amostras-controle fornecidas por empresas
especializadas em qualidade, atrelada a obrigatoriedade de todo servi¢o laboratorial
realizar controles externos e internos de qualidade e, dada a importancia do
monitoramento da rotina laboratorial e sua qualificacédo interlaboratorial, objetivou-se
neste estudo, analisar o desempenho da solucéo preservante previamente desenvolvida

por Rocha (2020) para fins de aplicagdo em hematologia.
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1.5 Potencial de mercado

O mercado de solugdes preservantes apresenta um grande potencial de
expansao, impulsionado pela crescente demanda por amostras-controle, pelos avangos
tecnolégicos dos aparelhos hematolégicos e pela busca por solugdes mais
personalizadas e sustentaveis.

O atual mercado brasileiro de amostras-controle, esta restrito a poucas empresas,
como por exemplo, PNCQ e Controllab, o que torna limitada a variedade de opgdes de
compra para os consumidores, dificulta a obtencdo de precos mais competitivos
(reduzidos) e a padronizagao a rotina laboratorial, visto que muitas dessas amostras-
controle, chegam aos laboratérios com data de validade limitada ou qualidade amostral
comprometida. Ademais, a maioria das empresas produzem amostras-controle em niveis
estratégicos e com avaliagbes restritas aos modos controles dos equipamentos
hematoldgicos, podendo ou nao englobar todos os parametros (CONTROLAB, 2010).

Solugbes como Cell-Stab® e Transfix® sdo referéncias na estabilizagdo de células,
mas por serem importadas, seus prec¢os sao influenciados por taxas alfandegarias e
custos de transporte, tornando-as menos acessiveis.

A solugao preservante proposta, demonstra um grande potencial de mercado,
garantindo a estabilidade das células hematopoiéticas por até 21 dias e prolongando a
vida util de eritrocitos e plaquetas por até 56 dias. Sua facilidade de uso e padronizacéo,
com a estabilizacdo ocorrendo no proprio local de trabalho, a torna uma opg¢ao pratica e

econdmica para laboratoérios de pequeno e médio porte.
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2. OBJETIVO

Avaliar o desempenho de uma nova solucéo preservante desenvolvida in house
para fins de aplicabilidade em controles de qualidade interno e externo na éarea da

hematologia.

2.1 Objetivos especificos

e Produzir amostras-controles estabilizadas com uso da solugdo preservante em

diferentes niveis de celularidade (alto, normal e baixo);

e Avaliar a efetividade da solugdo preservante in house em amostras-controles
aplicaveis a area da hematologia, mediante 0 monitoramento dos parametros
hematolégicos numa cinética temporal utilizando como ferramenta de qualidade

os graficos de Levey-Jennings;

e Comparar estatisticamente a reprodutibilidade, estabilidade e desempenho dos

controles in house comparando-os com amostra-controle comercial (padréo).
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