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RESUMO

A temperatura de armazenamento dos reagentes imuno-hematoldgicos, em geral, é
de 2-8°C, sendo que a utilizacdo dos mesmos deve ser em temperatura ambiente. A
Portaria de Consolidacdo n° 5 do Ministério da Saude estabelece os parametros
minimos de qualidade para a avaliagdo de cada lote e remessa de reagentes
recebidos. Entretanto, ndo ha parametros minimos definidos para os testes da
qualidade dos reagentes em uso, expostos com frequéncia a homogeneizacéo e a
temperatura ambiente, além do uso de controles positivos e negativos. Nesse
contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a estabilidade dos reagentes
imuno-hematoldgicos utilizados para determinacdo de tipagem ABO e RhD na
técnica em tubo. Foram avaliadas a poténcia, a especificidade e a integridade dos
reagentes anti-A, anti-B, anti-D, controle RhD e hemacias A, e B apdés longos (oito
horas) e curtos (quatro horas) periodos diarios de exposigédo a temperatura ambiente
(20-24°C). Os reagentes de hemacias A, e B também foram expostos diariamente
por 11 horas e 30 minutos a temperatura ambiente e mais 30 minutos a temperatura
ambiente com simultdnea homogeneizagdo em equipamento. Como controle
negativo e positivo, uma aliquota dos reagentes foi armazenada permanentemente
em temperatura de refrigeracdo e outra foi exposta diariamente por 12 horas a
temperatura ambiente, respectivamente. As aliquotas dos reagentes foram
submetidas a diferentes condi¢gdes durante cinco dias por semana, por quatro
semanas. Foram realizados testes de intensidade de reacéo, titulacao e avidez para
os antissoros e de intensidade de reagdo, determinacdo de hemoglobina livre e
condutividade elétrica para os reagentes de hemacias. A intensidade de reagdo dos
antissoros foi de 4+ para todas as condicbes de exposicdo e nenhum deles
apresentou diminuicdo da especificidade. Embora pequenas variagbes nao
significativas tenham sido observadas apds os diferentes periodos de exposi¢ao, o
titulo e a avidez dos antissoros analisados atenderam aos requisitos minimos
definidos em legislacdo. Uma maior concentracdo de hemoglobina livre foi
observada nos reagentes de hemacias expostos a temperatura ambiente com
simultdnea homogeneizagao, entretanto, sem causar alteragdes nos resultados dos
testes de poténcia e especificidade. A condutividade elétrica média das aliquotas
dos reagentes de hemacias foi similar em todas as condi¢gbes. Os resultados
apontam que os reagentes imuno-hematoldgicos analisados s&o estaveis nas
condi¢gdes de temperatura e manipulagao as quais foram submetidos, assegurando a
qualidade dos resultados durante o uso dos reagentes nestas circunstancias.

Palavras-chave: estabilidade; reagentes imuno-hematoldgicos; controle da
qualidade; fenotipagem ABO e RhD.



STABILITY OF IMMUNOHEMATOLOGICAL REAGENTS USED FOR BLOOD
TYPING OF RECIPIENTS IN THE TUBE TECHNIQUE

The storage temperature of immunohematological reagents is, in general, 2-8°C, and
it's used at room temperature. The Consolidation Ordinance n° 5 of the Ministry of
Health establishes the minimum quality parameters for the evaluation of each batch
and consignment of reagents received. However, there are no minimum
specifications defined for the quality testing of reagents while in use, which are
frequently exposed to homogenization and room temperature, besides the use of
positive and negative controls. In this context, this study aimed to analyze the
stability of immunohematological reagents used to determine ABO and RhD typing in
the tube technique. The potency, specificity and integrity of anti-A, anti-B, anti-D, RhD
control and A, and B red blood cells reagents were evaluated after long (eight hours)
and short (four hours) daily periods of exposure at room temperature (20-24°C). The
red blood cell reagents A, and B were also daily exposed for 11 hours and 30
minutes at room temperature and also 30 minutes at room temperature with
simultaneous homogenization in equipment. As negative and positive controls, an
aliquot of the reagents was permanently stored at refrigeration temperature and
another was exposed daily for 12 hours at room temperature, respectively. The
reagent aliquots were submitted to different conditions five days a week for four
weeks. Reaction intensity, titration and avidity tests were performed for the antisera
and reaction intensity, determination of free hemoglobin and electrical conductivity for
the red blood cells reagents. The antisera reaction intensity was 4+ for all exposure
conditions and none of them showed a decrease in specificity. Although
non-significant small variations were observed after the different exposure periods,
the titer and avidity of the analyzed antisera met the minimum requirements defined
in legislation. A higher concentration of free hemoglobin was observed in red blood
cell reagents exposed to room temperature with simultaneous homogenization,
however, without causing changes in the potency and specificity of test results. The
electrical conductivity average of the red blood cell reagents aliquots was similar
under all exposure conditions. The results indicate that the immunohematological
reagents analyzed are stable under the temperature and on-use conditions to which
they were submitted, ensuring the quality of the results during the use of the reagents
in these circumstances.

Keywords: stability; immunohematological reagents; quality control; ABO and RhD
phenotyping.
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1 INTRODUGAO

No inicio do século XX, quando Landsteiner notou que o plasma de alguns
individuos aglutinava as hemacias de outros, o primeiro sistema, o ABO, foi
identificado. Depois disso, nenhum novo sistema de grupo sanguineo foi descoberto
por 25 anos. Em 1945, com o desenvolvimento do teste de antiglobulina por
Coombs, Mourant e Race, a ciéncia da sorologia de grupo sanguineo avangou, pois
anticorpos que nao aglutinavam diretamente as hemacias puderam ser detectados e
estudados (DANIELS, 2013; KLEIN; ANSTEE, 2014).

O termo sistema de grupo sanguineo refere-se a um ou mais antigenos
expressos na membrana das hemacias, controlados por um unico gene ou por um
complexo de dois ou mais genes homdlogos intimamente ligados com pouca
recombinagao ocorrendo entre eles. Para que um sistema de grupo sanguineo e
seus antigenos sejam reconhecidos, a variacdo genética deve ser identificada,
sequenciada e confirmada (DANIELS, 2013; ISBT, 2021).

O Quadro 1 apresenta os primeiros 10 sistemas de grupo sanguineo

descritos.
Quadro 1 - Primeiros 10 sistemas de grupos sanguineos descritos.
Sistema de grupo Ano de descoberta Anticorpo que define o sistema
sanguineo encontrado pela primeira vez em:
ABO 1901 Sujeitos normais
Le 1946
MN* 1927 Coelhos injetados com hemacias humanas
P 1927
LW 1930s Coelhos injetados com hemacias de
macaco Rhesus
Rh 1939 Made de bebé natimorto
1940 Pacientes transfundidos
Lu 1945 Pacientes transfundidos ou mdes de
K 1946 bebes com DHRN
Fy 1950
Ik 1951
* Os antigenos S e s foram descobertos posteriormente e fazem parte do mesmo sistema (MNSs).
DHRN: Doenca hemolitica do recém-nascido.

Fonte: Adaptado de Klein, Anstee (2014).
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A maioria dos antigenos de hemacias é sintetizada e diretamente expressa
nas hemacias, porém, alguns sdo adsorvidos do plasma para a membrana, como 0s
antigenos do sistema Lewis e Chido/Rodgers. Determinados antigenos sao
detectados somente nas hemacias e outros sdo encontrados em outros 6rgaos,
sendo também chamados de antigenos de histo-compatibilidade (DANIELS, 2013;
RAHFELD; WITHERS, 2020).

Analises bioquimicas mostram que existem dois principais tipos de antigenos
sanguineos: os determinantes protéicos, os quais representam o produto primario do
gene do grupo sanguineo (antigenos Rh, Kell e Duffy), e os determinantes
carboidratos em glicoproteinas e glicolipidios, cujos produtos dos genes que
controlam a expressdo do antigeno sdo enzimas glicosiltransferases (antigenos
ABO) (DANIELS, 2013; RAHFELD; WITHERS, 2020).

A importancia clinica dos antigenos de grupos sanguineos depende
principalmente da frequéncia com que os aloanticorpos ocorrem e suas
caracteristicas: classe do anticorpo, amplitude térmica e capacidade de ativar o
complemento. Essas caracteristicas, por sua vez, determinam a capacidade do
anticorpo causar a destruicdo das hemacias e de atravessar a barreira placentaria e
causar doencga hemolitica do recém-nascido (KLEIN; ANSTEE, 2014).

A Sociedade Internacional de Transfusao Sanguinea descreve atualmente 43
sistemas de grupos sanguineos, determinados geneticamente por 48 genes,
contendo um total de 345 antigenos (ISBT, 2021). Destes, apenas os antigenos do
sistema ABO e um unico antigeno (RhD) dentro do sistema Rhesus (Rh) séo
rotineiramente avaliados na pratica transfusional. Os antigenos de outros sistemas
de grupo sanguineo sao avaliados e pesquisados apenas em certas circunstancias,

a exemplo os receptores em esquema de transfuséo crénica (BRASIL 2017).

1.1 SISTEMAABO

O sistema de grupo sanguineo ABO é considerado o mais importante na
pratica transfusional devido a ocorréncia previsivel dos anticorpos anti-A e anti-B em
individuos que n&o possuem o correspondente antigeno. Esses anticorpos tém a

capacidade de ativar o sistema complemento e frequentemente causar hemdlise
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intravascular aguda quando hemacias incompativeis s&o transfundidos
(HARMENING, 2005; KLEIN; ANSTEE, 2014).

Os antigenos do sistema de grupo sanguineo ABO sdo determinados por
genes localizados no brago longo do cromossomo 9 (posi¢cao 9934.1-q34.2). Esses
genes codificam glicosiltransferases que catalisam a transferéncia de um agucar
terminal imunodominante a um substrato receptor presente na membrana das
hemacias, o antigeno H, o qual é convertido em antigeno A ou B. No grupo
sanguineo A, o agucar terminal € a a-N-acetilgalactosamina, adicionado por meio da
enzima a(1,3)N-acetilgalactosaminiltransferase. No grupo sanguineo B, o agucar
terminal € uma galactose, adicionado por meio de uma galactosiltransferase.
Individuos do grupo AB contém antigenos A e B em suas hemacias. Individuos do
grupo O carecem de uma transferase funcional e, portanto, ndo transferem nenhum
tipo de acucar ao antigeno H (DANIELS, 2013; OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI,
2013; RAHFELD; WITHERS, 2020).

A estrutura dos antigenos H, A e B € apresentada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura dos antigenos H, A e B.

- = M-acetilgalactosamina
@ = frutose
~, = M-acetilglicosamina

B =calactose

ﬂ = glicose

Antigeno H Antigeno A Antigeno B

Fonte: Oliveira, Ribeiro e Vizzoni (2013).
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A remocgao destes agucares terminais através de glicosidases apropriadas
tem sido estudada objetivando a conversdo de hemacias de fenotipagem “A” e “B”
em “O”, as quais sdo essenciais para os atendimentos de emergéncia. Entretanto,
esta tecnologia ainda n&o esta disponivel na pratica clinica, pois alguns obstaculos
precisam ser superados, como a eficacia e a eficiéncia das enzimas e os baixos
niveis de expressao dos antigenos A e B devido a clivagem incompleta destes
(RAHFELD; WITHERS, 2020).

Pode-se observar diferentes niveis de expressao dos antigenos do sistema
ABO, sendo chamados de subgrupos de A ou de B (BATISSOCO; NOVARETTI,
2003). A existéncia de subgrupos de A foi reconhecida pela primeira vez por Von
Dungern e Hirszfield (1911), os quais foram posteriormente nomeados subgrupos A,
e A,. O numero de sitios antigénicos A por hemacia, estimado por uma variedade de
técnicas, pode assim ser resumido: A;>A;B>A,>A,B. Numerosos outros fendtipos
com expressao fraca do antigeno A nas hemacias sdao conhecidos, entretanto, os
fendtipos A, e A, sdo os mais comuns. Ja os fenoétipos variantes fracos de B séo
raros. Isso pode ser um reflexo da frequéncia relativamente baixa do gene B em
muitas populagdes (DANIELS, 2013; OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013).

Os antigenos ABO nao estdo restritos apenas a membrana das hemacias,
podendo ser encontrados também em uma grande variedade de células, como
linfécitos, plaquetas, endotélio capilar venular e arterial, células sinusoidais do bago,
medula éssea, mucosa gastrica, além de secrecgdes e outros fluidos como saliva,
urina e leite (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

Os anticorpos do sistema ABO sao formados naturalmente, sem qualquer
exposicao a hemacias ou gravidez prévia e sdo predominantemente de classe IgM,
embora pequenas quantidades de IgG possam estar presentes. Uma das
explicagcbes para o0 seu aparecimento é a ampla distribuicdo de estruturas
semelhantes aos antigenos A e B na natureza, principalmente nas bactérias
presentes no trato intestinal, as quais promovem uma exposicdo constante de todos
os individuos a essas estruturas, estimulando assim a producéo dos anticorpos ABO
em individuos que carecem dos respectivos antigenos (HARMENING, 2005;
OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013; QURAISHY; SAPATNEKAR, 2016).
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A maioria dos outros sistemas de grupos sanguineos nao tém a ocorréncia
natural de anticorpos para antigenos ausentes nas hemacias. Nestes casos, a
producdo dos anticorpos € resultado de imunizagao ativa contra antigenos néao
proprios apos exposicdo a hemacias de outro individuo (HARMENING, 2005;
OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013; QURAISHY; SAPATNEKAR, 2016; GANDHI et
al.; 2018; ISBT, 2021).

A determinacgéo do fendtipo ABO pode ser realizada pela detecgao sorolégica
com o uso de reagentes imuno-hematologicos que irdo indicar a presenga ou
auséncia de antigenos (tipagem direta) e de anticorpos (tipagem reversa) através de
reagdes de aglutinacdo (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003; MENY, 2017). Ha uma
ampla gama de testes analiticos disponiveis. Entre os mais conhecidos estdo as
técnicas em lamina, tubo, microplaca e gel-centrifugacédo. Ferramentas de biologia
molecular também podem ser empregadas quando as sorolégicas néo sao
suficientes (MUJAHID; DICKERT, 2015; QURAISHY; SAPATNEKAR, 2016).

A tipagem direta é rotineiramente realizada com o uso de antissoros
comerciais (anti-A, anti-B e anti-AB) e tem finalidade de detectar antigenos nas
hemacias de um individuo. O uso do soro anti-AB é facultativo caso os soros anti-A
e anti-B forem de origem monoclonal. A tipagem reversa visa a detecgao de
anticorpos ABO no soro ou plasma do individuo, e é realizada através do uso de
reagentes de hemacias conhecidas A, e B. O uso de outros reagentes de hemacias
como A, e O, tem carater opcional e visa auxiliar casos de divergéncias entre as
tipagens direta e reversa. As tipagens direta e reversa devem sempre apresentar

resultados concordantes entre elas (BRASIL, 2017).

O Quadro 2 lista as caracteristicas dos reagentes de rotina utilizados para a

testagem ABO em bancos de sangue.



Quadro 2 - Caracteristicas dos reagentes de rotina utilizados para a testagem

ABO.

Anti-A

Anti-B

Anticorpo monoclonal®
Alta especificidade
lgii
Tipagem Direta Reagente de cor azul claro
Reagdo minima: 2 a 4+,
conforme fendtipo da hemacia

Titulo: 64 a 256, conforme
fenotipo da hemacia

Avidez: até 15 a 45", conforme

Anticorpo monoclonal®
Alta especificidade
lgmi
Reagente de cor amarelo claro

Reagdo minima: 3 a 4+

Titulo: 256

Avidez: até 15"

fenotipo da hemacia

Reagente Ale B

Fonte humana

Tipagem Reversa o . -
pag Suspensao de hemacias de 3 a 5%

Reacdo minima: 2 a 4+

*Regra geral: Sempre adicionar solucdes claras primeiro e depois as hemacias, para assegurar
gue ambos foram adicionados — a fonte de anticorpo e a fonte de antigeno.

Fonte: Adaptado de Harmening (2005) e Brasil (2017).

Em algumas circunstancias, pode existir discordancia entre os antigenos
presentes na superficie das hemacias e os respectivos anticorpos no soro. Isso &
chamado de discrepancia ABO. Entre as causas estdo: problemas de natureza
técnica, reatividade fraca ou indetectavel dos antigenos ou anticorpos, reatividade
extra ou inespecifica nas hemacias ou no soro/plasma da amostra, mistura de
hemacias na amostra. Nestes casos, investigagdes adicionais por meio de técnicas
complementares sdo necessarias, 0 que pode acarretar em atraso transfusional
(BRASIL, 2017; MENY, 2017; MARACAJA et al., 2020).

1.2 SISTEMA Rh

O sistema Rh, composto por 56 antigenos, é o segundo sistema de grupo
sanguineo em importancia transfusional e considerado o mais complexo. Isso se

deve ao fato de que seus antigenos, especialmente o RhD, sido altamente



15

imunogénicos. Dois genes altamente homodlogos, RHD e RHCE que estédo
localizados no cromossomo um, sao responsaveis por codificar, respectivamente, as
proteinas RhD e RhCE, as quais sdao expressas na membrana dos hemacias e
carregam os antigenos RhD e os C, ¢, E, e, respectivamente, em varias
combinacdes (PERSON et al., 2020; ISBT, 2021).

As proteinas RHD e RHCE sao hidrofébicas e compostas de 417
aminoacidos, ambas apresentam 12 dominios transmembranosos, sete
intracelulares e seis extracelulares, os quais sdo responsaveis diretos pela resposta
imune. A imunogenicidade dos principais antigenos do sistema Rh segue a ordem: D
>c>E>C>e (NARDOZZA et al., 2010).

Os alelos sao herdados como haplétipos denotados DCe, DcE, dce, etc.
Neste caso, “d” representa a auséncia do antigeno RhD por dele¢éo ou inativagéao
do gene RHD. A combinacédo dos haplétipos herdados de origem materna e paterna
determina o gendtipo que, por sua vez, dita o fenétipo de cada individuo (DANIELS,
2013).

Mutagbes pontuais e recombinagdes entre os genes homodlogos RHD e
RHCE, relacionados ao locus RH, geram novos epitopos nas proteinas Rh e novas
configuragbes antigénicas, dando origem as variagbes qualitativas dos antigenos
deste sistema, e pode dificultar as analises tanto por técnicas sorolégicas quanto por
biologia molecular, o que torna esse sistema tao complexo (VEGE; WESTHOFF,
2019).

Pesquisadores formularam nomenclaturas diversas para seus antigenos e
anticorpos baseadas em diferentes hipéteses. O Quadro 3 apresenta os haplétipos e

a correspondente nomenclatura proposta por Wienner para o sistema Rh.



16

Quadro 3 : Haplétipos e a correspondente nomenclatura proposta por Wienner
para o sistema Rh.

DCe R,
dce r

DcE R,
Dce Ro
dcE r'
dCe r

DCE R,
dCE ry

Fonte: Adaptado de Daniels (2013).

A quantidade do antigeno RhD pode variar entre 9.900 a 33.300 sitios
antigénicos por hemacia, apresentando a seguinte ordem de expressao de acordo
com o fendtipo: R,R, (DcE/DcE) > RR, (DCe/DcE) > RiR; (DCe/DCe) > Ryr
(DcE/dce) >Ryr (Dce/dce) > Rir (DCe/dce). Adicionalmente, algumas hemacias
expressam o antigeno RhD intacto de forma mais fraca, com 70 a 5200 antigenos
por célula. Este fendtipo, anteriormente denominado Du, € atualmente referido como
RhD positivo fraco. Esse fendtipo € causado pela substituicdo de aminoacidos nas
por¢cdes transmembrana e intracelular da proteina RhD. A presenga do antigeno
RhD na membrana das hemacias caracteriza os individuos como “RhD positivos”.
Apenas 18% dos caucasianos sdao RhD negativos, ou seja, carecem da expressao
dessa proteina. O fendtipo D fraco ocorre em 0,2% a 1% dos caucasianos
(NARDOZZA et al., 2010; DANIELS, 2013 KLEIN; ANSTEE, 2014; RAHFELD;
WITHERS, 2020).

A analise da expressédo do antigeno RhD em amostras de pacientes e
doadores € preconizada na rotina transfusional e realizada, usualmente, com o
emprego de antissoros que detectam a presenga ou auséncia deste antigeno
(BRASIL, 2017). Os reagentes em meio salino, contendo anticorpos de classe IgM,

foram os primeiros disponiveis. Sao reagentes em meio pobre de proteinas, o que
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evita reacdes inespecificas, porém ndo sdo adequados para a deteccdo dos
fendtipos de expressao fraca. Como os anticorpos monoclonais tem uma
especificidade estreita, reagentes monoclonais anti-D mais modernos sao
geralmente uma combinacao de diferentes clones para garantir reatividade de amplo
espectro, os chamados blends, de anticorpos anti-D IgM e IgG que maximizam a
visualizagdo de reagbes e garantem a deteccao dos fendtipos fracos (HARMENING,
2005).

Os reagentes anti-D atualmente utilizados nas rotinas imuno-hematolégicas
sdo produzidos, geralmente, em meio protéico, com potencializadores que
proporcionam maior sensibilidade para a detecgdo do RhD fraco por meio de testes
indiretos e emprego da antiglobulina humana, porém, aumentam a possibilidade de
resultados falsos positivos. Assim, paralelamente, os servigos devem utilizar um soro
controle negativo, compativel e do mesmo fabricante, cujo resultado deve ser
negativo para validar o teste (HARMENING, 2005; BRASIL, 2017).

No caso do fenotipo RhD fraco, a aglutinagéo direta com o soro anti-D é mais
fraca, podendo inclusive apresentar-se negativa. Este fendtipo €, portanto, detectado
por meio da pesquisa do antigeno RhD fraco, com o emprego de reagentes de
anticorpos de classe IgG, apds incubagao a 37°C e uso do regente antiglobulina
humana, a qual permite a visualizagdo de reacgdes indiretas. Diante de reacdes
negativas na determinagdo do RhD de amostras de doadores, a pesquisa do
antigeno RhD fraco é compulsoéria. Ja para amostras de receptores de sangue que
apresentaram reacao negativa com o soro anti-D, a pesquisa de antigeno RhD fraco
€ uma recomendagao, podendo a amostra ser considerada negativa para fins
transfusionais (BRASIL, 2017; VEGE; WESTHOFF, 2019).

Devido a alta imunogenicidade dos antigenos do sistema Rh, individuos RhD
negativos podem, prontamente, formar anticorpos anti-D. Esses anticorpos sé&o
capazes de causar reagoes transfusionais hemoliticas e doenga hemolitica do feto e
do recém nascido e, por isso, de importancia transfusional (KLEIN; ANSTEE, 2014;
VEGE; WESTHOFF, 2019; RAHFELD; WITHERS, 2020).
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1.3 GARANTIA DA QUALIDADE

Nos servicos de saude, a obtencdo de resultados precisos e confiaveis tem
como objetivo garantir a seguranca, eficacia e eficiéncia, além da satisfacdo dos
clientes, sejam eles médicos ou pacientes (DIAS; BARQUETTE; BELLO, 2017;
PASQUINI, 2018).

A terapia transfusional é indispensavel no sistema de saude e salva milhares
de vidas anualmente. Estima-se aumento na demanda por essa terapia devido ao
envelhecimento demografico da populagdo e consequente aumento nos
procedimentos que requerem suporte transfusional. Embora estratégias de
gerenciamento e revisao de politicas transfusionais tenham sido adotadas pelos
servicos para equilibrar a oferta e procura, a compatibilizacdo dos
hemocomponentes pode ser desafiadora (RAHFELD; WITHERS, 2020).

Os servicos de saude sdo responsaveis por organizar seus processos de
forma a atender os requisitos legais e garantir a qualidade e seguranga do sangue e
hemocomponentes. A implementacdo e manutengdo de um sistema de gestdo da
qualidade, a realizagdo de controles da qualidade dos hemocomponentes, o
monitoramento e gestdo de riscos, a adogao de estratégias proativas e n&o reativas,
o0 acompanhamento de indicadores de processos visando identificar areas que
necessitam de atengdo e o monitoramento das mudangas ao longo do tempo sao
essenciais para o sucesso das atividades técnicas de uma instituicao (VUK et al.,
2018).

Além disso, para obtengdo de resultados confiaveis nos testes realizados e
consequente garantia da seguranga transfusional, é imprescindivel a padronizagéo e
validagao dos processos criticos, uso, manutencdo, calibragdo e qualificacdo de
equipamentos, treinamento inicial e periédico dos colaboradores e realizagdo de
controles da qualidade (NOVARETTI et al., 2002; BRASIL, 2017).

O Conselho da Europa iniciou em 1962 o acordo n° 39 de intercambio de
reagentes para grupos sanguineos (COUNCIL OF EUROPE, 2020). Este acordo foi
estabelecido e vinculado aos paises que o homologaram considerando que muitas
vezes 0s reagentes utilizados para determinagao de grupos sanguineos e detecgao

de incompatibilidades nao estavam disponiveis em quantidade suficiente. Ficou
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entdo definido um protocolo de especificacbes relacionadas a poténcia,
especificidade, estabilidade, validade, conservagao, coloracao, distribuicdo, volume,
rotulagem, instrucdes de uso e certificacdo para estes reagentes, sejam eles de
origem humana, animal, vegetal ou outras. Desta forma, estes paises ficaram
sujeitos as mesmas regras, permitindo o intercambio destes reagentes entre eles
(COUNCIL OF EUROPE, 1962a; COUNCIL OF EUROPE, 1962b).

O Conselho da Europa também estabeleceu recomendacgdes sobre aspectos
éticos, sociais e cientificos. A recomendacao n° R (95) 15 trata da preparagao, uso e
garantia da qualidade dos hemocomponentes, e contém um guia para preparagao,
uso e garantia da qualidade dos hemocomponentes como apéndice, atualizado
regularmente, com diretrizes de boas praticas, cujo objetivo €& fornecer aos
estabelecimentos de transfusdo de sangue um conjunto de normas e especificagdes
para a garantia da qualidade em concordancia com as normatizagcbes vigentes
(COUNCIL OF EUROPE, 2020).

No ambito da livre circulagdo dos cidaddos da Unido Europeia, a vigente
diretiva europeia do sangue 2002/98/CE, de 27 de janeiro de 2003, estabelece as
normas de qualidade e seguranga em relagdo a coleta, analise, processamento e
distribuicdo do sangue humano e de seus componentes para os estados membros.
A diretiva 2005/62/CE, de 30 de setembro de 2005, trata do sistema de qualidade
dos servigos de sangue (EUROPEAN UNION, 2003; EUROPEAN UNION, 2005).

Assim como no Brasil, os reagentes imuno-hematologicos s&o considerados
dispositivos de diagndstico in vitro pela Unido Europeia e devem atender as diretivas
93/42/EEC do Conselho das Comunidades Europeias (EUROPEAN UNION, 1993),
relativa aos dispositivos médicos e a 98/79/EC do Parlamento Europeu e do
Conselho da Unido Europeia (EUROPEAN UNION, 1998), a qual trata dos
dispositivos médicos de diagnéstico in vitro. Além disso, os reagentes para
determinacgao de grupo sanguineo estao incluidos na lista A do anexo Il da diretiva
98/79/EC e, portanto, seus fabricantes devem enquadrar-se também a especificagao
técnica comum 2009/886/EC para dispositivos médicos de diagndstico in vitro
(EUROPEAN UNION, 2009).

Esta especificacdo traz os critérios para a avaliacdo de desempenho dos

reagentes e produtos para detec¢ao dos antigenos dos sistemas ABO, Rh e Kell.
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Essa avaliacdo deve ser realizada com amostras representativas da populagao
europeia, as amostras positivas devem incluir aquelas com expressao fraca de
antigenos e variantes, e os resultados devem ser comparados com metodologias de
ultima geragao ja implementadas. Os efeitos de potenciais substancias interferentes
devem ser identificados como parte da analise de risco exigida de cada novo
reagente (EUROPEAN UNION, 2009).

Também, na especificacdo técnica comum 2009/886/EC, sdo determinados os
critérios dos testes de qualidade que devem ser realizados pelo fabricante para
assegurar que cada novo lote produzido € suficientemente sensivel e especifico
para identificar sistematicamente os antigenos, epitopos e anticorpos pertinentes.
Dentre eles, esta a testagem dos soros anti-A e anti-B com no minimo duas
hemacias dos fenétipos A;, A,B e A, e fendtipos B e A;B, respectivamente. Para o
soro anti-D, preconiza-se a testagem com no minimo duas hemacias dos fenoétipos
Rir, Ryr e D fraco. Os resultados dos testes devem ser inequivocos para todas as
técnicas recomendadas e concordantes com a avaliagdo de desempenho
(EUROPEAN UNION, 2009).

Os servicos de hemoterapia europeus somente podem utilizar reagentes
licenciados ou que foram avaliados e considerados adequados por uma autoridade
nacional de saude responsavel e devem exigir dos fornecedores dados completos
das validacbes de cada lote (COUNCIL OF EUROPE, 2020). Todos os
procedimentos e testes laboratoriais que podem afetar a qualidade e seguranca do
sangue devem ser validados antes de serem utilizados e revalidados conforme
periodicidade definida pelo estabelecimento. Todo equipamento deve ser validado,
calibrado e mantido de acordo com a finalidade a que se destina (EUROPEAN
UNION, 2005).

Controles internos e externos da qualidade de reagentes
imuno-hematoldgicos séo indicados na Unido Europeia. Cada novo lote de reagente
imuno-hematoldgico deve ser testado para demonstrar a adequacao a finalidade
pretendida. Para testes de deteccdo de antigenos, os controles devem incluir
controle positivo, de preferéncia com antigenos em heterozigose, e controles
negativos. A frequéncia de realizagao de controle interno da qualidade depende da

técnica empregada, devendo ser realizado pelo menos a cada bateria de testes nas
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rotinas automatizadas ou pelo menos uma vez por dia, desde que os mesmos lotes
sejam utilizados (COUNCIL OF EUROPE, 2020).

O Comité Consultivo Profissional dos Servigos de Transplante de Tecido e de
Transfusdo Sanguinea do Reino Unido publicou em 2013 a 82 edi¢cao das diretrizes
para os servigos de transfusao de sangue do Reino Unido. Neste documento, sao
apresentadas as normas e as especificacbes para avaliacdo de desempenho e
controle da qualidade de reagentes para determinagdo de grupos sanguineos. Além
do atendimento a diretiva a 98/79/EC e a especificagao técnica comum europeia,
este comité prevé o atendimento de outros padrdes internacionais importantes
como, por exemplo, a avaliagdo da performance dos reagentes e da poténcia
(titulacéo) e especificidade dos diferentes lotes de antissoros produzidos através de
testes com hemacias de diferentes fendtipos. Adicionalmente, sdo apresentadas as
diretrizes gerais para a fabricagdo de reagentes de hemacias utilizados nos testes
imuno-hematoldégicos. Para os reagentes de hemacias, o fenoétipo deve ser
confirmado em duplicata, as hemacias devem estar suspensas em meio conservante
que garanta a estabilidade dos antigenos, o teste de antiglobulina direto deve ser
negativo e, em se tratando de hemacias para a prova reversa, devem ser pelo

menos uma do fendtipo A; e uma do fenoétipo B (JPAC, 2013).

A Sociedade de Transfusdao Sanguinea da Australia e Nova Zelandia
igualmente estabelece suas diretrizes para transfusdo e pratica laboratorial
imuno-hematolégica. Os reagentes devem ser avaliados antes de serem
introduzidos na rotina através de testes de aceitagcdo, sendo recomendada a
avaliacdo da forca de reagdo dos reagentes de hemacias contra soros de
concentracdo ou titulo conhecidos e a titulagdo dos antissoros com hemacias
padrdo. Além de garantir a qualidade inicial, os resultados dos testes de aceitagao
fornecem parametros importantes para a avaliacdo do desempenho continuo dos
reagentes. E permitido que os testes de aceitacdo sejam centralizados. A decis&o de
centralizacdo deve ser baseada em riscos potenciais, entre eles o tempo de transito,
a estabilidade do reagente a temperatura ambiente, os danos potenciais durante o

transporte e o monitoramento das condigdes de transporte (ANZSBT, 2020).

A sociedade de transfusdo sanguinea da Australia e Nova Zelandia também

preconiza a adesao a um programa de avaliagcdo externa da qualidade para os
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testes imuno-hematoldgicos realizados pelo laboratério e verificagdo recorrente dos
reagentes durante o seu uso. Especificamente com relagdo aos reagentes para
determinagao da tipagem ABO e RhD, é preconizado o uso regular de controles
positivos e negativos durante a realizagado dos testes, quando ha alteragao dos lotes
e quando o analisador é inicializado, no caso de automagdo. A frequéncia na
utilizacdo dos controles depende dos padrbes de trabalho, dos métodos utilizados e
das instrugcdes do fabricante, porém, recomenda-se no minimo uma vez ao dia, ou
todos os dias em que o laboratdrio realizar a testagem ABO/RhD (ANZSBT, 2020).

No Canada, o Regulamento do Sangue preconiza a implementacdo de
sistema de gestdo da qualidade, incluindo programa de controle da qualidade e
participacdo em ensaio de proficiéncia para avaliagao da acuracia e confiabilidade
dos resultados dos testes. O programa de controle da qualidade é responsavel por
determinar a aceitabilidade dos produtos, insumos e equipamentos criticos do
servico hemoterapico. Os insumos criticos incluem os reagentes para determinagao
de grupos sanguineos, os quais devem ser validados e qualificados antes do uso e a
liberagdo deve ser baseada nas especificagdes do servigo e pode incluir inspegao
visual, liberagao especifica de lotes e revisdo de certificados de analise (CANADA,
2015).

No Brasil, os produtos para diagndstico in vitro, nacionais ou importados,
devem ser registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
atender aos requisitos da Resolugédo da Diretoria Colegiada (RDC) ANVISA n° 36
de 26 de agosto de 2015, que dispbe sobre a classificacdo de risco, os regimes de
controle de notificacao e registro e os requisitos de rotulagem e instrugcdes de uso de
produtos para diagndstico in vitro, inclusive seus instrumentos e da outras
providéncias (BRASIL, 2015). Os reagentes e dispositivos destinados a tipagem de
sangue ou de tecidos para garantir a compatibilidade imunoldgica do sangue,
componentes sanguineos, células, tecidos ou érgaos sao, desta forma, classificados
como classe |l de risco, exceto os produtos para determinagao dos sistemas ABO e
Rh, os quais sao classificados como classe IV. Produtos de classe de risco lll e IV
devem apresentar comprovante de Certificagdo em Boas Praticas de Fabricagcao e
Controle e dossié técnico contendo as informagdes exigidas para a classe de risco
correspondente, que inclui dados relacionados ao desempenho e estabilidade do

produto em uso e em condi¢des de transporte (BRASIL, 2015).
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Desde 2002, a ANVISA, por meio da RDC ANVISA n° 343 de 13 de
dezembro de 2002 e posterior RDC ANVISA n° 153 de 24 de julho de 2004,
estabelece a realizacdo de controles da qualidade a cada lote de reagentes
imuno-hematologicos recebidos, a verificagdo periddica destes reagentes durante
manipulagdo e armazenamento, e a participacdo em ao menos um programa de
controle externo da qualidade (BRASIL, 2002; NOVARETTI et al., 2002; BRASIL,
2004; BRASIL, 2009).

Neste cenario, Novaretti et al. (2002) apresentaram diversos aspectos praticos
que envolvem o controle da qualidade e parametros a serem avaliados relacionados
a inspecéo visual, analise das embalagens, analise de bula e testes laboratoriais de

controle a serem executados.

Em 2010 e 2011, com a publicacao das respectivas RDC ANVISA n° 57 e
Portaria do Ministério da Saude n° 1353, foram estabelecidos os parametros de
avaliagao dos reagentes imuno-hematoldgicos para cada lote e remessa recebidos,
a fim de comprovar que os reagentes estdo dentro dos padrdes de qualidade e que
n&o foram alterados durante o transporte (BRASIL, 2010; BRASIL 2011).

Entre as caracteristicas dos reagentes que devem ser avaliadas no
recebimento dos mesmos pelos servicos de hemoterapia estdo: especificidade e
poténcia. Testes de intensidade de reagado, avidez e titulagdo com hemacias e
plasmas de diferentes fendtipos sao preconizados para as analises destas
caracteristicas. Tais parametros permanecem presentes na vigente Portaria de
Consolidagao n°5 do Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2017).

A poténcia configura a capacidade do reagente produzir a reagdo quando
entra em contato com o respectivo antigeno/anticorpo. O teste de avidez avalia a
afinidade dos anticorpos pelos antigenos por meio da medida da velocidade de
reacdo. Ja a titulacdo € um método utilizado para determinar, através do processo
de diluicdo seriada, a concentracdo dos anticorpos presentes no soro avaliado. Para
a determinagéo da intensidade de reagéao, os reagentes séo testados, conforme as
recomendacgdes do fabricante, com suspensdes de hemacias/plasmas de diferentes
fendtipos e a intensidade de reagcédo € medida de acordo com o grau de aglutinagéo
das hemacias (JUDD et al., 2008; BRASIL, 2014).
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A especificidade € a caracteristica inerente do reagente (antissoro ou
hemacia) que o torna capaz de reconhecer apenas o respectivo antigeno/anticorpo.
Para essa avaliagédo, os reagentes sao testados com hemacias e plasmas que nao
expressam o antigeno/anticorpo. Nao deve ocorrer aglutinagao visto que nao ha
antigenos/anticorpos correspondentes para promové-la (BRASIL, 2014; BRASIL,
2017).

De forma complementar, existe a recomendacido de verificagao periddica
durante manipulagdo e armazenamento dos reagentes. Porém, ndo ha padrdes
especificos de qualidade estabelecidos para estas verificagcbes. Sao preconizados
controles de todas as técnicas empregadas, utilizando sistematicamente padrbes
positivos e negativos durante os procedimentos (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).

Segundo os fabricantes, a temperatura de armazenamento dos reagentes
imuno-hematoldgicos, em geral, € entre 2 e 8°C, sendo que a utilizagdo desses deve
ser em temperatura ambiente. Adicionalmente, a legislagdo preconiza que os
reagentes figuem o menor tempo possivel fora da sua temperatura de
armazenamento (BRASIL, 2017). A temperatura € um fator importante nos
processos laboratoriais, podendo afetar a estabilidade de amostras, reagentes e
farmacos (KEMKES-MATTHES; FISCHER; PEETZ, 2011; LINSKENS; DEVREESE,
2018; ABE et al., 2020).

Os anticorpos monoclonais sdo amplamente utilizados como reagentes
criticos em ensaios analiticos, ndo somente na imuno-hematologia. Fink et al. (2020)
analisaram 16 diferentes anticorpos que foram diluidos conforme recomendacdes,
aliquotados e estocados em diferentes temperaturas por diferentes tempos, de 0,5 a
24 semanas, representando o armazenamento a longo prazo e de curto prazo apos
descongelamento e diferentes graus de estresse térmico. Todos os anticorpos
estudados apresentaram alteragbes nas analises bioquimicas tradicionais
(agregacao, fragmentacéo e desamidagao) na condigao acelerada de 45°C a qual foi
investigada com mais detalhes em testes funcionais de ELISA (Enzyme Linked
Immunono Sorbent Assay) e cultura de células. Nos testes funcionais, apenas trés
dos anticorpos estudados apresentaram resultados fora do limite de aceitacdo apos
12 semanas a 45°C. Neste estudo, os autores propdéem o monitoramento da

estabilidade de anticorpos através dos ensaios funcionais para indicar possiveis
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alteragdes na performance do ensaio relacionadas a degradagao do anticorpo. Os
autores justificam que os ensaios bioquimicos detectam mudangas na molécula mas
nao avaliam o impacto funcional. Os ensaios funcionais detectam as alteragdes que
afetam a interagdo antigeno-anticorpo, as quais comprometem diretamente o
desempenho no ensaio analitico. Nesse contexto, a combinacdao de dados de
estudos de estabilidade e modelos matematicos pode fornecer uma abordagem
equilibrada para a avaliacdo da estabilidade dos reagentes de anticorpos (FINK et
al., 2020).

Em se tratando de anticorpos monoclonais utilizados para a técnica de
citometria de fluxo, os mesmos também devem ser avaliados antes do uso na rotina
e essa avaliagao deve ser realizada de acordo com a data e lote de recebimento dos
produtos. Essa estratégia € necessaria uma vez que as condigdes de
acondicionamento e transporte podem afetar a qualidade dos reagentes de
anticorpos, mesmo que sejam produtos do mesmo lote. Dentre os parametros

avaliados, a titulacdo € o mais importante (CORREIA et al., 2015).

Com relagdo as hemacias, quando armazenadas em estado liquido e
resfriadas, elas tém seu metabolismo celular reduzido em torno de 40 vezes,
consequentemente, o envelhecimento normal dessas células é diminuido nestas
condigdes (HOGMAN, 1998). Ruddell et al. (1998) demonstraram que o0s
concentrados de hemacias armazenados em temperaturas de 25°C por 24 horas
apresentam metabolismo acelerado, com catabolismo de glicose dez vezes mais

rapido do que as hemacias de unidades armazenadas em refrigeragao (1 a 6°C).

As hemacias comportam-se como particulas eletronegativas devido aos
grupos carboxilicos (COOH-) das sialoglicoproteinas da membrana e, em meio
salino, sdo envolvidos por uma nuvem de ions positivos. A diferenga de potencial
entre a nuvem de ions positivos e a carga elétrica negativa da membrana das
hemacias € chamada de potencial zeta. Quanto maior o potencial zeta, mais estavel
€ o sistema, pois as particulas se repelem, superando a tendéncia a agregacao. O
potencial zeta de um sistema pode ser alterado devido a redugado da carga elétrica
das hemacias, a variagao da composicdo do meio ou modificacdo da forca ibnica.
Outros fatores podem também modificar o valor do potencial zeta, entre eles, a
temperatura (OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013).
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Dessa forma, €& possivel observar que a temperatura influencia no
metabolismo e conservacdo das hemacias de hemocomponentes, podendo, entao,
ser um fator importante na manutencdo da qualidade dos reagentes

imuno-hematolégicos de hemacias, mesmo com o uso de solugdo conservante.

Sutter et al. (2017) avaliaram a estabilidade dos antigenos de hemacias do
sistema ABO, Rh e antigeno Kell, para uso em testes de controle interno da
qualidade, ao longo de 77 dias apdés a coleta das amostras sanguineas,
armazenadas de 4 a 6°C, a fim de estabelecer a temporalidade de armazenamento
in natura e sem conservantes. Os autores observaram que as reacbes dos
antigenos A e B com seus respectivos antissoros foram de 4+ e permaneceram
constantes até o 77° dia de armazenamento. Por outro lado, para o antigeno RhD,
uma das amostras testadas apresentou diminuicdo da intensidade de
hemaglutinagdo a partir do 50° dia e as demais apresentaram variagcao de 4+ e 3+

entre o 1°e o0 77° dia.

Contudo, ha caréncia de informagdes cientificas atualizadas sobre os
possiveis impactos na estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos quando

expostos, durante o uso, a temperaturas diferentes das de armazenamento.

Estas informagbes poderiam aumentar a seguranga e evitar adversidades em
qualquer etapa da realizacdo de testes imuno-hematoldgicos, de doadores ou de
pacientes, que podem levar a transfusdo de sangue incompativel com efeitos
adversos significativos a saude dos pacientes (COUNCIL OF EUROPE, 2020;
RAHFELD; WITHERS, 2020).

1.4 INTRODUCAO AOS REAGENTES MONOCLONAIS PARA DETERMINAGCAO
DE TIPAGEM SANGUINEA

O desenvolvimento da tecnologia de anticorpos monoclonais foi inicialmente
relatado por Kohler e Milstein (1975), e rapidamente direcionado a pesquisa e
producdo de reagentes para determinacao de tipagem sanguinea, tanto para uso na

pesquisa quanto na rotina (VOAK, 1990).
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Diversas tentativas realizadas entre 1979 e 1983 para produzir anticorpos
monoclonais para detecg¢ao de grupo sanguineo ABO seguiram diferentes protocolos
de produgdo (MAJDIC et al., 1979; VOAK et al., 1980; EDELMANN et al., 1981;
SACKS; LENNOX, 1981; BUNDLE et al., 1982; BARRIE et al., 198; ROUGER et al.,
1983). Alguns anticorpos apresentaram resultados promissores para uso clinico
(VOAK et al., 1982), porém, conforme Messeter et al. (1984), na maioria dos casos,
os titulos ainda eram baixos e as reagdes fracas com subgrupos os tornavam

inadequados para tal finalidade.

Fletcher, Harbour e Zwart (1984) relataram a producao de anticorpos anti-A e
anti-B apds imunizagdo de camundongos com hemacias A e B e substéncia B como
imunégenos. Os anticorpos produzidos foram testados em técnicas manuais e
automatizadas e comparados com reagentes policlonais. O anti-A produzido
apresentou baixo titulo e avidez menor que o soro policlonal, entretanto, nos testes
automatizados, o anti-A apresentou um desempenho tdo bom quanto o reagente de
origem humana policlonal. O fato foi justificado pelas diferengas nas condigdes em
que as reagdes ocorreram. Ja o anti-B produzido apresentou titulo mais baixo
quando comparado com anticorpos monoclonais produzidos anteriormente, porém

mostrou boa performance nos testes de avidez.

Messeter et al. (1984) obtiveram sete anticorpos aglutinantes contra antigenos
do sistema ABO (trés anti-A, dois anti-B e dois anti-AB) por meio da imunizagéo de
camundongos com substancias soluveis de grupo sanguineo, hemacias inteiras ou
membrana de hemacias de diferentes tipagens. Estes anticorpos foram
extensivamente estudados em testes manuais e automatizados, e apresentaram
resultados mais promissores, sendo que seis deles foram considerados tdo bons ou
melhores que os soros comerciais policlonais disponiveis na época. A exemplo, os
anticorpos monoclonais anti-A e anti-B apresentaram claramente reagcdes melhores
quando testados com hemacias A,B e comparados com os correspondentes

policlonais.

Ja os reagentes anti-D convencionais disponiveis eram policlonais, de origem
humana, principalmente do tipo IgG e sé causavam aglutinagdo quando

potencializados (VOAK, 1990). A produgdo dos primeiros poucos anti-D IgG
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monoclonais foi relatada por Crawford et al. (1983), Doyle et al. (1984) e Thomposon
et al. (1986).

Dentre os diversos estudos publicados na época, McGowan et al. (1989)
apresentaram, até entdo, a maior avaliagcdo de reagentes monoclonais para
determinagao de tipagem ABO. Trata-se de um estudo multicéntrico, usando
técnicas manuais e automatizadas para testar diferentes anticorpos (dois anti-A, um
anti-B e um anti-AB e mais dois blends de anti-A e anti-AB) produzidos pelo Servigo
Nacional Escocés de Transfusdo de Sangue e os compararam com outros reagentes
policlonais e monoclonais, produzidos por fabricantes europeus e dos Estados
Unidos da América, de servigos publicos e privados. A avidez dos reagentes foi
determinada apos armazenamento de um ano a 4°C, -20°C e em nitrogénio liquido.
Além disso, os reagentes passaram por teste de degradacao acelerada. Neste teste,
uma aliquota de cada reagente foi estocada a 37°C por um més e outra aliquota
passou por seis ciclos de temperatura entre os limites de -20°C e +20°C. Para as
aliquotas que passaram pelo teste de degradagédo acelerada, foram realizados
testes de titulagdo e escore total de reagao conforme Marsh (1972), e os resultados
foram comparados com os resultados iniciais. No teste de avidez, os reagentes
escoceses se mostraram tao bons quanto os demais e foram ligeiramente menos
avidos que os reagentes policlonais. No teste de degradagédo acelerada, de forma
geral, os anticorpos monoclonais anti-A se mostraram mais potentes e estaveis nos
experimentos de ciclos de temperatura que os policlonais. Por outro lado, apds o
armazenamento a 37°C por um més, todos os reagentes exibiram sinais de
degradacéo, particularmente quando testado com hemacias A,B. Nestas condi¢des,
os reagentes anti-A escoceses estavam entre os mais estaveis. Ja o anti-B escocés
foi considerado um pouco menos potente nos testes iniciais de qualidade,
apresentando titulo de 32 no teste com hemacias B, comparado com os outros
produtos mono e policlonais testados que apresentaram titulos iniciais de 64 e 128.
Porém este reagente foi mais estavel que outros trés reagentes monoclonais
testados quanto ao titulo apds ser submetido a tais condicbes (MCGOWAN et al.,
1989).

Neste mesmo estudo, McGowan et al. (1989) também realizaram um teste
longitudinal de estabilidade, no qual aliquotas de cada reagente foram estocadas a

4°C e -150°C por até 12 meses e foram testadas apds um, seis, 10 e 12 meses. Os
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reagentes escoceses se mostraram tdo estaveis e potentes quanto os demais.
Entretanto, apés o armazenamento, uma queda na poténcia foi observada em todos
os reagentes anti-A monoclonais quando testados com hemacias A,B. Nesta
situagdo, o reagente monoclonal que apresentou a maior diferenga de titulo tinha
valor inicial de 128 e, apos 10-12 meses na condicdo de estocagem de 4°C,

apresentou titulo de 16.

Depois disso, diversos outros estudos investigando o uso, a reatividade e a
estabilidade de reagentes monoclonais para determinagcdo de grupos sanguineos
foram publicados e as metodologias de produgdo aprimoradas (VOAK, 1989;
ODEIGAH, 1989; SONNEBORN et al., 1993; OKUBO, 1997; STROBEL, 2001). Em
se tratando de reagentes anti-D, os estudos sao voltados também para a capacidade
de detecgao de fendtipos variantes e fracos, além da estabilidade (BARROS et al.,
2006; KULKARNI, 2007).

As principais vantagens do uso de reagentes de anticorpos monoclonais para
determinagdo de grupo sanguineo, em comparagao com os anticorpos policlonais,
sdo: a tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais é bem estabelecida e
fornece produtos de alta qualidade, potentes e especificos, e em grandes
quantidades; a composicao é conhecida e constante lote a lote, os reagentes
monoclonais sdo livres de anticorpos concomitantes e ndo dependem de plasmas de
doadores; o custo pode ser considerado relativamente baixo quando € eliminado o
trabalho de avaliar grande numero de pequenas doagdes individuais necessarias

para a produgao de reagentes policlonais (VOAK, 1990).

Apesar de todas as vantagens proporcionadas com o uso de anticorpos
monoclonais na imuno-hematologia, a realizacdo de controle da qualidade nas

rotinas é imprescindivel para a seguranga transfusional.
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2 JUSTIFICATIVA

Para garantir que o transporte ndo tenha causado alteragbes na qualidade
dos insumos, a Portaria de Consolidagao n° 5 do Ministério da Saude orienta aos
servigcos de hemoterapia a avaliagado dos reagentes imuno-hematolégicos utilizados
para tipagem sanguinea na técnica de tubo, antes do uso, através seguintes
parametros: avidez, titulacdo e intensidade de reagao para determinar a poténcia e

especificidade dos antissoros e/ou hemacias (BRASIL, 2017).

Estes reagentes devem ser armazenados em cémara de conservagao em
temperatura de 2-8°C (BRASIL, 2017). Porém, o fabricante orienta o uso em
temperatura ambiente, sendo comum os reagentes permanecerem fora da camara
de conservagao até a finalizagcdo de todos os testes. Ou seja, durante o uso, os
reagentes sdo expostos a diferentes temperaturas por periodos que podem chegar a

horas.

Para o periodo de manipulagdo e armazenamento, a Portaria de
Consolidagao n° 5 do Ministério da Saude também preconiza avaliagdes periddicas
dos reagentes e controle das técnicas empregadas através de protocolos
estabelecidos pelo préoprio servico. Neste caso, observa-se a utilizagdo de amostras
com resultados conhecidos e uso de padrdes positivos e negativos, atraveés dos
quais os reagentes e processos sao avaliados qualitativamente quanto a capacidade

de reproduzir um resultado esperado, sem testes aprofundados (BRASIL, 2017).

Considerando que os sistemas ABO e RhD sdo os mais importantes na
pratica transfusional, que a temperatura de armazenamento € um fator essencial
para a garantia da qualidade dos reagentes e que durante o uso os reagentes sao
expostos a diferentes temperaturas, propde-se por meio deste estudo, simular, por
quatro semanas, as adversidades que esses reagentes sofrem durante uso em

grandes e pequenas rotinas.

O periodo de quatro semanas de exposicdo foi definido considerando a
validade dos reagentes de hemacias que é de 28 dias e a suposta duragdo dos
frascos dos reagentes na rotina dos servigos. O tempo de exposi¢ao diaria dos
reagentes a temperatura ambiente foi definido tendo em vista o tempo aproximado

de uma a duas horas para realizagcdo dos testes imuno-hematolégicos
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pré-transfusionais, podendo variar a depender do fluxo de trabalho, métodos e
potencializadores empregados em cada servigo. Desta forma, foram definidos os
tempos de quatro e oito horas de exposi¢ao diaria dos reagentes, cinco dias por
semana, por quatro semanas a fim de simular, experimentalmente, as exposicdes
que os reagentes sofrem durante o uso em pequenas (exposigao curta) e grandes

(exposigao longa) rotinas, respectivamente.

Adicionalmente, para simular a homogeneizagédo dos reagentes de hemacias
que é realizada a cada uso, a fim de ressuspender as hemacias que se depositam
no fundo do frasco, uma aliquota do reagente, além de sofrer a exposicao diaria a
temperatura ambiente por 11 horas e 30 minutos, também foi submetida a 30
minutos diarios de exposicdo a temperatura ambiente com simultanea
homogeneizagdo na frequéncia de sete inversdes/minuto. Na pratica, a quantidade
de inversdes para homogeneizacao eficaz varia de acordo com a demanda dos
servicos, a quantidade de reagente no frasco e a quantidade de hemacias

depositadas.

O reagente de controle negativo permaneceu permanentemente sob
refrigeragdo e o controle positivo foi exposto por 12 horas diarias a temperatura

ambiente de forma a caracterizar uma rotina ininterrupta.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos (soros anti-A,
anti-B, anti-D, controle RhD e hemacias A, e B) utilizados em exames de tipagem
sanguinea de receptores de sangue apoés diferentes periodos de exposicédo a

temperatura ambiente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a poténcia dos reagentes anti-A, anti-B e anti-D apds longos e curtos

periodos de exposi¢ao diaria a temperatura ambiente;

- Avaliar a especificidade dos reagentes anti-A, anti-B, anti-D e controle RhD apés

longos e curtos periodos de exposigao diaria a temperatura ambiente;

- Avaliar a poténcia, a especificidade e a integridade das hemacias A, e B apés
longos e curtos periodos de exposi¢cao diaria a temperatura ambiente e apos

exposicoes diarias a temperatura ambiente com simultdnea homogeneizagao.



33

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES, EQUIPAMENTOS E AMOSTRAS

Os reagentes objeto de analise deste estudo foram: soros anti-A clone
BIRMA-1, anti-B clone LB-2, anti-D clone MS 26 + MS 201, soro controle Rh,

Hemacias A,, Hemacias B da Fresenius Kabi® (Brasil).

Para os testes de controle da qualidade foram utilizados os reagentes de soro
de Coombs da Fresenius Kabi® (Brasil), hemacias controle de Coombs da Fresenius
Kabi® (Brasil), solugdo isotdnica de NaCl 0,9% da Bbraun® (Alemanha) e hemacias
e plasmas provenientes de amostras de doadores de sangue anticoaguladas em
EDTA estocadas em camara de conservagao em temperatura controlada de 2-8°C.
As hemacias eram dos seguintes fenétipos: A;, A,, AB, A,B, B, “O” Ryr, “O” Ryr, “O”
R,r, “O” RhD negativo e os plasmas de tipagem A, B e AB.

Os equipamentos utilizados foram: camaras de conservacao de amostras e
reagentes Fanem® (Brasil), centrifugas de amostras Eppendorf® (Alemanha), visor
de aglutinagdo Phoenix® (Brasil), centrifuga de tubos Biorad® (Suiga), centrifugas e
lavadoras de reagdes Diamed® (Suiga) e Thermo Scientific® (Finlandia), termobloco
incubador Bioplus® (Brasil), pipetas automaticas HTL® (Polonia) e Finnpipette®
(Finlandia), homogeneizador hematolégico Inbras® (Brasil), espectrofotémetro
Thermo Scientific® (Finlandia), cronémetro Herweg® (Brasil) e condutivimetro Bante

instruments® (China).

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO DE AMOSTRAS E REAGENTES

Foram incluidas nas analises as amostras provenientes de doadores de
sangue de acordo com os fenétipos acima citados, coletadas ha menos de seis dias,
armazenadas de 2-8°C, sem sinais Vvisiveis de hemdlise e reagentes
imuno-hematologicos cujos testes iniciais (tempo zero) de poténcia (intensidade de
reacao, titulo e avidez) e de especificidade (intensidade de reag&o) atenderam os

critérios minimos de qualidade previstos em legislacéo.
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4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO DE AMOSTRAS E REAGENTES

Foram excluidas das analises as amostras que apresentaram resultado de

Coombs direto ou indireto positivo que poderiam interferir nas analises.

4.4 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH) do HEMOSC e da UFSC com numero CAAE
24255019.8.0000.0121, observando as recomendacdes da resolugado CONEP
466/12 e 510/16. Os pareceres dos respectivos comités de ética encontram-se nos

anexos A e B.

4.5 DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados trés vezes, em meses alternados, em
parceria com o Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina —

HEMOSC. Foram utilizados reagentes de um unico lote para cada experimento.

As variaveis analisadas no estudo foram temperatura e tempo de
armazenamento dos reagentes e também a homogeneizagdo dos reagentes de

hemacias.

Os reagentes imuno-hematoldgicos, soros anti-A, anti-B, anti-D, controle RhD
utilizados em testes de tipagem sanguinea de receptores de sangue pela técnica de
tubo, foram aliquotados em cinco tubos de ensaio de vidro esterilizados e vedados.
Os reagentes de hemacias A; e B foram aliquotados em seis tubos de ensaio,
também de vidro esterilizados e vedados. Antes do inicio dos experimentos, foram
realizados testes iniciais da qualidade em uma das aliquotas de cada reagente
conforme apresentado na Figura 2 e Quadro 4. Todos os reagentes utilizados para
os experimentos atenderam aos parametros de qualidade preconizados pela

Portaria de Consolidagao n°5 do Ministério da Saude.

Em seguida, as aliquotas foram expostas a temperatura ambiente por

diferentes periodos, cinco dias por semana, durante quatro semanas. Por fim, apds
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os ciclos de exposicao, os testes de controle da qualidade das diferentes aliquotas
foram realizados novamente conforme esquema apresentado na Figura 2 e Quadro
4.
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Figura 2 - Desenho experimental com diferentes exposi¢ées dos reagentes imuno-hematologicos a temperatura ambiente e
testes de controle da qualidade.

» Soros: Testes de poténcia e especificidade.
Inicial: Testes de qualidade no tempo 0, N L L .
antes das exposicies. * Reagentes de hemacias: Testes de poténcia e especificidade,
dosagem de hemoglobina livre e determinacdo da condutividade.
Frasco original do
reagente Exposicdo Longa: & horas didrias de Soros: Testes de poténcia & especificidade.
zxgigz@a; z;sﬂrgﬁaeratg:iasréﬂ;|::;i. “| Reagentes de hemacias: Testes de poténcia e especificidade e
p P o dosagem de hemoglobina livre.
Exposicéio Curta: 4 horas didrias de Soros: Testes de poténcia e especificidade.
ira 7 !
ixgit;ilga; z;;n;ﬁ:ratgrriasrgrt:::;i. | Reagentes de hemadcias: Testes de poténcia e especificidade e
% p -P = dosagem de hemoglobina livre.
w
@
2
o g Controle Positivo: 12 horas didrias de Soros: Testes de poténcia ¢ especificidade.
& exposicdo a temperatura ambiente »>
: 5 gias%or semaﬁa por 4 semanacl Reagentes de hemacias: Testes de poténcia e especificidade,
- : = dosagem de hemoglobina livre e determinacdo da condutividade.
Aliguotagem dos reagentes ;
s
=
= - .
= Soros: Testes de poténcia e especificidade.
Controle Negativo: 4 semanas N
permanentemente sob refrigeracio (4-8°C). " Reagentes de hemacias: Testes de poténcia e especificidade,
dosagem de hemoglobina livre e determinaco da condutividade.
Exposigdo + Homogeneizagao®*:
11 horas e 30 minutos diarias de exposicio L . .
a temperatura ambiente + 30 minutos Reagentes de hemacias: Testes de poténcia e especificidade,
de exposicdo a temperatura ambiente | dosagem de hemoglobina livre & determinacdo da condutividade.
com simultdnea homogeneizacdo
na frequéncia de 7 inversdes/minuto,
5 dias por semana, por 4 zemanas.

Aliquotas e exposigdes

Testes de controle da qualidade

* Somente para regentes de hemdcias A1e B.

Fonte: Elaborado pela autora.




37

Os testes imuno-hematolégicos de poténcia e de especificidade realizados
nas diferentes aliquotas dos reagentes analisados e os fendtipos das amostras

utilizadas sao exibidos no Quadro 4.

Quadro 4 - Testes imunoldgicos de poténcia e de especificidade realizados
nos reagentes analisados e fendtipo das amostras utilizadas nos testes.

Suspensoes a
5% de hemacias
de fendtipo “A,”,

‘A, “AB” e
“AZB”

Suspensoes a
20% de hemacias
de fendtipo “A,”,
‘A, “AB” e
“AZB”

Suspensoes a
3% de hemacias
de fendtipo “A,”,

‘A, “AB” e
“AZB”

Suspensoes a
5% de hemacias
de fenétipo “O”

RhD negativo “rr

Suspensoes a
5% de hemacias
de fendtipo “B” e

“A1 B”

Suspensdes a
20% de hemacias
de fendtipo “B” e
“A1 B”

Suspensbes a
3% de hemacias
de fendtipo “B” e

“A1 B”

Suspensbes a
5% de hemacias
de fendtipo “O”

RhD negativo “rr

Suspensoes a
5% de hemacias
de fendtipo O”
Ror1 “OH R1r, “O”
R,r

Suspensoes a
40% de hemacias
de fendtipo O”
Ror1 “OH R1r, “O”
R.r

Suspensoes a
3% de hemacias
de fendtipo O”
Ror1 “OH R1r, “O”
R,r

Suspensoes a
5% de hemacias
de fendtipo “O”

RhD negativo “rr

Suspensoes a
5% de hemacias

Suspensoes a
5% de hemacias

de fendtipo O” de fendtipo “O”
Rr, “O” Ryr, “O” RhD negativo “rr”
R,r
Plasmas de - - Plasmas de
fenétipo “B” fenétipo “AB”
Plasmas de - - Plasmas de
fendtipo “A” fenétipo “AB”

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.6 METODOLOGIA DOS TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE

As amostras de sangue total utilizadas para os testes imuno-hematolégicos de
poténcia e de especificidade foram centrifugadas a 1.800 g por cinco minutos para
separacdao das hemacias. As hemacias foram lavadas trés vezes e suspensas em

solucgédo isotbnica de NaCl 0,9% conforme concentragao necessaria para cada teste.

Os testes de avidez, de titulacdo e de intensidade de reacéo foram realizados
conforme as especificagdes do Ministério da Saude e de acordo com as instrugdes
do fabricante de reagentes (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).

Resumidamente, para a determinagdo da avidez lamina de microscopia,
foram adicionados 50 uyL do reagente de soro avaliado e ao lado 50 pL da
suspensao de hemacias. Em seguida, o reagente foi misturado com as hemacias,
formando um halo de cerca de 2,5 cm. A avidez do reagente corresponde ao
intervalo de tempo entre a mistura e o inicio macroscopico da aglutinagdo, medido

em segundos com auxilio de cronémetro.

No teste de titulagdo, o reagente de soro avaliado foi diluido sucessivamente
em tubos de vidro, iniciando na proporcao de 1/2 até 1/4096, com volumes de 100
ML do soro e 100 uL de solugao isoténica de NaCl 0,9%, a qual foi utilizada com
diluente. A seguir, foi adicionado 100 pL de suspensao de hemacias em cada tubo
da titulagdo. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados por 15 segundos a
1.000 g para, entdo, proceder a leitura e interpretacédo das intensidades de reagao e
determinagao do titulo (leitura imediata). O titulo corresponde a ultima diluicdo de
cada soro onde houve aglutinagéo de 1+. Além disso, as titulagdes do soro anti-D
foram, conforme especificacbes do fabricante, também incubadas por 15 minutos a
37°C. Em seguida, foram lavadas trés vezes com solugao isotonica de NaCl 0,9%. A
cada tubo foi acrescentado 100 pyL de soro antiglobulina humana. Os tubos foram
homogeneizados e, entédo, centrifugados por 15 segundos a 1.000g para proceder a
leitura e interpretacédo das intensidades de reacao e determinacao do titulo (fase de

antiglobulina).

No teste de intensidade de reacgdo, os reagentes foram testados com
hemacias/plasmas que expressam o respectivo antigeno/anticorpo para avaliagao

da poténcia e, para a andlise da especificidade, os reagentes foram testados com
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hemacias/plasmas que nao expressam o respectivo antigeno/anticorpo, conforme
descrito no Quadro 4. Neste teste, em um tubo de vidro, foram adicionados 50 uL
do soro testado e 50 yL da suspensdo de hemacias. No caso dos reagentes de
hemacias, foram utilizados para a reagao 50 yL do reagente e 100 pyL de plasma.
Em seguida, os tubos foram homogeneizados e centrifugados por 15 segundos a
1.000 g para, entdo, proceder a leitura e interpretacdo das intensidades de reacéao
(leitura imediata). O soro anti-D e seu respectivo soro controle foram avaliados tanto
na leitura imediata quanto na fase de antiglobulina, seguindo 0 mesmo protocolo de
incubacdo e lavagem das reagdes descrito no teste de titulagdo. As reagdes
negativas na fase de antiglobulina foram validadas com o uso de hemacia controle
de Coombs. A leitura das intensidades de reagdo seguiu os padrées de Judd e
colaboradores (2008). As reagdes sao expressas de forma semi-quantitativa, de zero
a quatro cruzes (0 a 4+), de acordo com o grau de aglutinacdo das hemacias: 4+
(reagdo completa), 3+ (reacéo forte), 2+ (reacdo moderada), 1+ (reagao fraca), w
(vestigio de reacédo), 0 (reagao negativa), CM (campo misto - mistura de hemacias
aglutinadas e nao aglutinadas), HE (hemdlise). A leitura e interpretacdo das
intensidades foram realizadas por dois profissionais simultaneamente, de forma
cega e independente. Caso houvesse divergéncia entre os profissionais quanto a
intensidade da reacdo, um terceiro profissional atuou de forma decisiva. Os
profissionais participantes que realizaram as leituras das reagcdes tém mais de sete

anos de experiéncia em imuno-hematologia.

Para a dosagem de hemoglobina livre no sobrenadante dos reagentes de
hemacias, as aliquotas dos reagentes de hemacias foram centrifugadas por 10
minutos a 2500 g. A determinagcdo de hemoglobina livre foi realizada através do
método de Harboe. Trata-se de um método para a determinagcédo de pequenas
quantidades de hemoglobina livre por espectrofotometria direta, através da leitura da
absorbancia da amostra em trés comprimentos de onda (380, 415 e 450 nm)
(HARBOE, 1959).

A determinacgéo da condutividade dos reagentes de hemacias foi realizada em
condutivimetro de bancada calibrado com solucdo de KCI de 1413 uS/cm
(microSiemens por centimetro). A condutividade é a corrente elétrica em uma
solucdo, sendo que esse valor depende da forga idnica do liquido. O condutivimetro

€ constituido por dois eletrodos polarizados dentro de uma sonda. Ao entrar em
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contato com o liquido, o equipamento aplica uma tensao entre os dois eletrodos.
Quanto maior a condutividade do liquido mais voltagem é lida pelo condutivimetro

que é convertida em uS/cm.

4.7 ESPECIFICAGCOES DA QUALIDADE PARA OS REAGENTES DE TIPAGEM
SANGUINEA ABO E RhD

A Tabela 1 apresenta o desempenho minimo nos resultados dos testes de
poténcia (intensidade de reagdo, avidez e titulo) para avaliagdo de cada
lote/remessa de soros anti-A, anti-B e anti-D recebidos pelo servico de hemoterapia,

conforme Portaria de Consolidagao n°5 do Ministério da Saude.

Tabela 1 - Desempenho minimo nos resultados dos testes de poténcia para
avaliacao de cada lote/remessa de soros anti-A, anti-B e anti-D recebidos pelo
servigo de hemoterapia.

Antissoro Fenétipo das Intensidade Tempo de Titulo minimo
amostras de minima de Avidez**
Hemacias reacao*
Anti-A A 3+ Até 15 256
A, 2+ Até 30” 128
AB 3+ Até 30” 128
A,B 2+ Até 45" 64
Anti-B B 3+ Até 15” 256
AB 3+ Até 15” 256
Anti-D “O” Ryr (Dccee) 3+ Até 307 32
“O "Ryr (DCcee) 3+ Até 307 32
“O” Ryr (DccEe) 3+ Até 307 32

* Em escala de zero a quatro cruzes (0 a 4+).
** Em segundos.
Fonte: Adaptado de Brasil (2017).

A Tabela 2 apresenta o desempenho minimo nos resultados dos testes de
poténcia (intensidade de reagao) para avaliagdo de cada lote/remessa de reagentes
de hemacias A, e B recebidos pelo servico de hemoterapia, conforme Portaria de

Consolidagao n°5 do Ministério da Saude.
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Tabela 2 - Desempenho minimo nos resultados dos testes de poténcia para
avaliacao de cada lote/remessa de reagentes de hemacias A, e B recebidos pelo
servigo de hemoterapia.

Reagente de Tipagem dos Intensidade minima de
Hemacias Plasmas aglutinacao*
Hemacia A, B 2+
Hemacia B A 2+

* Em escala de zero a quatro cruzes (0 a 4+).
Fonte: Adaptado de Brasil (2017).

Para a avaliacdo da especificidade, os soros anti-A e anti-B sao testados com
hemacias de tipagem “O", o soro anti-D com hemacias “O” RhD negativo e as
hemacias A, e B com plasma de tipagem AB. N&o deve ocorrer aglutinagao visto
que nao ha antigenos/anticorpos correspondentes para promové-la (BRASIL, 2014,
BRASIL, 2017).

48 ANALISE DA CONCORDANCIA DE LEITURA DAS REACOES
IMUNO-HEMATOLOGICAS ENTRE OS PROFISSIONAIS

A concordancia entre as duplas de profissionais na leitura dos testes foi
determinada previamente por meio do teste estatistico Kappa de Cohen, o qual
considera a proporgdo entre a concordancia observada e a estimativa de

concordéancia esperada pelo acaso (BRASIL, 2012).

Trés profissionais participaram da analise de concordancia da leitura de 54
diferentes reacdes imuno-hematologicas na técnica de tubo (apéndices A, B e C).
Entre as reacdes estavam: soro de Coombs titulado + hemacia controle de Coombs,
soro anti-D titulado + hemacia RhD positiva, soro anti-B titulado + hemacia B, soro
anti-AB titulado + hemacia A. Um dos profissionais realizou a homogeneizacao da
reagdo enquanto, simultaneamente, de forma cega e independente, os trés
profissionais analisaram a intensidade da reac&o. O valor de Kappa de Cohen (0-1)
foi calculado para cada dupla de profissionais, considerando as rotinas

imuno-hematoldgicas com leitura e segunda leitura.

Uma vez que o resultado de Kappa entre 0,80 e 1,0 indica uma concordancia

quase perfeita entre os leitores (LANDIS; KOCH, 1977), determinou-se como
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aceitavel uma concordancia minima de 0,8 na escala Kappa (0-1) entre os

pesquisadores.

O valor de Kappa de Cohen para cada dupla de profissionais foi de 0,97 entre
os profissionais um e dois, de 0,95 entre os profissionais um e trés e de 0,97 entre

os profissionais dois e trés.

49 TEMPERATURA DA CAMARA DE CONSERVACAO E AMBIENTE DE
EXPOSICAO

As temperaturas da camara de conservagdo e do ambiente de exposigao
foram controladas através de software de monitoramento eletrénico de temperatura

Endrixx®, v 4.8.3.2, da Sensorweb® (Brasil).

Durante os trés experimentos, desde a aliquotagem até a finalizacdo dos
testes na quarta semana, foram realizados 25.940 registros de temperatura da
camara de conservacgdo. A temperatura minima registrada foi 3,4°C e a maxima foi

de 5,6°C, apresentando uma temperatura média de 3,8°C.

Durante a realizagdo dos testes de controle da qualidade dos reagentes, a
temperatura ambiente do laboratério foi controlada e mantida entre 20-24°C. Durante
a exposicao das aliquotas, a temperatura minima do ambiente foi de 20,2°C e a
maxima de 23,5°C. A temperatura média do ambiente foi 21,7°C apds 8.339

registros de temperatura.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados no software GraphPad Prism 8% (Califérnia). Os
resultados dos testes de intensidade de reac&o dos soros e reagentes de hemacias
avaliados e de titulacdo dos soros foram expressos de forma semi-quantitativa de

zero a quatro cruzes (0 a 4+) e titulo, respectivamente.

Os resultados dos testes de titulagdo, em fungdo do grande numero de
categorias se tratados como variaveis qualitativas ordinais, foram tratados como

variaveis quantitativas discretas e apresentados como valores individuais de cada
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experimento. Desta forma, estes dados foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, para comparar as medianas.

Os resultados quantitativos dos testes de avidez, dosagem de hemoglobina e
condutividade foram avaliados quanto a distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk e
foram expressos como média * desvio padrdo ou mediana e valores maximo e

minimo para distribuicbes normais ou nao, respectivamente.

Para resultados paramétricos, foi realizada a analise de variancia unidirecional
(ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparar as médias. Para resultados com
distribuicdo nao-paramétrica foi realizada a andlise de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn para comparar as medianas. As diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 INTENSIDADE DE REACAO E ESPECIFICIDADE DOS SOROS ANTI-A,
ANTI-B, ANTI-D E CONTROLE RhD

Para os soros anti-A e anti-B, a intensidade de reagcdo para a avaliacdo da
poténcia observada apds as quatro semanas de exposi¢ao a temperatura ambiente
por diferentes periodos foi de 4+ com as hemacias de diferentes fendétipos. Mesmo
quando os reagentes foram testados com hemacias que expressam mais
fracamente os antigenos, como as hemacias A, e A,B, as reagdes de intensidade de

4+ foram observadas em todas as condi¢gdes de exposi¢ao, nos trés experimentos.

Da mesma forma, a intensidade de reagao de 4+ foi verificada apds as quatro
semanas de exposigdo do soro anti-D a temperatura ambiente por diferentes
periodos, quando testado com hemacias RhD positivas, tanto nos testes em

temperatura ambiente quanto em fase de antiglobulina nos trés experimentos.

O soro controle negativo para a fenotipagem RhD foi testado com as
hemacias Rgr, Rir, R,r e rr e foram obtidas reag¢des negativas, conforme esperado

para este reagente.

Na Tabela 3, é possivel observar as intensidades de reagdo dos reagentes
apos a exposicao a temperatura ambiente por diferentes periodos e a intensidade

preconizada pela legislagao.
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Tabela 3 — Intensidade de reacédo dos soros com as hemacias de diferentes
fendtipos apds quatro semanas de exposi¢ao a temperatura ambiente por diferentes

periodos.
Fer(\igtsipo Apos quatro semanas exposicao
amostras Controle Exposicdo Exposicdo Controle Intensidade
de Positivo Longa Curta Negativo exigida pela
Reagente hemacias legislacéo

A, 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
A, 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
A.B 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
Anti-A A,B 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
0] 0 0 0 0 0
B 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
Anti-B A.B 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
0] 0 0 0 0 0
O Ryr 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
ORyr 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
Anti-D O Ryr 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
Orr 0 0 0 0 0
O Ryr 0 0 0 0 0
Controle o 0 0 0 0 4
RhD O Ryr 0 0 0 0 0
Orr 0 0 0 0 0

Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢cdo a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposi¢édo Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢ao Curta: quatro horas por dia de exposig¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeragédo.” Portaria de Consolidag&o n° 5 do Ministério da Saude.

Nota: Resultados individuais foram iguais nos trés experimentos.

Fonte: Elaborado pela autora.

A especificidade dos reagentes anti-A, anti-B, anti-D e controle do RhD foi
determinada por meio da intensidade de reacao destes com hemacias de fendtipo
“O” rr. Foram observadas reagdes negativas em todos os reagentes apos exposigao
a temperatura ambiente por diferentes periodos, demonstrando que esta variavel
nao causou interferéncia que possa levar a perda da especificidade e resultados

falso-positivos.
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5.2 AVIDEZ DOS SOROS ANTI-A, ANTI-B E ANTI-D

Segundo a Portaria de Consolidagdo n° 5 do Ministério da Saude, a avidez
dos testes com soro anti-A deve ser de até 15 segundos quando testado com
hemacias A,, até 30 segundos quando testado com hemacias A, e AB e até 45
segundos quando testado com hemacias A,B. Para o soro anti-B, é de até 15
segundos com hemacias B e A,;B. Para o soro anti-D, até 30 segundos quando

testado com as hemacias dos fendtipos Ryr, Rir e Ryr.

Na Figura 3, é possivel observar os resultados de avidez dos reagentes de
soros apos serem expostos em diferentes condi¢des quando testados com as
hemacias de cada fenétipo. Os resultados apresentados sdo a mediana e valores

maximo e minimo de tempo dos trés experimentos realizados.
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Figura 3 - Avidez dos soro com as hemacias de diferentes fendtipos apds quatro
semanas de exposicao a temperatura ambiente por diferentes periodos.
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Tempo (segundos)

Rgr Rr Ror
Fenotipo Hemacias

Controle positivo: 12 horas por dia de exposicado a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposi¢édo Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢cao Curta: quatro horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeragao.

Notas: Resultados apresentados como mediana e valores maximos € minimos.

Fonte: Elaborado pela autora.

A mediana dos tempos de avidez do soro anti-A, quando testado com
hemacias A, e A,, foi de trés segundos para todas as aliquotas e, com hemacias de
fendtipo AB, foi de dois segundos, ndo havendo diferenga entre as aliquotas. No
teste com as hemacias A,B, a aliquota de exposigao longa apresentou mediana de

trés segundos, enquanto nas demais aliquotas a mediana foi de quatro segundos.

No teste de avidez do soro anti-B, a mediana foi de trés segundos para todas
as aliquotas do reagente, tanto quando testado com hemacias de fenétipo B quanto

hemacias de fenétipo AB.
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O soro Anti-D, quando testado com hemacias de fendtipo Rgr, apresentou
mediana de cinco segundos em todas as aliquotas. Quando testado com hemacias
de fendtipo Ryr, a aliquota controle positivo apresentou mediana de sete segundos,
as aliquotas exposi¢cao longa e curta, de seis segundos e o controle negativo de
cinco segundos. No teste com hemacias de fendtipo R,r, as aliquotas controle
positivo e exposigao curta apresentaram medianas de seis segundos e as exposi¢ao

longa e controle negativo, de cinco segundos.

Todos os reagentes de soros atenderam os requisitos de legislagao,
permanecendo, mesmo apos os diferentes periodos de exposigdo, com a avidez
adequada para uso nos testes imuno-hematologicos, que deve ser entre 15-45
segundos para o soro anti-A, de até 15 segundos para o soro anti-B e até 30
segundos para o soro anti-D. O teste estatistico de Kruskal-Wallis ndo demonstrou

diferenca significativa entre as diferentes aliquotas em nenhum dos soros avaliados.

5.3 TITULO DOS SOROS ANTI-A, ANTI-B E ANTI-D

A Figura 4 apresenta os resultados de titulo dos trés experimentos do soro
anti-A em reagcdo com hemacias de diferentes fendtipos apos as quatro semanas de

exposigcao a temperatura ambiente.
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Figura 4 - Titulo do soro anti-A em reagédo com hemacias de diferentes fenotipos

apo6s quatro semanas de exposi¢cao a temperatura ambiente por diferentes periodos.
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Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢cao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposicéo Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢ao Curta: quatro horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeracgao.

Notas: Resultados individuais do primeiro experimento estao representados em azul, do segundo
experimento em vermelho e do terceiro em verde. As linhas continuas representam os titulos minimos
preconizados pela Portaria de Consolidagdo n°5 para o soro avaliado frente ao respectivo fenétipo de
heméacias.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os menores titulos foram observados quando o reagente foi testado com
hemacias de fendtipo A, e A,B, as quais apresentam menor numero de sitios
antigénicos. N&o foi observada variagcédo de titulo entre as diferentes condi¢gbes de
exposicao deste reagente quando testado com esses fendtipos de hemacias nos

trés experimentos realizados.
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Variagdes de titulo foram observadas nos testes com hemacias A, e A;B. No
primeiro experimento, a aliquota controle positivo apresentou queda de um titulo em
comparagao com as demais aliquotas quando testado com hemacias A,, assim
como ocorreu no terceiro experimento no teste com hemacias A;B. No primeiro
experimento, também foi observada a queda de um titulo da aliquota de exposi¢cao

curta em comparacao com as demais aliquotas no teste com hemacias AB.

A Figura 5 apresenta os resultados de titulo do soro anti-B em reagéo com as

hemacias B e A;B apos as quatro semanas de exposi¢cao em trés experimentos.

Figura 5 - Titulo do soro anti-B em reagdo com hemacias de diferentes fendtipos
apos quatro semanas de exposi¢cao a temperatura ambiente por diferentes periodos.
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Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢cao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposi¢éao Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢cao Curta: quatro horas por dia de exposi¢cao a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeracgéo.

Notas: Resultados individuais do primeiro experimento estao representados em azul, do segundo
experimento em vermelho e do terceiro em verde. As linhas continuas representam os titulos minimos
preconizados pela Portaria de Consolidagdo n°5 para o soro avaliado frente ao respectivo fenétipo de
heméacias.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os titulos do soro anti-B variaram entre 256 e 512. No teste com hemacias
A.B, nao foi observada nenhuma variacao de titulo entre as diferentes condicdes de
exposicao deste reagente. Apenas em um dos experimentos a aliquota controle
positivo apresentou queda de um titulo em comparagdo com as demais aliquotas no

teste com hemacias de fenétipo B.

Os resultados de titulo do soro anti-D, em leitura imediata, em reacdo com
hemacias de diferentes fenotipos apds exposicédo as diferentes condigbes, em trés
experimentos, sado apresentados na Figura 6. Em relagcdo aos demais reagentes
avaliados, este foi 0 que apresentou maior variagcao entre os diferentes periodos de

exposigao a temperatura ambiente.
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Figura 6 - Titulo do soro anti-D, em leitura imediata, em reacdo com hemacias de
diferentes fendtipos apds quatro semanas de exposicao a temperatura ambiente por
diferentes periodos.
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Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢ao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposi¢édo Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢cao Curta: quatro horas por dia de exposi¢ao a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeragao.

Notas: Resultados individuais do primeiro experimento estao representados em azul, do segundo
experimento em vermelho e do terceiro em verde. As linhas continuas representam os titulos minimos
preconizados pela Portaria de Consolidagdo n°5 para o soro avaliado frente ao respectivo fenétipo de
hemacias.

Fonte: Elaborado pela autora.

No primeiro experimento, a aliquota controle negativo apresentou acréscimo
de um titulo comparado com as demais aliquotas quando testado com hemacias Rr
e as aliquotas controle negativo e exposi¢ao curta também aumentaram um titulo

em comparacgao com as demais no teste com hemacias R,r.

No teste com hemacias R;r, no primeiro experimento, o titulo das aliquotas
variou entre 256 e 512, conforme €& possivel observar na Figura 6. No terceiro
experimento, as aliquotas controle positivo e negativo apresentaram aumento de um

titulo em relagéo as demais.
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Os valores de titulo do soro anti-D dos trés experimentos, em fase de
antiglobulina, em reagdo com hemacias de diferentes fenétipos apos as exposigdes
a temperatura ambiente estdo apresentados na Figura 7. Neste teste, de forma
geral, os resultados de titulo foram iguais ou inferiores aqueles em temperatura
ambiente, oscilando entre 64 e 512, ndo sendo observada diferenga maior que um

titulo entre as aliquotas para os testes com cada fenétipo.

Figura 7 - Titulo do soro anti-D, em fase de antiglobulina, em reacdo com hemacias
de diferentes fendtipos apds quatro semanas de exposicao a temperatura ambiente
por diferentes periodos.
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Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢cdo a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposig¢ao Longa: oito horas por dia de exposi¢do a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢ao Curta: quatro horas por dia de exposigdo a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeragéo.

Notas: Resultados individuais do primeiro experimento estao representados em azul, do segundo
experimento em vermelho e do terceiro em verde. As linhas continuas representam os titulos minimos
preconizados pela Portaria de Consolidagao n°5 para o soro avaliado frente ao respectivo fenétipo de
hemacias.

Fonte: Elaborado pela autora.
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No entanto, nenhuma variagdo superior a um titulo foi detectada nos
antissoros testados. Em todas as condigbes de exposicdo, todos os reagentes
atenderam aos titulos minimos preconizados na Portaria de Consolidagéo n° 5, os
quais sao de 64 a 256 para o soro anti-A, a depender do fenétipo da hemacia
utilizada; de 256 para o soro anti-B e de 32 para o soro anti-D. No teste estatistico
Kruskal-Wallis, nao foi observada diferenga significativa entre os titulos das aliquotas

dos reagentes expostas a temperatura ambiente por diferentes periodos.

5.4 POTENCIA E ESPECIFICIDADE DOS REAGENTES DE HEMACIAS A, E B

A poténcia e a especificidade dos reagentes de hemacias foram determinadas
através da intensidade de reagdao com plasmas que expressam e que nao

expressam os respectivos anticorpos.

A intensidade de reacdo dos reagentes de hemacias A, e B em reagdo com
plasmas B e A, respectivamente, determina a poténcia dos reagentes. As
intensidades obtidas foram de 4+ apds exposi¢cao destes reagentes a temperatura
ambiente por diferentes periodos e condi¢des, atendendo ao critério de legislagao. A
Tabela 4 apresenta as intensidades de reacdo observadas nos testes de poténcia e
especificidade dos reagentes de hemacias e o critério de legislagdo para estes

reagentes.

Para a especificidade, os reagentes de hemacias A, e B foram testados com
plasmas de tipagem “AB”. Foram observadas reagdes negativas para todas as
condigdes de exposicao, mostrando que a exposi¢cado a temperatura ambiente e/ou

homogeneizagao nao influenciou a especificidade destes reagentes.
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Tabela 4 — Intensidade de reacéo dos reagentes de hemacias A, e B com plasmas
de diferentes fendtipos apds quatro semanas de exposicao a temperatura ambiente
por diferentes periodos e condicgdes.

Apos quatro semanas exposicao Intensidade

Exp.+ Controle Exposicd Exposicdo Controle exigida pela

Reagente Plasma _Homog Positivo o Longa Curta Negativo legislacao’
Hemacia A, B 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
Hemacia A, AB 0 0 0 0 0 0
Hemacia B A 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
Hemacia B AB 0 0 0 0 0 0

Exp. + Homog: 11,5 horas de exposi¢cédo a temperatura ambiente + 30 minutos de exposi¢ao a
temperatura ambiente com simultdnea homogeneizagéo por dia, cinco dias/semana/quatro semanas;
Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢cao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro
semanas; Exposi¢cédo Longa: oito horas por dia de exposigao a temperatura ambiente, cinco
dias/semana/quatro semanas; Exposi¢ao Curta: quatro horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro semanas permanentemente
sob refrigeragdo.” Portaria de Consolidag&o n°5 do Ministério da Saude.
Nota: Resultados individuais foram iguais nos trés experimentos.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 HEMOGLOBINA LIVRE NOS REAGENTES DE HEMACIAS A, E B

A concentracdo média de hemoglobina livre das aliquotas dos reagentes de
hemacias A, e B que sofreram exposi¢ao a temperatura ambiente com simultanea
homogeneizagao foi de 0,0320 e 0,0284 g/dL, respectivamente. Nesta condi¢cédo de
exposicao, foi possivel observar no reagente de hemacias uma quantidade superior
de hemoglobina livre quando comparado com as condi¢bes de exposi¢ao curta e
longa e controles positivo e negativo (p<0,05). As outras aliquotas dos reagentes de
hemacias A, e B apresentaram concentragdes médias de hemoglobina livre entre
0,0046 e 0,0056 g/dL e, entre 0,0048 e 0,0052 g/dL nas diferentes exposigdes,

respectivamente.

A concentragcdo média e o desvio padrao de hemoglobina livre de cada uma
das aliquotas dos reagentes de hemacias A, e B apds as quatro semanas de

exposicao podem ser visualizadas na Figura 8.
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Figura 8 - Concentracdo de hemoglobina livre no sobrenadante dos reagentes de
hemacias A, e B, antes e apds quatro semanas de exposi¢cao a temperatura
ambiente por diferentes periodos.
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Exposigao + homogeneizagao: 11,5 horas de exposigao a temperatura ambiente + 30 minutos de
exposicao a temperatura ambiente com simultdnea homogeneizagéo por dia, cinco
dias/semana/quatro semanas; Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposigdo Longa: oito horas por dia de exposig¢éo a
temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposi¢do Curta: quatro horas por dia de
exposicao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro
semanas permanentemente sob refrigeragéo; * p<0,05 para comparagao entre as aliquotas dos

reagentes.

Notas: Resultados apresentados como média +/- desvio padrao.
Fonte: Elaborado pela autora.

As Figuras 9 e 10 ilustram o aspecto do sobrenadante dos reagentes de

hemacias antes e apds o periodo de quatro semanas de exposi¢cao a temperatura

ambiente, respectivamente.
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Figura 9 - Sobrenadante dos reagentes de hemacias A, e B antes da exposicéo a
temperatura ambiente.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10 - Sobrenadante dos reagentes de hemacias A, e B e apds quatro semanas
de exposicao a temperatura ambiente por diferentes periodos.

Reagente de Hemacias A, Reagente de Hemacias B

Exposicdo + homogeneizacdo: 11,5 horas de exposicéo a temperatura ambiente + 30 minutos de
exposigado a temperatura ambiente com simultdnea homogeneizagao por dia, cinco
dias/semana/quatro semanas; Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposigdo Longa: oito horas por dia de exposigéo a
temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposi¢do Curta: quatro horas por dia de
exposicao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro
semanas permanentemente sob refrigeragéo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Visualmente é possivel observar nos sobrenadantes das aliquotas “Exposicéo
+ homogeneizagao”, dos reagentes de hemacias A, e B, a hemolise pronunciada em
comparagdo com as demais aliquotas. Essa observagdo € concordante com a
dosagem de hemoglobina livre nestes reagentes, os quais apresentaram resultados

médios estatisticamente superiores aos demais reagentes.

5.6 CONDUTIVIDADE ELETRICA DOS REAGENTES DE HEMACIAS A, E B

A condutividade elétrica média e o desvio padrao das aliquotas “exposic¢ao +
homogeneizagado”, “controle positivo” e “controle negativo” dos reagentes de
hemacias A, e B, apds as quatro semanas de exposi¢ao as diferentes condicoes,

podem ser observados na Figura 11.

A condutividade média das aliquotas dos reagentes de hemacias A, e B
variou entre 88 e 89,33 uS/cm e, entre 88 e 89 uS/cm nas diferentes exposigdes,

respectivamente, ndo sendo observada diferenga significativa entre as aliquotas.
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Figura 11 - Condutividade dos reagentes de hemacias A, e B antes e apds quatro
semanas de exposicao a temperatura ambiente por diferentes periodos.
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Exposicao + homogeneizacao: 11,5 horas de exposi¢cao a temperatura ambiente + 30 minutos de
exposicao a temperatura ambiente com simultdnea homogeneizagao por dia, cinco
dias/semana/quatro semanas; Controle positivo: 12 horas por dia de exposi¢do a temperatura
ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposigdo Longa: 8 horas por dia de exposi¢cao a
temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Exposi¢ao Curta: 4 horas por dia de
exposicao a temperatura ambiente, cinco dias/semana/quatro semanas; Controle Negativo: quatro
semanas permanentemente sob refrigeragao.

Nota: Resultados apresentados como média +/- desvio padrao.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

A anadlise laboratorial do fendtipo ABO/RhD se mostra harmonizada
internacionalmente, com a utilizacdo de reagentes que detectam a presenga ou
auséncia dos antigenos/anticorpos através de reagdes sorolégicas de
hemaglutinacdo por diferentes métodos. Embora a técnica em gel tenha ganhado
espaco em fungdo da possibilidade de automacao e da facilidade de execugao, a
tipagem em tubo, que representa um avango em termos de sensibilidade em relagéo
a metodologia de lamina, ainda é prevalente em servicos hemoterapicos e
laboratérios clinicos (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003; MUJAHID; DICKERT, 2015;
QURAISHY; SAPATNEKAR, 2016; MENY, 2017), o que reforca a importancia do

estudo realizado.

Além do aperfeicoamento das metodologias, a substituicdo dos reagentes
policlonais por monoclonais nos testes imuno-hematoldgicos proporcionam testes
mais potentes e especificos, livres de contaminantes e em quantidade adequada

para suprir a demanda dos servigos transfusionais (VOAK, 1990).

Paralelamente, as normativas nacionais e internacionais para fabricantes de
reagentes garantem um padrdo minimo de qualidade aos reagentes
imuno-hematoldgicos disponiveis aos servicos de hemoterapia. Tais fatos,
contribuem para a qualidade e seguranca transfusional e, possivelmente, séo

determinantes para os resultados de estabilidade encontrados neste estudo.

Contudo, a realizacdo de controle da qualidade nas rotinas hemoterapicas é
imprescindivel para a seguranga transfusional. Tanto no Brasil como nos paises
Europeus, Britanicos, Australianos e Neozelandeses, os controles interno e externo
da qualidade sao preconizados aos servicos de hemoterapia. De forma
complementar, as normativas preconizam, em varios paises, a avaliagdo dos
reagentes antes do uso, sendo no Brasil especificada para cada lote/remessa
recebida (BRASIL, 2017).

Considerando as condigdes as quais os reagentes imuno-hematoloégicos sao
expostos durante o uso, o protocolo experimental deste estudo foi desenhado de
modo a simular a utilizagdo na rotina. Este modo parece mais adequado que os

modelos de teste de estabilidade em condi¢cbes aceleradas, tendo em vista que as
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normas nao especificam um tempo maximo para permanéncia dos reagentes fora da
temperatura indicada para armazenamento. Adicionalmente, os reagentes foram
avaliados através dos testes de poténcia (intensidade de reacao, titulo e avidez) e
especificidade, os quais sdo preconizados no Brasil para a avaliacdo de cada
lote/remessa de reagentes recebidos (BRASIL, 2017) e internacionalmente por
diferentes sociedades cientificas para avaliagdo dos reagentes antes do uso. O
propésito foi realizar, apds as diferentes condi¢des de exposi¢cdo, uma avaliagéao
complementar a avaliagdo qualitativa de reprodutibilidade, comumente realizada

durante o uso com o emprego de controles positivos e negativos.

Com relagdo aos antissoros avaliados, ndo foi evidenciada alteragdo nos
testes de intensidade de reacdo e especificidade. Embora algumas variagbes de
titulo e de avidez tenham sido observadas, ndo houve diferenga significativa entre as
diferentes condicbes de exposicao, indicando estabilidade dos antissoros testados
em termos de poténcia e especificidade. Esse resultado também vai ao encontro ao
relatado por Fink et al. (2020), que demonstraram a estabilidade funcional dos
anticorpos utilizados em testes imunoenzimaticos e de cultura de células através da
avaliacao do desempenho nos testes de ELISA e cultura celular. Zheng et al. (2017)
demonstraram que, para afetar as forcas de interacdo proteina-proteina, os
anticorpos monoclonais terapéuticos foram mais suscetiveis a alteracées de pH do

que a alteragbes de temperatura.

Com relagéo aos reagentes de hemacias, Sutter et al. (2017) relataram que os
antigenos do sistema ABO sao estaveis por pelo menos 77 dias em amostras
anticoaguladas, quando armazenadas sob refrigeragdo. Esse dado corrobora a
estabilidade que também foi observada nos reagentes de hemacias A, e B quando
expostos a temperatura ambiente por até 12 horas diarias, cinco dias por semana,

durante quatro semanas, mantendo-se a poténcia e especificidade.

Diferentemente dos antissoros, os reagentes de hemacias devem ser sempre
homogeneizados antes do uso, a fim de ressuspender as hemacias que se
depositam durante o armazenamento e assegurar a quantidade adequada para o
uso. Para os experimentos, uma aliquota destes reagentes foi submetida a 210

inversdes completas por dia, cinco dias por semana, por quatro semanas, com
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simultdnea exposicdo a temperatura ambiente. Essa agitacdo foi suficiente para

aumentar significativamente a hemoglobina livre nos reagentes de hemacias.

A determinagdo da hemoglobina livre ndo € preconizada para controle da
qualidade dos reagentes imuno-hematologicos. Porém, é um teste importante e
obrigatorio para analise da qualidade dos hemocomponentes e possui uma relagao
direta com o grau de hemdlise (BRASIL, 2017). A presenga de hemoglobina livre
pode indicar a degradagdo do reagente, o que levaria a perda da reatividade e
consequente discrepancia nos resultados de tipagem ABO em fungao de reacodes

falso negativas.

Embora n&o tenha sido observada alteragcao de reatividade e especificidade
dos reagentes de hemacias, a concentragdo de hemoglobina livre superior nos
regentes expostos a homogeneizagdo, em comparagdo com as demais aliquotas
que sofrem apenas exposi¢coes a temperatura ambiente, sugere que este fator cause
a hemdlise. Porém, quando a homogeneizagao é realizada de forma suave e por
inversdo, como no experimento, a hemolise observada n&do impacta nos testes
imuno-hematoldgicos. Isso reforga a importancia da homogeneizagdo completa,
porém suave, dos reagentes de hemacias, conforme recomendado nas instrugdes
de uso pelos fabricantes. Adicionalmente, o fabricante do reagente utilizado no
estudo orienta a homogeneizagéo através de pelo menos 10 inversdes completas.
Sendo assim, a homogeneizagdo do estudo corresponderia a 21 exames diarios.
Entretanto, nem todos os fabricantes de reagente preconizam o numero de exato de
homogeneizagdes necessarias e, na pratica, a quantidade de inversdes para
homogeneizagéao eficaz varia de acordo com a demanda dos servigos, a quantidade

de reagente no frasco e a quantidade de hemacias depositadas.

A maioria dos antigenos esta integrada na membrana das hemacias, porém
alguns, como o sistema Lewis, sdo antigenos plasmaticos adsorvidos a superficie da
hemacia (QURAISHY; SAPATNEKAR, 2016). No caso dos antigenos ABO, a alta
densidade antigénica, cerca de um milhdo de antigenos presentes em cada hemacia
(RAHFELD; WITHERS, 2020), pode ter contribuido para a manutencao da poténcia
dos reagentes de hemacias A, e B, mesmo apds as homogeneizagdes e aparente

comprometimento do reagente representado pela quantidade de hemoglobina livre
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aumentada. Sutter et al. (2017) também atribuiram a estabilidade das amostras a

alta densidade antigénica do sistema ABO.

A alteracao da estrutura da hemacias poderia impactar na permeabilidade da
membrana e modificar a condutividade do reagente. No entanto, a condutividade
elétrica dos reagentes de hemacias expostos a homogeneizagao foi semelhante em
relacdo as demais condicdbes de armazenamento. Alteragdes na condutividade
elétrica podem estar relacionadas com modificagdes de carga elétrica das hemacias
e, consequentemente, alteragdes no potencial zeta. A diminuicdo do potencial zeta
torna o meio mais instavel, tendendo a agregacdo, o que poderia afetar os
resultados dos testes imuno-hematoldgicos de controle da qualidade levando a
reagdes inespecificas (OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013).

Os resultados obtidos apontam para a estabilidade dos reagentes
imuno-hematoldgicos testados, os quais séo utilizados para determinacédo da
tipagem sanguinea ABO e RhD, mesmo deixando-os por até 12 horas diarias, cinco
dias por semana, durante quatro semanas, expostos a temperatura ambiente na
bancada durante as atividades laboratoriais. Assim, uma vez que o titulo, a avidez e
a intensidade das reag¢des dos antissoros e das hemacias devem ser assegurados,
conforme legislacédo, a cada lote e remessa de reagentes antes de introduzi-los na
rotina (BRASIL, 2017), a relacdo custo-beneficio ndo justifica a realizacao de tais
testes para requalificagdo dos reagentes que estdo em uso. Uma vez em uso, no
periodo de manipulagdo e armazenamento, as avaliagbes dos reagentes através de
amostras com resultados conhecidos e adogao de controles positivos e negativos,
para avaliacdo qualitativa da capacidade de reproduzir um resultado esperado,
parecem ser suficientes para detectar alteracbes na rotina por causas diversas e

garantir a qualidade dos testes.

Os resultados também apontam que a qualidade dos reagentes
imuno-hematoldgicos € mantida quando a temperatura do ambiente onde sao
realizados os exames imuno-hematologicos € controlada e permanece entre 20 e
24°C, conforme preconizado nacionalmente aos laboratorios de testagem de

amostras de doadores e receptores de sangue (BRASIL, 2014).

Enfim, considerando que os bancos de sangue e as agéncias transfusionais

ndo podem ter menos do que certeza de que os reagentes funcionam como
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pretendido, este estudo demonstrou a estabilidade de uma marca de reagentes nas
condigdes de uso. Neste sentido, praticas mais rigidas com frequéncias ou testes de

controle da qualidade adicionais aos realizados ndo se mostraram necessarias.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo apontam que os reagentes imuno-hematoldgicos
anti-A, anti-B, anti-D, controle RhD e reagentes de hemacias A1 e B testados, do
respectivo fabricante, utilizados para determinagao de tipagem sanguinea na técnica
de tubo, sao estaveis em termos de poténcia e especificidade nas condi¢gdes que

foram estudados.

Diante destes resultados, uma vez que a poténcia e especificidade tenham
sido asseguradas antes de colocar em uso, a cada lote e remessa recebida, a
avaliagao qualitativa dos reagentes quanto a capacidade de reproduzir um resultado
esperado com o uso de controles positivos € negativos parecem ser suficientes para
garantir a qualidade dos resultados dos testes de tipagem sanguinea ABO e RhD
em tubo. Em condigdes adequadas de uso, com controle da temperatura do
ambiente onde séo realizados os exames imuno-hematolégicos, entre 20 e 24°C e,
homogeneizagcdo suave dos reagentes de hemacias, entende-se nao haver
necessidade de adogdo de medidas extras durante a manipulagdo dos reagentes

estudados, salvo quando indicado pelo fabricante.
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APENDICES

APENDICE A - Comparagio da leitura das 54 reagées com diferentes
intensidades realizadas pelos profissionais 1 e 2.

Intensidade 4+
de Reacgao
4+

3+

2+

1+

w

0

CM

HE

Total

cocoocoocoocooolN

N
N

P2
3+ 2+ 1+ W 0 CM HE Total
0 0 0 0 0 0 0 21
3 0 0 0 0 0 0 3
0 3 0 0 0 0 0 3
0 0 5 0 0 0 0 5
0 0 1 2 0 0 0 3
0 0 0 0 17 0 0 17
0 0 0 0 0 2 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0
3 3 6 2 17 2 0 54

Legenda: P1 — profissional 1; P2 — profissional 2; W — vestigio de reagdo; CM — campo misto; HE —

P1

Hemolise.
Fonte: Elaborado pela autora.

APENDICE B - Comparagao da leitura das 54 reagdes com diferentes
intensidades realizadas pelos profissionais 1 e 3.

Intensidade 4+
de Reagao
4+

3+

2+

1+

W

0

CM

HE

Total

Noooocooool

P3
3+ 2+ 1+ w 0 CM HE Total
0 0 0 0 0 0 0 21
3 0 0 0 0 0 0 3
0 3 0 0 0 0 0 3
0 0 5 0 0 0 0 3
0 0 1 2 0 0 0 3
0 0 0 1 16 0 0 17
0 0 0 0 0 2 0 2
0 0 0 0 0 0 0 0
3 3 6 & 16 2 0 54

Legenda: P1 — profissional 1; P3 — profissional 3; W — vestigio de reagdo; CM — campo misto; HE —

Hemolise.
Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE C - Comparagao da leitura das 54 reagdes com diferentes
intensidades realizadas pelos profissionais 2 e 3.

P3
P2 Intensidade 4+ 3+ 2+ 1+ w 0 CM HE Total

de Reagao

4+ 21 0 0 0 0 0 0 0 21
3+ 0 3 0 0 0 0 0 0 3
2+ 0 0 3 0 0 0 0 0 3
1+ 0 0 0 6 0 0 0 0 6
w 0 0 0 0 2 0 0 0 2
0 0 0 0 0 1 16 0 0 17
CM 0 0 0 0 0 0 2 0 2
HE 0 0
Total 21 3 3 6 3 16 2 0 54

Legenda:P2 — profissional 2; P3 — profissional 3; W — vestigio de reagdo; CM — campo misto; HE —
Hemodlise.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Instituicao Proponente: Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.754.341

Apresentacao do Projeto:

O estudo sera realizado pelas pesquisadoras Flavia Martinello (Professora do Departamento de Analises
Clinicas da UFSC) e Julia Hermes (farmacéutica-bioguimica do Hemosc), com o objetivo de analisar a
estabilidade de reagentes imuno-hematol6gicos que podem ser utilizados nas rotinas de doadores e
pacientes.

O estudo proposto trata-se de uma pesquisa de natureza experimental, analitica e quantitativa.

Os experimentos serado realizados nas dependéncias do Hemosc, sob supervisdo dos setores envolvidos.
Os reagentes imuno-hematolégicos serao testados antes do inicio da pesquisa e posteriormente aliquotados
em quatro diferentes tubos que serdo expostos diferentes condi¢des de armazenamento, serdo realizados
trés ciclos de testes em meses distintos e alternados. Serdo realizados testes para a avaliagao de poténcia,
especificidade e integridade. Os resultados dos testes de poténcia, especificidade e integridade de cada
aliquota dos reagentes serdo comparados entre si, conforme periodos de exposigdo e comparados com 0s
controles negativo e positivo.

Critério de Incluséo:
Seréo incluidas nas analises as amostras provenientes de doadores de sangue de acordo com os fenétipos
acima citados, coletadas hd menos de 144 horas, armazenadas de 2-80C e sem sinais
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de hemolise.

Critério de Exclusao:

Serao excluidas das anélises as amostras coletadas ha mais de 144 horas, que foram armazenadas em
temperatura inadequada ou que apresentarem resultado conhecido de Coombs direto positivo que possa vir
a interferir nas analises.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral:

Avaliar a estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos (soros anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, controle
RhD e hemacias A1 e B) utilizados em testes de tipagem sanguinea de receptores de sangue apés
diferentes periodos de exposicdo a temperatura ambiente.

Objetivos Secundérios:

- Avaliar a poténcia dos reagentes anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D apds longos e curtos periodos de
exposicdo diaria a temperatura ambiente;

- Avaliar a especificidade dos reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D e controle RhD apés longos e curtos
periodos de exposicao diaria a temperatura ambiente;

- Avaliar a poténcia, especificidade e integridade das hemacias A1 e B apos longos e curtos periodos de
exposicao diaria a temperatura ambiente;

- Propor melhorias na padronizagao existente para a manipulagao dos reagentes imuno-hematolégicos de
acordo com os resultados do estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O risco foi considerado minimo pelas pesquisadoras, sendo o principal deles a quebra de sigilo. As mesmas
relatam que adotardo todas as medidas para que tal fato ndo ocorra, obtendo os dados das amostras sem
identificagdo nominal. Nenhuma informacao socio-demografica sera acessada ou utilizada e somente seréo
conhecidos o cédigo de identificagdo e fenotipo da amostra (teste ja realizado na rotina do Hemosc).
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Os beneficios da pesquisa séo indiretos e relacionados ao levantamento da estabilidade dos reagentes e
possiveis impactos da exposi¢cao a temperatura ambiente sobre os resultados dos testes. Esse
conhecimento permitira 0 manuseio dos reagente de forma mais adequada, possibilitando o0 aumentando da
seguranga dos processos € a garantia da qualidade dos resultados.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Os resultados da pesquisa sao importantes, visto que aumentam o conhecimento técnico referente ao tema
e pode ser utilizado como fonte de pesquisa e orientagcdo da hemorrede nacional, aumentando a seguranca
e qualidade dos testes imuno-hematoldgicos.

A pesquisa é relevante e trara um conhecimento mais aprofundado referente as técnicas de manipulagao,
armazenamento e estabilidade dos reagentes. Sendo que essas fases sdo fundamentais a seguranca e
qualidade dos testes realizados, considera-se que o maior entendimento das mesmas podera proporcionar
um aprimoramento nas rotinas até entdo estabelecidas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos necessarios foram apresentados adequadamente.

As pesquisadoras solicitam a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido com as seguintes
justificativas:

- As amostras de doadores serdo utilizadas somente como padrdo para a avaliagdo dos reagentes imuno-
hematolégicos.

- Nenhum teste serd realizado de forma adicional aos testes ja executados na triagem imuno-hematoldgica
dos doadores, ou seja, nao serao gerados, a partir da pesquisa, nenhum resultado além daqueles ja
disponibilizados pela rotina do hemocentro.

- O doador assina o termo de consentimento que autoriza a utilizacdo do sangue doado para producéo de
reagentes bem como a utilizagdo das amostras em trabalhos cientificos, desde que seja preservado o
anonimato;

- As amostras serao selecionadas a partir de relatérios identificadas apenas por c6digos, ndo havendo
necessidade de identificacdo dos doadores;

- A selecdo das amostras sera feita somente pela pesquisadora principal, sob a supervisao dos
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responsaveis pelos setores envolvidos;
- O estudo nao fara referéncia a dados s6cio-demograficos;

Recomendacoées:

Plataforma

Recomenda-se que a populagédo do estudo e os critérios de inclusdo e exclusdo incluam as informagdes

relacionadas aos reagentes e amostras de doadores.

Recomenda-se apresentar emenda caso a pesquisa seja vinculada, posteriormente, a algum programa de

graduagao e/ou pds graduacao.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Sem pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Projeto Detalhado / |ProjetoPesquisaCEPSH.pdf 24/10/2019 |Flavia Martinello Aceito
Brochura 12:11:30
Investigador
TCLE / Termos de |Justificativaausenciatermo.pdf 22/10/2019 |Flavia Martinello Aceito
Assentimento / 15:06:25
Justificativa de
Auséncia
Outros Cartaanuencia.pdf 22/10/2019 |Flavia Martinello Aceito

15:05:15

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
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Assinado por:

Jussara Cargnin Ferreira
(Coordenador(a))
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos utilizados para
determinacao da tipagem sanguinea de receptores na técnica de tubo.

Pesquisador: Flavia Martinello

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 24255019.8.0000.0121

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
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Numero do Parecer: 3.707.888

Apresentacao do Projeto:

Trata o presente de projeto de pesquisa da Profa Flavia Martinello, do Departamento de Andlises Clinicas da
UFSC, com a participacao da farmacéutica-bioquimica Julia Hermes. Consta como instituicdo coparticipante
o Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina.

N&o ha informagao se o projeto esta vinculado a algum trabalho académico, e considerando a assinatura da
folha de rosto pela chefia do departamento (ACL-UFSC), entende-se que seja um projeto da propria
professora.

O estudo pretende analisar a estabilidade de reagentes imuno-hematolégicos utilizados em
testes de tipagem sanguinea. Nao é informado o nimero de participantes; o n da amostra é igual a 80. Nao
havera uso de fontes secundérias de dados.

O estudo proposto é uma pesquisa de natureza experimental, analitica e quantitativa. Os reagentes imuno-
hematologicos serdo testados previamente e aliquotados em quatro diferentes tubos de ensaio de vidro com
tampa de rosca esterilizados, que serdo expostos a temperatura ambiente por oito ou quatro horas, de
segunda a sexta feira, por quatro semanas consecutivas. Como controle negativo, uma aliquota sera
utilizada para realizagdo dos testes apds quatro semanas de armazenamento sob refrigeracao sem
exposicao intermediaria a temperatura
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ambiente. Como controle positivo, uma aliquota sera utilizada para realizacao dos testes apds quatro
semanas de armazenamento em temperatura ambiente. Com cada uma das quatro aliquotas (controle
positivo, controle negativo, curta e longa exposicao a temperatura ambiente) serdo realizados testes para
avaliacao de poténcia, especificidade e integridade. Os resultados dos testes de poténcia, especificidade e
integridade de cada aliquota dos reagentes serdo comparados entre si, conforme periodos de exposicao e
comparados com os controles negativo e positivo. Além disso, os resultados encontrados também seréo
avaliados quanto aos par&dmetros minimos de poténcia e especificidade estabelecidos na legislagao
brasileira. Cada experimento sera realizado trés vezes em meses alternados e a leitura das reagdes imuno-
hematoldgicas sera realizada por dois profissionais (pesquisador e auxiliar), de forma cega e independente.
A concordéancia entre os pesquisadores nas leituras dos testes serd determinada previamente na rotina do
laboratério através do teste estatistico Kappa. Sera aceito uma concordancia minima de 0,8 na escala
Kappa (0-1) entre os pesquisadores. No momento das analises, caso haja divergéncia entre os resultados,
um terceiro pesquisador atuara de forma decisiva.

Critério de Inclusao:
Serao incluidas nas analises as amostras provenientes de doadores de sangue de acordo com os fendtipos
acima citados, coletadas ha menos de 144 horas, armazenadas de 2-80C e sem sinais de hemélise.

Critério de Excluséao:

Serao excluidas das anélises as amostras coletadas ha mais de 144 horas, que foram armazenadas em
temperatura inadequada ou que apresentarem resultado conhecido de Coombs direto positivo que possa vir
a interferir nas analises.

As pesquisadoras pretendem, através do estudo, conhecer a estabilidade dos reagentes e possiveis
impactos da exposi¢do a temperatura ambiente sobre os resultados dos testes.
As pesquisadoras solicitam dispensa de TCLE.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos (soros anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, controle
RhD e hemacias A1 e B) utilizados em testes de tipagem sanguinea de receptores de sangue apos
diferentes periodos de exposi¢do a temperatura ambiente.
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Objetivos Secundarios:

- Avaliar a poténcia dos reagentes anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D apds longos e curtos periodos de
exposicado diaria a temperatura ambiente;-

- Avaliar a especificidade dos reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D e controle RhD apés longos e curtos
periodos de exposi¢do diaria & temperatura ambiente;

- Avaliar a poténcia, especificidade e integridade das hemacias A1 e B apds longos e curtos periodos de
exposigao diaria a temperatura ambiente;

- Propor melhorias na padronizagao existente para a manipulagao dos reagentes imuno-hematolégicos de
acordo com os resultados do estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

E citado o risco, considerado minimo, de quebra de sigilo. As pesquisadoras adotardo todas as medidas
para que tal fato ndo aconteca, obtendo os dados das amostras sem identificagdo nominal dos doadores de
sangue.

Os beneficios sao indiretos e relacionados ao levantamento da estabilidade dos reagentes e possiveis
impactos da exposicao a temperatura ambiente sobre os resultados dos testes, o que permitird 0 manuseio
de forma adequada, aumentando a segurang¢a dos processos e a garantia da qualidade dos resultados.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa pode contribuir para o conhecimento generalizavel sobre o tema.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A folha de rosto vem assinada pela pesquisadora responsavel e pela Chefia do Departamento de Andlises
Clinicas.

Consta declaragéao do Centro de Hematologia e Hematologia de SC (HEMOSC), firmada pelo seu Diretor,
autorizando a pesquisa e comprometendo-se a cumprir os termos da res. 466/12. Na declaracao, esta
explicitada a necessidade de aprovagéo prévia pelo CEPSH do HEMOSC.

O cronograma informa que a coleta de dados acontecera a partir de 01/05/2020.

O orgamento informa despesas de R$ 3.036,99 com financiamento préprio.
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As pesquisadoras solicitam dispensa de TCLE com base nas seguintes justificativas:

- 0 estudo esta relacionado a avaliagdo da estabilidade dos reagentes imuno-hematolégicos e nao as
amostras de sangue;

- serdo utilizados hemacias e plasmas provenientes de amostras de doadores de sangue coletados como
rotina no processo de doacao e no ato da doagéo, o doador assina o termo de consentimento que autoriza a
utilizacao do sangue doado para producao de reagentes bem como a utilizacdo das amostras em trabalhos
cientificos, desde que seja preservado o anonimato;

- as amostras serdo selecionadas a partir de relatérios de amostras fenotipadas identificadas apenas por
cédigos, ndo havendo necessidade de identificacdo dos doadores. apesar disso, serdo adotadas as
medidas para que tal fato ndo aconteca;

- a selecao das amostras sera feita somente pela pesquisadora principal;

- 0 estudo néo fard referéncia a dados s6cio-demograficos, pois as amostras serdo utilizadas somente para
andlise da estabilidade dos reagentes apos diferentes periodos de exposi¢ao a

temperatura ambiente;

- 0 acesso as amostras e demais informacdes sera realizada mediante autorizacao institucional, sob a
supervisdo dos responsaveis pelos setores envolvidos, os quais iniciardo somente apds a autorizagdo do
CEP da UFSC e do HEMOSC.

Recomendacoes:
Sem recomendacdes adicionais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Nao ha informagao se o projeto esta vinculado a algum trabalho académico, e considerando a assinatura da
folha de rosto pela chefia do departamento (ACL-UFSC), entende-se que seja um projeto da propria
professora. Caso haja vinculagdo com algum trabalho académico, solicita-se que a situacao seja informada
posteriormente, na forma de uma emenda, e que seja apresentada carta de anuéncia da instancia
correspondente (dependendo do nivel de formacao do estudante, conforme orientacées na pagina do
CEPSH-UFSC).

A solicitagdo para dispensa de TCLE foi entendida como pertinente pelo CEPSH-UFSC, considerando as
justificativas apresentadas.

Com base na documentagdo apresentada, este Comité entende ndo haver impedimentos para o
desenvolvimento da pesquisa.
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Rprari

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/10/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1453084.pdf 12:11:57
Projeto Detalhado / |ProjetoPesquisaCEPSH.pdf 24/10/2019 |Flavia Martinello Aceito
Brochura 12:11:30
Investigador
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 24/10/2019 |Flavia Martinello Aceito

12:07:59
TCLE / Termos de |Justificativaausenciatermo.pdf 22/10/2019 |Flavia Martinello Aceito
Assentimento / 15:06:25
Justificativa de
Auséncia
Outros Cartaanuencia.pdf 22/10/2019 |Flavia Martinello Aceito
15:05:15

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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Assinado potr:

Maria Luiza Bazzo
(Coordenador(a))
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