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PAES, LEC. Novos procedimentos operacionais padrédo para gerenciamento e
manipulacdo de amostras biolégicas criopreservadas em nitrogénio liquido:
Estudo de caso no Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmaniose. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacdo [Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Fundacédo Oswaldo Cruz.

RESUMO

Introducdo: Atualmente a melhor técnica utilizada para garantir a preservacao de
material biolégico é a criopreservacdo, que compreende a estocagem de material a
baixas (em freezer) ou a ultra-baixas temperaturas (em nitrogénio liquido). O
Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmaniose utiliza a técnica de
criopreservacdo em nitrogénio liquido (N2L) e armazena aproximadamente 5.000
estoques de Leishmania spp em criotubos (de 2 mL cada) distribuidos em seis
botijdes criogénicos (containers), totalizando 11.610 posicbes possiveis de
armazenamento. Entretanto, o uso e a manipulacdo constante do NL2 oferecem
alguns riscos (quimicos, biolégicos e ergondmicos). A manutencdo e 0 manuseio
das amostras bioldgicas estocadas ndo sao realizados em um local apropriado, nem
de forma segura, e 0 processo para a localizacdo de amostras € lento. Objetivo:
Desenvolver novos Procedimentos Operacionais Padrao (POP) para gerenciamento
e manipulacdo de amostras bioldgicas criopreservadas em N2L. Materiais e
Métodos: Para cumprir os objetivos foram desenvolvidos trés POPs: 1) Modernizar
a metodologia de envase ou reposi¢cao de N2L nos containers contendo as amostras
biolégicas [cepas de Leishmania]; 2) Desenvolver uma metodologia mais segura de
manipulacdo dos criotubos contendo as amostras criopreservadas em containers de
N2L; e 3) Desenvolver um Banco de Dados informatizado (em uma planilha do
software Microsoft Office Excel 2016) com a localizacdo de todas as amostras
bioldgicas criopreservadas nos containers de N2L. Resultados e Conclusdes: Com
a adocdo destes novos procedimentos para o0 gerenciamento e a manipulacdo de
amostras biologicas, pretende-se tornar a metodologia mais pratica, segura e
econdmica, minimizando o0s riscos quimicos, bioldgicos e ergon6micos para as

pessoas que manipulam o N2L.

Palavras-chave: Nitrogénio liquido, criopreservacdo, procedimento operacional
padrédo, Leishmania.



PAES, LEC New Standard Operating Procedures for management and
maintenance biological samples cryopreserved in liquid nitrogen: a case-study
at the Laboratory of Clinical Research and Surveillance in Leishmaniasis. Rio of
Janeiro, 2017. Thesis [Masters Professional in Clinical Research in Infectious
Diseases| — National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas, Oswaldo Cruz
Foundation.

ABSTRACT

Introduction: Cryopreservation is the best process to guarantee the preservation of
biological material, comprising the storage of these materials at low temperatures (in
freezer) or at ultra-low temperatures (in liquid nitrogen). The Laboratory of Clinical
Research and Surveillance in Leishmaniasis employs cryopreservation in liquid
nitrogen (LN2) as an important process to maintain Leishmania parasites isolate from
different sources. This laboratory maintains approximately 5,000 stocks under LN2,
corresponding to more than 1,000 Leishmania strains. The stocks are distributed in
six containers, counting for 11,610 possible positions of storage. Maintenance and
handling of these stocks are not performed in a safe manner. Furthermore, the
process for stock location is not well organized, resulting in a time-consuming
activity. Objective: To develop Standard Operating Procedures (SOP) for
management and maintenance of biological samples cryopreserved in LN2.
Materials and Methods: Three SOPs were developed: 1) To improve the N2L filling
or replenishment methodology in containers containing biological samples
(Leishmania strains); 2) To develop a safer methodology for handling biological
samples cryopreserved in LN2 containers; and 3) To develop a computerized
database (using Microsoft Office Excel 2016 software worksheet) presenting the
location for all stocks of each biological sample maintained in the LN2 containers.
Results and Conclusions: The adoption of the new procedures develop in this
study, for maintenance and recovery of samples, intends to turn the methodology
more practical, more economical and safer, minimizing the chemical, biological and

ergonomic risks for people handling LN2.

Key words: Liquid nitrogen, cryopreservation, Standard Operating Procedures,
Leishmania.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Os parasitos do género Leishmania (ROSS, 1903) (Protozoa:
Trypanosomatidae) séo protozoarios flagelados, heteroxénicos, que apresentam
duas principais formas distintas: (1) a promastigota (com flagelo livre), presente no
inseto vetor (essa comumente observada em meios de cultura in vitro) (2) a
amastigota (com flagelo rudimentar intracelular), presente nos hospedeiros
vertebrados.

O género Leishmania é taxonomicamente organizado em dois subgéneros:
Leishmania (SAF JANOVA, 1982) que engloba, principalmente, as espécies do
Velho e algumas do Novo Mundo e Viannia (LAINSON & SHAW, 1987), que engloba
espécies encontradas somente no Novo Mundo.

O ciclo evolutivo de Leishmania nos hospedeiros € bem definido (CHANG et
al, 1985). Durante o repasto sanguineo no vertebrado infectado, o flebotomineo
vetor ingere o sangue contendo macréfagos parasitados com amastigotas. Esse
sangue € contido no intestino médio do inseto e, com a ruptura celular, as formas
amastigotas se diferenciam nas formas promastigotas (MARTINS, 2008). A
transmissao dos parasitos ocorre quando as fémeas do vetor infectadas realizam
novo repasto sanguineo inoculando as formas promastigotas infectantes no
hospedeiro (WALTERS, 1993; PIMENTA et al, 2003).

Os mecanismos de reproducdo de Leishmania ndo sdo bem definidos. A
divisdo binaria dos organismos, seja no interior do inseto ou em macréfagos, € o
mecanismo essencial de propagacao de Leishmania na natureza. Além de mutacdes
evolutivas que os parasitos sofrem durante as interacbes com o0s hospedeiros
(LAINSON & SHAW, 1987, TIBAYRENC et al, 1990), outros processos de trocas
entre 0s organismos sao também considerados para explicar a diversidade genética
observada no género Leishmania (CUPOLILLO et al, 1997).

Os reservatoérios das espécies de Leishmania sdo principalmente mamiferos
silvestres pertencentes as ordens Carnivora, Rodentia, Marsupialia, Edentata,

Primata e Artiodactyla. Estes mamiferos participam do ciclo priméario de transmisséo,
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servindo como fonte de infeccdo para flebotomineos e mantendo assim o ciclo
silvestre (LAISON & SHAW, 1998). Contudo, sugere-se que alguns animais
domésticos (por exemplo, cdes e equinos), em determinadas situacdes, sejam
responsaveis pela manutencdo dos ciclos peridoméstico e urbano da Leishmaniose
Tegumentar, no qual as espécies de flebotomineos vetores estariam adaptadas ao
ambiente domiciliar e/ou peridomiciliar (RANGEL et al, 1990, RANGEL, 1995,
BRASIL, 2016).

O Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmaniose
(LaPClinVigiLeish) do Instituto de Infectologia Evandro Chagas (INI) esta localizado
no Pavilhdo Maria Deane e participa da Rede de Laboratorios de Referéncia da
Fiocruz e tem como linhas de pesquisa: 1) Clinica, diagndstico, terapéutica e
epidemiologia das leishmanioses; 2) Manifestagbes otorrinolaringolégicas nas
doencas infecciosas; 3) Biologia molecular aplicada ao diagnéstico e epidemiologia
de infeccbes por parasitos: pesquisa translacional;, 4) Diagndstico das
leishmanioses; 5) Epidemiologia das leishmanioses; 6) Tripanosomatideos —
Vigilancia da ocorréncia em diferentes hospedeiros no Estado do Rio de Janeiro; e
7) Doencas parasitarias — Ecoepidemiologia e tecnologias de controle. O
LaPClinVigiLeish possui atualmente um acervo de aproximadamente 1.000 cepas de
Leishmania, isoladas principalmente de pacientes humanos e caninos, que
encontram-se criopreservadas em N2L (FISPQ, 2004). Como estas cepas Ssao
criopreservadas em mais de um criotubo, o nimero total é de aproximadamente
5.000 estoques de Leishmania spp distribuidos em seis botijées criogénicos (a partir
de agora denominados containers) contendo N2L. Estas cepas foram isoladas a
partir de fragmentos de pele ou mucosa obtidos por bidpsias provenientes do
ambulatorio e do Servigo de Zoonoses do INI e caracterizadas bioquimicamente pela
analise de isoenzimas (Multlocus Enzyme Electrophoresis - MLEE) (MARKET,
MOLLER, 1959), de acordo com um protocolo padronizado (MOMEN et al, 1987,
GRIMALDI et al, 1991; CUPOLILLO, 1994). Todo o material contido neste acervo
tem sido utilizado em projetos de pesquisa que resultaram em publicacoes

cientificas, monografias, dissertacfes de mestrado e teses de doutorado.
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Com o objetivo de garantir a reprodutibilidade e a continuidade de seus
processos de investigacdo biomédica, os cientistas encaram a dificil tarefa de
estabilizar geneticamente as células empregadas em seus estudos (SIMIONE,
1998). A manutencédo por longos periodos de tempo de subculturas seriadas, além
de consumir insumos, aumentando também os custos, também consome mais
tempo de manipulacdo, elevando dessa forma as chances de contaminacdes, além
da possibilidade de selecdo de células com caracteristicas genéticas diferentes da
populacdo de células originalmente selecionadas ou mesmo inducdo de mutactes
pontuais que podem gerar mudancas fenotipicas. No entanto, as populacdes de
células podem ser estabilizadas, quando expostas a temperaturas criogénicas,
técnica conhecida como criopreservacdo. Avancos cientificos tém levado ao
desenvolvimento de métodos que permitem manter viaveis, em baixas temperaturas,
diferentes tipos celulares. Muitas técnicas de criopreservacdo vém sendo utilizadas
para a preservacdo de microrganismos, células teciduais isoladas, pequenos
organismos multicelulares e alguns organismos mais complexos, como por exemplo,
embrides (AGUIAR et al, 2012).

A técnica de criopreservacao compreende a estocagem de material a baixas
temperaturas (-20 °C a -80 °C) obtidas em freezer mecanico e a ultra-baixas
temperaturas obtidas nas fases: de vapor (-150°C) ou na fase liquida (-196°C) do
nitrogénio liquido. Os sistemas que utilizam o N2L permitem o armazenamento a
temperaturas constantes, enquanto os que utilizam o freezer mecanico estédo
sujeitos a variacdes de temperatura capazes de comprometer a qualidade das
amostras estocadas (SU et al, 1996; WOLFE & BRYANT, 2001; PAOLI, 2005;
AGUIAR et al, 2012).

O maior objetivo dessa técnica € minimizar o dano aos materiais biologicos,
incluindo tecidos, células (animais e vegetais), protozoarios, bactérias, fungos e
virus, reduzindo a taxa metabdlica, durante o processo de congelamento e
estocagem a frio. A técnica de criopreservacdo é o método de escolha em muitos
bancos de microrganismos, pois oferece uma continua fonte de células vivas
geneticamente estaveis para uma variedade de fins, incluindo pesquisas e
processos biomédicos (BROCKBANK et al, 2007).
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O processo de criopreservacao de células e tecidos, seja para a pesquisa,
uso terapéutico ou para fins de reproducado assistida, apresenta varios riscos. Desde
a coleta de amostras, do processamento de congelamento até a crioestocagem, o
potencial para incidentes indesejaveis pode ameacar o resultado de um projeto de
pesquisa ou a existéncia e a credibilidade de um servigo clinico. Por exemplo,
clinicas de reproducéo assistida, bancos de esperma, banco de células e tecidos,
etc., estdo incorporados ao setor de saude privado e dependem diretamente do
sucesso de seus servicos e resultados para a manter sua reputacdo, suas
referéncias e seus contratos financeiros. Este sucesso esta ligado diretamente a sua
capacidade de manter baixa as taxas de incidentes, pois incidentes adversos,
principalmente os que caiam em dominio publico, poderdo ter sérias consequéncias

para o seu negdcio como um todo.

Os riscos ou a probabilidade de um evento adverso podem ser classificados
nas seguintes categorias: INEVITAVEIS — s80 os eventos espontaneos que podem
ser naturais ou provocados pelo ser humano, tais como: terremoto, fogo,
inundacdes, terrorismo, etc., e que podem ocorrer a qualquer momento,
independente da medida de controle adotada; NAO CONFORMIDADE COM AS
NORMAS — as normas tém padrOes estabelecidos pelos orgaos reguladores ou
profissionais e que podem ser incorporados em um cédigo de pratica de forma
obrigatéria ou voluntaria. Especialmente para os servicos clicnicos, 0 nao
cumprimento destes padrbes, podem ameacar e até culminar com a perda de seu
licenciamento; e os EVITAVEIS — sdo aqueles associados com a nossa pratica
cotidiana e que podem ser descobertos através de inspecdo, observacdo e da
préopria experiéncia de erros cometidos no passado (TOMLINSON, 2008).

A fim de se prevenir contra estes incidentes, utiliza-se o gerenciamento de
risco que é o método sistematico para antecipar ou prever a adversidade e
representa um meétodo mais racional e satisfatorio para evitar um incidente
desagradavel. Este método deve se concentrar em minimizar perdas e pode ser
facilitado, se o processo for organizado em partes mais gerenciaveis, incidindo sobre
as areas-chave de uma potencial perda. Na prestacdo de servico em clinicas de

criopreservacdo, estas incluem: lesdo pessoal, perda de material armazenado,
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danos ao material armazenado e erro de identificacdo do material armazenado, além
da transmissdo de infeccbes. Todos estes itens terdo um impacto sobre as
estruturas do servigco ou negdcio, tais como, a garantia de qualidade, financas e a

conformidade com as regulamentacgtes (TOMLINSON, 2005).

7

O gés nitrogénio ou azoto (como € mais conhecido em alguns paises da
europa), segundo sua classificacdo no Grupo de Risco dos Gases, pertence ao
Grupo |, o de gases nao-inflamaveis, nao-corrosivos e nao toxicos (CARVALHO,
2013). E também um gas incolor, inodoro, insipido, ndo reativo e ndo poluente que,
guando comprimido a altas pressdes, pode atuar como asfixiante por deslocamento
do ar ambiente. Devido ao fato de ser inodoro, ndo é possivel detectar através do
olfato, se houve ou ndo vazamento de N2. E também considerado um géas inerte,
pois sua combinacdo com outras substancias sé ocorre sob condi¢cdes especiais. O
N2 é um gés ligeiramente mais leve que o ar e € o maior constituinte da atmosfera
terrestre com cerca de 78%. Apesar do Nz ndo ser toxico, o anexo 11 da Norma
Regulamentadora n° 15), considera o produto como asfixiante simples e ndo impde
limites de exposicdo, desde que no ambiente de trabalho, seja garantida a
concentracdo minima de oxigénio (O2) de 18% em volume (NR 15, 2015).
Entretanto, como essa concentracdo € muito proxima ao limite, permanecer em
ambientes com atmosferas inferiores a 20% n&o €& recomendado. Caso a
concentracdo de O:2 fiqgue abaixo deste nivel, o risco de asfixia por deficiéncia de O2
(anoxia) € grave e eminente. Grandes vazamentos de N2 em determinados
ambientes podem produzir atmosferas deficientes em O2 que resultardo em asfixia
se forem respiradas. Entende-se como espaco confinado (item 33.1.2 da Norma
Regulamentadora n® 33) qualquer area ou ambiente ndo projetado para ocupacéo
humana continua, que possua meios limitados de entrada e saida, cuja ventilagdo
seja insuficiente para remover contaminantes ou onde possa existir a deficiéncia no
enriguecimento de oxigénio (NR 33, 2015). Para executar servicos em espacos
confinados, sao necessarios equipamentos de protecdo individual (EPIS)

especificos, além de pessoal qualificado e treinado.

Em caso de asfixia os principais sintomas sdo: nauseas, vomitos, respiracao

rapida e ofegante, fadiga, presséo na testa e nos olhos, podendo ainda surgir perda
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de consciéncia e morte. Diferentes graus de asfixia podem ocorrer quando a
atmosfera contém menos de 20,9% de oxigénio em volume, a saber: Concentracao
de O2 entre 20 e 14 % - Diminuicdo do desempenho fisico e intelectual sem a
percepcao do individuo. Entre 14 e 10 % - Dificuldade de julgamento; irritabilidade;
cansaco; e lesdes graves podem nédo causar dor. Entre 10 e 6 % - Podem aparecer
nauseas e vomitos;, perda da capacidade de se movimentar vigorosamente;
incapacidade de andar, de ficar em pé ou rastejar. Geralmente quando a situacao
chega nesse ponto, o fim estd proximo e a pessoa pode perceber que esti
morrendo, mas ndo consegue reagir. A reanimacdo € possivel se for realizada
imediatamente. Finalmente, quando a concentracdo de Oz chega entre 6 e 0% - O
desmaio é quase imediato e acontece a morte indolor. Nesse momento, mesmo que
aconteca o resgate, a probabilidade de danos cerebrais é quase certa (Liquid

Nitrogen - Code of practice for handling, 2007).

O N2 gasoso é distribuido em cilindros de aco a uma presséo de 150 a 200
bar, sendo bar uma unidade de pressdo que equivale a 1 kg/cm? ou a 14,5 psi
(pound square inch ou libra por polegada quadrada). Em sua forma liquida, é
distribuido em tanques criogénicos a uma temperatura de -196 °C (GAMA GASES,
2007). Algumas companhias que comercializam o N2L no Brasil, tais como White
Martins, Gama Gases e Linde Gases, também se referem a ele como nitrogénio
liquido refrigerado ou nitrogénio liquido altamente refrigerado e recomendam o
cumprimento das normas e regulamentagdes (nacionais e internacionais) para fins
de transporte, sejam eles terrestre (ferroviario ou rodoviario), maritimo (maritimo,
fluvial ou lacustre) ou aéreo. Para o transporte terrestre, devem ser seguidas as
recomendacdes da Agéncia Nacional de Transporte Terrestre (ANTT, 2004), o
Decreto n° 96044 de 1988 (Regulamento para o transporte rodoviario de produtos
perigosos) e a Resolugdo n° 420 (ANTT, 2004) (que aprova as instrucoes
complementares ao regulamento para o transporte rodoviario de produtos
perigosos). Para o transporte maritimo, devem ser seguidas as recomendacdes da
Agéncia Nacional de Transporte Aquaviario (Antaq), da International Maritime
Dangerous Goods (IMDG) e da Norma-5 da Diretoria de Portos e Costas do

Ministério da Marinha (DPC). E para o transporte aéreo, devem ser seguidas as
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recomendacdes da International Civil Aviation Organization — Technical Instructions
(Icao-TI); da International Air Transport Association — Dangerous Goods Regulations
(lata-DGR); e da Agéncia Nacional de Aviacédo Civil (Anac); além da Resolucdo n°
129 de 08 de dezembro de 2009, o Regulamento Brasileiro da Aviagéao Civil para o
Transporte de Artigos Perigosos em Aeronaves Civis (RBAC) n° 175 e a Instrugao
Suplementar (IS) n® 175-001.

O N2 pode ser produzido na sua forma liquida, em escala industrial, através
do método de destilacdo fracionada. Sua principal caracteristica € a capacidade de
manter a temperatura muito abaixo do ponto de congelamento da agua (-196 °C),
tornando-se Util em diversas aplicacdes, tais como: criogenia ou criopreservacao de
materiais biologicos tais como sangue, células reprodutivas (esperma e 6vulos),
medula 6ssea, 6rgdos para transplante, entre outros; congelamento e transporte de
produtos alimenticios; crioterapia para remocéo de lesdes de pele; refrigeracdo de
supercondutores de altas-temperaturas, possibilitando uma temperatura suficiente a
supercondutividade; retirar aparas e rebarbas de material plastico e de borracha,
assim facilitando o seu trituramento nas industrias (OXIGENIO BRASIL, 2015).

Os maiores riscos associados ao N2L sao: queimaduras de frio, asfixia e
explosédo. Queimadura de frio, pois como sua temperatura é de -196 °C ocorre o
efeito frostbite (rapido congelamento devido ao frio extremo) e dependendo do
tempo de exposicdo, pode provocar lesbes muito graves e gangrena. Asfixia, pois
em grandes concentracdes desloca o ar do ambiente diminuindo a concentracao de
O2, principalmente em locais fechados. E de exploséo, pois, apesar do N2L néo ser
inflamavel, quando levado a temperatura ambiente, a taxa de expanséo € de 1:694
ou seja, ele se expande quase 700 vezes o volume original. Isso geralmente ocorre
guando as ampolas ou criotubos sdo submersos em N2L. Como existe uma
diferenca de pressao entre o exterior e o interior da ampola, se esta ndo estiver
perfeitamente vedada, havera a entrada de N2L, o qual causara a explosdo da
ampola no momento do descongelamento, podendo contaminar ou ferir a pessoa
gue estiver manipulando (ISHAK, 1989; WHITE MARTINS, 2015). De acordo com o
subitem 17.2.1.1. da Norma Regulamentadora n°® 17 (NR 17, 2017) que trata do
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transporte individual de cargas, dependendo da forma como os containers de N2L
serdo manipulados, ainda podera existir o risco ergonémico.

Apesar de pouco divulgados, existem relatos (na literatura e na Internet) de
acidentes, inclusive com Obitos, causados por N2L. A maioria dos acidentes
ocorridos com o N2L séo devidos a queimadura de frio, porém s6 0s casos mais
graves sdo devidamente relatados, como o0s dois casos que ocorreram,
respectivamente, em 1977 (ROBLIN et al, 1977) e em 1989 (LEU & CLODIUS, 1989)
com severas queimaduras nos membros inferiores que culminaram em amputagéo.
Devido ao recente modismo de utilizar o N2L em comidas e bebidas, também
ocorreram dois casos inusitados em 2010 (WALSH et al, 2010) e em 2012
(POLLARD et al, 2013) quando pessoas que ingeriram bebidas alcoolicas
misturadas ao N2L tiveram queimaduras gravissimas no estbmago, inclusive com a
perda e retirada do 6érgdo no ultimo caso. JA4 os acidentes fatais, foram todos
relacionados a asfixia. Segundo o Boletim n° 2003-10-B de junho de 2003 do
Conselho de Seguranca Quimica dos Estados Unidos (U.S. Chemical Safety Board -
CSB), um estudo realizado nos Estados Unidos da América (EUA) durante o periodo
de 1992 a 2002 relatou 85 incidentes com N2L dos quais 80 foram fatais e
provocados por asfixia. Dentre os casos fatais ocorridos por asfixia, os mais
divulgados foram os que ocorreram em 2005 na refinaria de Valero, no estado de
Delaware, nos EUA (CSB, 2006); em 2013 com um motorista de caminhdo na
Russia (RACZKOWSKA & SAMOJLOWICZ, 2013); e em 2015 na fabrica da LG na
cidade de Paju a 40 Km de Seul, na Coreia do Sul (OLHAR DIGITAL, 2016). Por
muito pouco, néo fez parte desta estatistica um acidente ocorrido em 2013 na cidade
de Leon, no México, no qual os organizadores de uma agéncia publicitéria,
realizavam a filmagem de um comercial para televisdo de uma bebida alcodlica (que
€ comumente misturada ao N2L em festas e baladas) e na tentativa de criarem um
efeito especial simulando uma névoa similar ao drink, despejaram em uma piscina
vérios litros de N2L quase levando a 6bito oito atores que participavam da filmagem
(GALILEU, 20186).
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2. JUSTIFICATIVA

O LaPClinVigiLeish possui um acervo de aproximadamente 1.000 cepas de
Leishmania criopreservadas em N2L. Como cada cepa € criopreservada em mais de
um criotubo, existem aproximadamente 5.000 estoques armazenados e distribuidos
em um total de seis containers (“A”, “B” ,“C”, “D”, “E” e “F”) contendo N2L e
totalizando 11.610 posicdes possiveis de armazenamento.

Os containers do LaPClinVigiLeish possuem tamanhos, volumes e
capacidades de armazenamento diferentes, conforme descritos na Tabela 1.
Entretanto, apesar destas diferencas, todos possuem uma estrutura basica
semelhante a de uma garrafa térmica (Figura 1) e também possuem 0S mesmos
acessorios, tais como: canister ou rack (peca metalica na forma de uma caneca ou
estante) onde se encaixam as crioboxes (caixas plasticas com 25 ou 100 espacos)
ou cryoclips (hastes metalicas com 5 espacos) e onde se armazenam 0s criotubos

(tubos plasticos resistentes ao nitrogénio liquido e onde se armazenam as cepas de

Leishmania criopreservadas), (Figuras 2 e 3).

Figua 1 — Estrutura interna de um container

Sistema de
b _isolamonlo
multicamadas
a vacuo

Canister ——

Fonte: SILVA, MATA, DUARTE, 2015 (http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
69162015000200313)
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http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-69162015000200313
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-69162015000200313

Figura 2 — Acessérios do container que usa canister tipo rack

A B

Legenda: A) canister tipo rack; B) — criobox; e C) alguns modelos de criotubos
Fonte: Fig. A — Forlab http://www.forlabdist.com.br/produto/botijao-criogenico-para-armazenagem-em-
caixasracks-container-de-nitrogenio-liguido-%E2%80%93-sempercrio; Fig. B — Experimentalis suprimentos para
laboratérios http://www.experimentalis.com.br/material-pl%C3%A1lstico-para-laborat%C3%B3rio.php; e Fig. C —
Sigma-Aldrich http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cls2028?lang=pt&region=BR

Figura 3 — Acessorios do container que usa canister tipo caneca

A B

Legenda: A) canister tipo caneca; e B) cryoclip com alguns criotubos
Fonte: Fig. A — Ruralban http://www.ruralban.com/inseminacao-artificial-e-t-e/botijoes-criogenicos/botijao-
cryofarm-yds-3; e Fig. B — Cole-Parmer Instrument Company, LLC (US) https://www.coleparmer.com/c/cryogenic-
accessories
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http://www.forlabdist.com.br/produto/botijao-criogenico-para-armazenagem-em-caixasracks-container-de-nitrogenio-liquido-%E2%80%93-sempercrio
http://www.forlabdist.com.br/produto/botijao-criogenico-para-armazenagem-em-caixasracks-container-de-nitrogenio-liquido-%E2%80%93-sempercrio
http://www.experimentalis.com.br/material-pl%C3%A1stico-para-laborat%C3%B3rio.php
http://www.ruralban.com/inseminacao-artificial-e-t-e/botijoes-criogenicos/botijao-cryofarm-yds-3
http://www.ruralban.com/inseminacao-artificial-e-t-e/botijoes-criogenicos/botijao-cryofarm-yds-3

Tabela A — Especificacdes dos containers do Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses

Container Volume (L) Taxa de Quantidade de Quantidade de Quantidade de Capacidade
evaporacao de Canisters Criobox/Cryoclip  Criotubos p/Criobox total de
nitrogénio p/dia ou Cryoclip criotubos

A 35 O(,L2)7 5 25 625
B 35 0,27 5 25 625
C 35 0,27 6 27 5 810
D 165 0,85 6 8 100 4.800
E 121 0,99 4 10 100 4.000
F 35 0,27 6 5 25 750
Total de espacos para armazenamento  em todos 0s containers 11.610

Fonte: Dados do autor e dos Fabricantes (Wharton Taylor, Thermo Scientific e MVE)

A posicao correta de armazenamento de cada criotubo (com o nome do
container, nUmero do canister, nimero da criobox ou cryoclip, posi¢do da cepa [nho
interior da criobox ou do cryoclip], lote, data e o responsavel pela criopreservacao), é
registrada em planilhas feitas em papel. Para retirar ou incluir um determinado
criotubo contendo uma cepa de Leishmania nestes containers, deve-se recorrer a
estas planilhas para localizar o criotubo a ser retirado ou o espaco vazio disponivel
para armazenagem de um novo. Tal processo € vagaroso e sujeito a erros de
interpretacdo, devido as diferentes formas de grafia, além de outros problemas na
rotulagem dos criotubos.

No momento em que algum criotubo for manipulado (Apéndice B), para a
retirada ou inclusdo no container, é necessario primeiramente a retirada do canister
para se ter acesso a criobox ou ao cryoclip onde esta o criotubo ou 0 espago vazio,
que no caso dos containers maiores (“‘D” e “E”) sdo mais pesados e quase
impossiveis de serem erguidos por pessoas de pequena estatura e/ou porte fisico. E
sempre recomendado que se utilize corretamente os Equipamentos de Protecdo
Individual (EPIs), além dos cuidados necessarios para se evitar 0S riscos ja
mencionados de queimaduras, asfixia e explosdo. Adicionalmente, deve-se tomar as

medidas necessarias para que nao ocorram problemas, tais como: descongelamento
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desnecessario da cepa de Leishmania devido a um tempo muito longo de manuseio;
contaminacdo da cepa e problemas de identificacdo como rotulagem errada,
trocada, ilegivel, apagada ou que se solte com facilidade, ja que isso implicaria na
perda do material (Qque em alguns casos é insubstituivel), além de perdas de tempo
e financeira.

Devido a evaporacdo constante do N2L, os containers necessitam ser
reabastecidos periodicamente para manter o0s niveis de N2L uniformes. No
LaPClinVigiLeish e em todos os outros laboratérios do INI, o envase ou a reposicao
dos containers com N2L é realizado semanalmente. O reabastecimento dos
containers contendo os estoques de Leishmania spp é realizado manualmente por
um ou dois individuos do Servico de Infraestrutura (Seinfra) no corredor do Pavilhédo
Maria Deane. Assim que 0s containers (préprios para o transporte e a transferéncia
de N2L) chegam cheios de N2L, os funcionarios do Seinfra necessitam levantar o
container para verter o seu contetudo para o interior do container que precisa ser
reabastecido. Por ndo haver um local adequado para a estocagem dos containers de
N2L, nem uma base com rodizios para faciltar a sua locomocédo, tanto o
reabastecimento, quanto o procedimento de manipulagcéo para a retirada ou incluséao
de criotubos contendo amostras biolégicas nos containers do LaPClinVigiLeish séo
realizados no corredor (onde a temperatura é sempre mais elevada que no interior
do laboratério), colocando em risco ndo s6 as pessoas que estdo realizando o
procedimento de envase, como outras que estiverem passando pelo local (Figuras 4,
5, 6, 7, 8 e 9). No momento em que o N2L é vertido manualmente para completar o
nivel dos containers, ele evapora muito rapidamente, condensando o vapor d’agua
presente no ar ambiente e formando uma espessa neblina. Além de enfumacar o
corredor, a neblina impede a visualizagdo do bocal do container que esta sendo
abastecido, resultando com que o operador ultrapasse o0 nivel maximo de
capacidade do container, com 0 consequente transbordamento e derramamamento
de N2L no ch&o. Outro risco é a possibilidade de explosédo de algum criotubo quando
retirado do N2L e exposto a temperatura ambiente devido a rapida expanséo do Nz,
pois se o criotubo nao estiver perfeitamente selado, provavelmente haverd N2L em

seu interior que ao se expandir em gas N2 a uma razdo de quase 700 vezes, O
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criotubo nao resistira a pressao e se rompera em varios pedacos. Outro risco pode
ser o de asfixia, se 0 ambiente do corredor néo estiver suficientemente ventilado. E
importante lembrar que se o operador ndo estiver usando os EPIs adequados e se
outras pessoas ndo aguardarem o término do procedimento para transitar no
corredor, podem acabar se acidentando. Vale ressaltar que este procedimento é
realizado da mesma forma em todos os outros laboratorios do INI que utilizam N2L e
gue também necessitam fazer a sua reposicdo semanal. Além dos riscos de
gueimadura pelo frio, asfixia e explosdo ja descritos, a repeticdo frequente do
procedimento acarreta um risco ergondmico para os funcionarios do Seinfra que

realizam esta tarefa.

Figura 4 — Containers no corredor e sem Figura 5 - A reposicéo do nitrogénio
bases com rodizios liquido sendo feita de forma manual

J

Fonte: Foto do autor Fonte: Foto do autor
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Figura 6 - A reposicdo do nitrogénio Figura 7 - A retirada de um canister tipo
liquido sendo feita de forma manual rack sendo realizada no préprio corredor

’

Fonte: Foto do autor Fonte: Foto do autor

Figura 8 — Recolocac¢do da tampa e o
excesso de nitrogénio liquido sendo
derramado no chao

Figura 9 — Desperdicio de Nitrogénio
liquido no ch&o do corredor

T

Fonte: Foto do autor Fonte: Foto do autor
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Espera-se que a implantagcdo de novos procedimentos operacionais padréo
para O envase ou reposicdo de nitrogénio liquido nos containers, para o
gerenciamento e a manipulacdo de amostras criopreservadas em N2L impliguem no
aumento do nivel de biosseguranca para os operadores envolvidos, na diminuigdo
dos riscos (ergondmicos, quimicos e biolégicos) inerentes ao manuseio de N2L e na
diminuicdo do tempo de localizacédo dos criotubos contendo as amostras biolégicas
(cepas de Leishmania spp) para inclusédo ou retirada dos containers. Espera-se
também a reducao no consumo de N2L, uma vez que a possibilidade de desperdicio
de N2L por extravasamento sé ocorrera se o operador nao estiver seguindo o POP

adequadamente (Apéndice A).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver novos procedimentos operacionais padrao para envase Ou reposicao

de N2L, manipulacéo e controle de amostras biologicas criopreservados em N2L

Objetivos Especificos

1 - Desenvolver uma metodologia segura de manipulacdo dos criotubos contendo
amostras biolégicas criopreservadas em containers de N2L

2 - Elaborar um POP descrevendo a sistematica para inclusdo e retirada dos

criotubos contendo amostras biologicas dos containers de N2L

3 - Modernizar a metodologia de envase ou reposicdo de N2L nos containers

contendo as amostras bioldgicas

4 - Elaborar um POP descrevendo a sistematica para o envase ou reposi¢cao de N2L
5 - Desenvolver um Banco de Dados informatizado (em uma planilha do software
Microsoft Office Excel 2016) com a localizacdo de todos os criotubos contendo as
amostras biologicas criopreservadas nos containers de N2L

6 - Elaborar um POP descrevendo como utilizar o Banco de Dados informatizado

para localizar criotubos contendo amostras bioldgicas para a retirada ou um espaco

vazio para inclusédo de um novo criotubo
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4. METODOLOGIA

4.1. Desenho do Estudo

Durante o periodo de julho de 2015 a margo de 2017 foram desenvolvidos
novos Procedimentos Operacionais Padrdo para o envase ou reposicao de N2L, o

gerenciamento e a manipulacdo de amostras biolégicas criopreservadas em N2L.

4.2 Desenvolvimento de metodologia segura para manipulacdo de amostras
bioldgicas criopreservadas em N2L

Para alcancar o objetivo de desenvolver uma metodologia segura de
manipulagdo das amostras bioldgicas criopreservadas em containers de N2L, foram
realizadas diversas etapas, a saber: Montagem e adequacéo da Sala de Criogenia
para o envase ou reposi¢ao de N2L e manipulacéo dos criotubos contendo amostras
biol6gicas; Confeccdo e instalacdo de bases com rodizios nos containers;
Confeccao e instalacdo do guincho articulado; e Uso correto de Equipamentos de
Protecao Individual.

4.2.1 Montagem e adequacéo da Sala de Criogenia para 0 envase ou reposi¢cao
de N2L e manipulacédo dos criotubos contendo amostras biolégicas

A fim de minimizar os riscos que podem ocorrer, tanto com as pessoas
envolvidas nos procedimentos de envase ou reposicdo do N2L ou com a
manipulacdo das amostras biolégicas, quanto para aquelas que simplesmente
estiverem transitando pelo corredor e préximas aos containers no momento em que
algum destes procedimentos estiverem sendo efetuados, foi adequada uma
pequena sala (de aproximadamente 2,25 m? e 6,75 m®) que nos foi cedida pela

Coordenacédo de Atividades Diagnosticas da Vice Direcdo de Servicos Clinicos do
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INI no Pavilhdo Maria Deane, a fim de que os containers do LapClinVigiLeish fossem
retirados do corredor e todos os procedimentos ligados ao uso de N2L (envase,
reposicao e manipulacao) fossem realizados em seu interior de forma mais segura.
Nesta sala, que passou a ser denominada de Sala de Criogenia, foram instalados:
uma bancada, um aparelho de ar condicionado, um exaustor, um guincho metélico
articulado e um detector de oxigénio (oximetro) (Figura 10).

Todos os containers utilizados para a estocagem de material biolégico em
N2L produzidos atualmente e encontrados no mercado séo projetados para manter a
sua temperatura interna estavel por varios dias ou semanas (utilizando o mesmo
principio de uma garrafa térmica), variando apenas o percentual de evaporacédo de
acordo com o tamanho e a capacidade dos modelos existentes. Entretanto, de
acordo com a temperatura externa e a quantidade de vezes que estes containers
sdo abertos, a evaporacdo do N2L pode aumentar. Logo, a estocagem dos
containers em uma sala com ventilacdo e refrigeracdo adequadas, faz com que a
evaporacao do N2L diminua em relacdo a outros containers que néo estiverem
estocados nas mesmas condi¢des. Sendo assim, a instalagdo do ar condicionado e
a consequentemente diminuicdo da temperatura no interior da sala, que tem ficado
em torno dos 20°C (+ ou - 2°C), teve como objetivo reduzir a evaporacdo do N2L e o
consequente risco de que algum criotubo exploda no momento de sua retirada.

A instalagdo do exaustor teve como objetivo eliminar o excesso de Nz e
manter o nivel de Oz ambiente dentro dos parametros de seguranca recomendados.
Foi instalado também um detector de nivel de concentracdo de oxigénio (oximetro),
com o objetivo de monitorar constantemente a concentracdo de Oz no interior da
sala. O oximetro € ligado juntamente com o exaustor toda vez que ha manipulacédo
dos containers nesta sala. Com a utilizacdo do oximetro, os alarmes visual e sonoro
séo acionados toda vez que a concentragdo de O: atinge niveis inferiores a 19,5 %.
Como o espaco fisico da Sala de Criogenia € reduzido, ndo é possivel que o
procedimento de envase ou reposi¢cao de N2L seja realizado de maneira segura em
seu interior com a porta da sala totalmente fechada, pois durante esse
procedimento, ha um aumento da evaporacdo de N2 e consequentemente uma

diminuig&o na concentracdo de O2.Ja o procedimento de manipulagdo das amostras
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biolégicas pode ser realizado na Sala de Criogenia com a porta da sala fechada,
tendo em vista que os niveis de concentragdo de Oz costumam se manter dentro dos

padrdes de seguranca aceitaveis.

Figura 10 — Preparo da Sala de Criogenia com a instalacdo dos equipamentos

Legenda: A) ar condicionado; B) exaustor; C) guincho metético; e D) detector de oxigénio
Fonte: Fotos do autor

4.2.2 Confeccéo e instalacdo de bases com rodizios nos containers

Todo o material (vara de Metalon e rodizios) necessario para a confeccao das
bases com rodizios foi adquirido pelo autor dessa dissertacdo e entregue ao Servico
de Serralheria da Diretoria de Administracdo do Campus (Dirac). Apos a confeccao
(Figura 11), as bases com rodizios foram instaladas na parte inferior de todos os
containers, a fim de facilitar os seus deslocamentos e permitindo que 0os mesmos,
fossem retirados do corredor e armazenados no interior da Sala de Criogenia, que

sera apresentada no topico “Resultados e Discussao”.
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Figura 11— Confec¢éo das bases Figura 12— Guincho metalico
com rodizios

Fonte: Foto do autor Fonte: Foto do autor

4.2.3 Confeccdao e instalagéo do guincho articulado

Todo o material (tubo de metal, roldana e corda) necessario para a confeccéo
do guincho foi adquirido pelo autor do presente estudo e uma parte dele (o tubo de
metal) foi entregue ao Servico de Serralheria da Dirac. Apds a confeccdo (Figura
12), o guincho foi fixado na parede da Sala de Criogenia onde foi adicionada uma
corda e uma roldana com o intuito de facilitar e permitir que pessoas de pequena
estatura e/ou porte fisico, possam realizar sozinhas o icamento dos canisters (racks)
pertencentes aos containers maiores e mais pesados.Tendo em vista de que ao se
retirar um canister do container e a fim de se evitar que o N2L caia pelo chao e
possa provocar algum acidente, além do desperdicio, o responsavel pelo
procedimento, deve aguardar alguns segundos (segurando o canister no alto) até
que todo o N2L residual escoe de dentro das caixas (crioboxes) para o interior do

container.
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4.2.4 Uso correto de Equipamentos de Protecé&o Individual

Com o objetivo de atender as normas de biossegurancga, foi recomendado aos
profissionais envolvidos tanto no procedimento de envase ou reposicdo do N2L
guanto na manipulacdo das amostras bioldgicas criopreservadas nos containers de
N2L o uso correto de EPIs, como jalecos de mangas compridas, calcas compridas,
sapatos fechados, luvas criogénicas (luvas confeccionadas em Nylon Cordura e
100% a prova d’agua na parte externa, com trés camadas de materiais isolantes na
parte interna, concebidas para fornecer um alto nivel de protecdo as maos e bracos,
contra temperaturas extremamente frias) e protetores faciais (Figura 13) (FISPQ,
2004). No caso do pessoal envolvido no procedimento de envase ou reposicéo do
N2L, também foi sugerido o uso de aventais criogénicos (do mesmo tipo de material

que é constituido a luva criogénica).

Figura 13 — Equipamentos de Protecédo Individual recomendados para 0 uso com nitrogénio
liquido

A

a i X

F

Legenda: A) jaleco de manga comprida; B) calca comprida; C) sapato fechado; D) luva criogénica;
E) protetor facial e F) avental criogénico

Fonte: Fig. A — Dalmoro Equipamentos de Protecéo, http://www.dalmoro.com.br/produtos/344-
jaleco-manga-longa-branco, Fig. B — Meu bebé e eu, enxoval para bebés,
http://www.meubebeeeu.com.br/colio-shop/, Fig. C — Oxigénio Mogi,
https://oxigeniomogi.websiteseguro.com/grupo_sub/sapato-sequran%C3%A7a/515/11, Fig. D -
Shanghai Makoni Enterprise Co. Ltd., https://www.alibaba.com/showroom/liquid-nitrogen-
glove.html, Fig. E — Palacio das Ferramentas e Parafusos LTDA,
https://www.palaciodasferramentas.com., e Fig. F — Ciencor Distribuidor Oficial Axygen no Brasil,
http://www.ciencor.com.br/catalogo/paginas/luvasdeprote%C3%A7%C3%A30cryo.htm.
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4.3 Desenvolvimento de metodologia para o envase ou reposicao de N2L

Para alcancar o objetivo de desenvolver uma metodologia para o envase ou
reposicdo de N2L nos containers onde estdo as amostras bioldgicas
criopreservadas, foram realizadas as seguintes etapas: Montagem e instalacdo da
nova metodologia para envase ou reposicdo de N2L nos containers onde estéo
criopreservadas as amostras bioldgicas.

4.3.1 Montagem e instalacdo da nova metodologia para envase ou reposicao
de N2L nos containers onde estao criopreservadas as amostras bioldgicas

Apés a adequacdo da Sala de Criogenia, foi realizada a montagem e a
instalacéo do sistema de envase ou reposi¢cdo de N2L em seu interior. Este sistema
permite a transferéncia de liquidos (no caso o N2L) entre containers e consiste
basicamente em um aspersor e um compressor de ar interligados por mangueiras de
borracha e aco inox, conforme discriminado a seguir (Figuras 14 e 15). O aspersor, é
uma peca de ago inox em cuja parte superior esta localizado um manémetro, a
valvula de entrada de ar (ligada na saida de ar de um compressor/aspirador ou
bomba de vacuo por uma mangueira de borracha de % de polegada) e a valvula de
saida do N2L (conectada a uma mangueira flexivel de aco inox de % de polegada).
Na parte inferior do aspersor existem dois tubos (um mais estreito e comprido por
onde o N2L é expelido e outro mais largo e curto que envolve o primeiro tubo e por
onde entra o ar que é insuflado). Neste tubo mais largo € encaixada uma rolha de
borracha com o0 mesmo diametro da boca do container de transporte de N2L. Este
sistema quando em funcionamento, faz com que o ar proveniente do compressor
seja introduzido no interior do container de transporte, que devido a pressao gerada,
obriga o N2L a sair pela outra extremidade onde esta localizada a mangueira de ago
inox, transferindo dessa forma o N2L para os containers de estocagem de amostras
de Leishmania até que os seus niveis estejam completados.

E importante lembrar que apesar deste sistema de envase ou reposicdo de
N2L funcionar através da pressdo do ar obtida pelo compressor, ndo existe

possibilidade de explosdo gerada por uma pressao excessiva no interior do
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container, pois mesmo que se esqueca o compressor ligado com alguma das
valvulas do aspersor fechadas (gerando esse tipo de pressao), tanto a conexao da
mangueira de borracha, quanto a rolha que é encaixada na boca do container de
transferéncia serdo rapidamente expelidas, ja& que ndo possuem nenhum tipo de

fixacdo permanente como presilhas, abracadeiras ou engates.

Figura 14 — Esquema basico de um
Aspersor utilizado na transferéncia de
nitrogénio liquido

Figura 15 — Comppressor / Aspirador
de ar

Fonte: Foto do autor

Legenda: A) Vélvula de entrada de ar, B)
Vélvula de saida do nitrogénio liquido, C)
Mandmetro, D) Rolha de borracha, E) Tubo
por onde o ar € insuflado no container, e F)
Tubo por onde o nitrogénio liquido e
expelido do container

Fonte: Foto do autor
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De acordo com o modelo basico para confeccdo de POPs utilizado pelo
LaPClinVigiLeish, foi elaborado um POP (POP VL 022) com todas as informacdes
necessarias para a operacao do sistema de envase ou reposi¢do do N2L (Apéndice
A).

4.4. Desenvolver um Banco de Dados informatizado (em uma planilha do
software Microsoft Office Excel 2016) com a localizagc&o de todos os criotubos
contendo as amostras bioldgicas criopreservadas nos containers de N2L

Para atender ao objetivo de desenvolver um banco de dados informatizado
com a localizacdo de todas as amostras bioldgicas criopreservadas nos containers
de N2L foi elaborado um banco de dados usando Planilha do Software da Microsoft
Office Excel 2016.

4.4.1. Elaboracéao e Criagao de um Banco de Dados Informatizado

Foi criado um Banco de Dados Informatizado (em Planilha do Software da
Microsoft Office Excel 2016 — Licenca n°® PJ6N8-K2F4M-T284Q-BRH3F-DJ2WT)
para o rapido acesso as informacdes sobre a localizacédo exata de todos os criotubos
contendo cepas de Leishmania spp estocadas em todos o0s seis containers do
LaPClinVigiLeish (containers “A”, “B”, “C”, “D”, “E” e “F”), contendo: o niamero do
registro, a descricdo da amostra, o nome do container, o numero do canister ou do
rack, o nimero da criobox ou do cryoclip, a posicdo do criotubo, o responsavel, a
data e o lote, totalizando 11.610 posi¢cdes possiveis para retirada ou de espacos
vazios para a inclusdo de novos criotubos.

De acordo com o modelo basico para a confeccdo de POPs utilizado pelo
LaPClinVigiLeish, foi elaborado um POP (POP VL 024) com todas as informacdes

necessarias para a utilizacdo do Banco de Dados Informatizado (Apéndice C).
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4.5. Aspectos Eticos

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INI
em 02/12/2015 e dispensado em 13/01/2016, pois devido a natureza do estudo,
ficou evidenciado que ndo haveria necessidade de sua apreciacao por um Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos (Anexo A). Posteriormente foi solicitado um
novo documento ao CEP (Anexo B) devido a alteracdo do titulo original da
dissertacéo sugerida pela banca examinadora em 10/07/2017.

4.6. Financiamento

Este projeto foi financiado através do Programa de Objetivos e Metas (POM)
do Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishamniose (LaPClinVigiLeish)
do Instituto de Infectologia Evandro Chagas (INI) e por agéncias de fomento, através
do financiamento de projetos coordenados pelos orientadores desse trabalho [bolsa
Cientista do nosso Estado da Fundacéo Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro — Faperj (AOS), bolsa Jovem Cientista da Faperj (MFM) e
bolsa de Produtividade em Pesquisa (PQ) do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq (AOS)].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds tomarmos todas as medidas para adequar e instalar os equipamentos
necessarios para a manipulacédo das amostras biolégicas no interior da nova Sala de
Criogenia (Figura 16), os procedimentos para a retirada ou inclusdo de criotubos
contendo as amostras biolégicas nos containers de N2L do LaPClinVigiLeish agora
podem ser realizados de maneira mais segura que os adotados anteriormente e que
eram realizados no corredor do Pavilhdo Maria Deane. O trabalho que ora é
realizado em um ambiente controlado e monitorado evidencia uma melhora nas
condicbes de trabalho, pois além de minimizar os riscos quimicos e biolégicos, com
a colocacdo de bases com rodizios nos containers de N2L e a instalacdo do
guincho, também reduziu o risco ergonémico, e possibilitou a retirada (icamento) dos
canisters dos containers maiores e mais pesados por pessoas que anteriormente
necessitavam de ajuda para realizar essa tarefa por possuirem baixa estatura e/ou
pouca forca fisica.

A Norma Regulamentadora n® 17 “visa estabelecer parametros que permitam
a adaptacdo das condicbes de trabalho as caracteristicas psicofisiologicas dos
trabalhadores, de modo a proporcionar um maximo de conforto, seguranca e
desempenho eficiente” (NR 17, 2007), o subitem 17.2 (levantamento, transporte e
descarga individual de materiais) no qual a analise ergondmica do trabalho cabe ao
empregador, é o item mais polémico da Norma e foi colocado para esclarecer ao
auditor-fiscal do trabalho quanto a situagées complexas em que fosse necessario a
presenca de um ergonomista, tanto que em 1990 foi encaminhada uma proposta a
Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho (SSST) que incluia um quadro
estabelecendo a carga maxima para levantamento levando-se em conta a idade
(trabalhador adulto jovem e adolescente aprendiz), o sexo e a frequéncia do trabalho
(raramente ou frequentemente). No que diz respeito a frequéncia, este quadro
sugeria 0 peso maximo para levantamento de carga para homens adultos jovens de
50 Kg (quando raramente) e 18 Kg (quando frequentemente). Entretanto, como 0s
valores desse quadro contrariavam o disposto no Capitulo V da Consolida¢do das
Leis do Trabalho (CLT), que é de 60 Kg para adultos jovens, ele foi eliminado.
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Lembrando que uma Norma Regulamentadora ndo pode contrariar a lei maior que é
a CLT e que toda proposta de melhoria no que se refere a esse subitem deve passar
pela mudanca da CLT mediante aprovacao no Congresso Nacional.

Outro ponto importante na criagdo da Sala de Criogenia e a consequente
realizacdo das atividades com N2L em seu interior, além da guarda dos containers,
foi a liberacdo do corredor para que pessoas que nado estdo envolvidas com essa
atividade possam transitar livremente sem se preocupar com 0S riscos inerentes ao
manuseio de N2L e a propria seguranca de todo acervo microbioldgico (biobanco), ja
que de acordo com a Organizagcdo de Cooperacdo e de Desenvolvimento
Econdmico (OCDE) a seguranca do acervo € um dos requisitos basicos para quem

deseja atuar como um "Centro de Recursos Biologicos".

Figura 16 — Sala de Criogenia destinada a manutencéo e recuperacéo de cepas de Leishmania
criopreservadas em nitrogénio liquido depois de pronta

Fonte: Foto do autor

Assim que o sistema de envase e reposicdo de N2L foi montado e instalado
na Sala de Criogenia (Figura 17), adotamos este novo procedimento para realizar o

envase ou a reposicdo de N2L nos containers do LaPClinVigiLeish (Figura 18),
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tendo em vista que apls a realizacdo de alguns testes para verificar se esta
metodologia era realmente mais eficaz que a metodologia utilizada anteriormente (a
de forma manual), ndés conseguimos comprovar que este procedimento, além de
mais pratico e seguro, também mostrou uma economia no consumo de N2L de
aproximadamente 33% em relacdo a anterior, pois na metodologia anterior eram
utilizados semanalmente dois containers totalizando 90 L de N2L (um grande de 60
L e outro menor de 30 L) para fazer a reposicdo de cinco containers do
LaPClinVigiLeish e atualmente apenas um container grande de 60 L é suficiente

para o abastecimento dos atuais seis containers.

Figura 17 — Montagem do sistema de envase e reposi¢ao de nitrogénio liquido (aspersor,
compressor e mangueiras de aco inox e borracha)

Fonte: Foto do autor
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Figura 18 - O sistema de envase e reposi¢ao de nitrogénio liquido em operagéo

V

Fonte: Foto do autor

Com a instalacao das bases com rodizios nas partes inferiores dos containers
obteve-se uma maior mobilidade no manuseio e no deslocamento dos containers,
que foram retirados do corredor e armazenados no interior da Sala de Criogenia
(Figura 19).

Figura 19 — Os containers com as bases com rodizios instaladas

Fonte: Foto do autor
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Apés a instalagdo do guincho metalico e articulado, o ato de icar os canisters
dos containers grandes e mais pesados, tornou-se mais pratico e seguro, podendo
agora ser operado inclusive por pessoas de pequena estatura e/ou porte fisico,
facilitando os procedimentos de manipulacdo para a retirada e inclusdo de amostras
biolégicas (Figuras 20 e 21).

Para tentar minimizar as dificuldades em limitar o peso maximo que um
trabalhador pode transportar sem comprometer a sua saude e evitando o risco de
lombalgia a NR17 recomenda o uso da equacédo ou Método Niosh (National Institute
for Occupational Safety and Health,USA), que foi desenvolvido em 1981 e revisto
posteriormente em 1991 e 1994 para avaliar a manipulacdo de cargas no trabalho
sem risco elevado de desenvolver esse distarbio. Essa equacdo para o
levantamento de cargas utiliza varios fatores tais como: constante de carga, de
distancia horizontal, de altura, de deslocamento vertical, de assimetria, de frequéncia
e de pega, que seguindo critérios biomecénicos, fisiolégicos e psicofisicos
determinam o limite de peso da carga que sera levantada. Entretanto, fica dificil
aplicar esta equacédo ao ato de envase ou reposicdo do N2L nos containers do
LaPClinVigiLeish, pois segundo a propria equagdo “torna-se impossivel aplicar a
equacao quando a carga levantada seja instavel, situagcdo em que a localizacdo do
centro de massas varia significantemente durante o levantamento. Este é o caso dos

recipientes que contem liquidos ou dos sacos semivazios”.
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Figura 20 — O guincho sendo utilizado por
uma pessoa que anteriormente nao
conseguia retirar os canisters maiores e
mais pesados sozinha

Figura 21 — O guincho sendo utilizado
para facilitar a retirada dos canisters
maiores e mais pesados

Fonte: Foto do autor Fonte: Foto do autor

Com a criagado de um Banco de Dados Informatizado feito em uma Planilha do
Software da Microsoft Office Excel 2016 (Figura 22), as informacfes referentes a
localizacdo de todos os aproximadamente 5.000 estoques de Leishmania spp
criopreservados e distribuidos pelas 11.610 posi¢Bes possiveis dentro dos 6 (seis)
containers de N2L do LaPClinVigiLeish ndo necessitam mais ser registradas em
planilhas de papel e apesar dos tempos de busca para se localizar as amostras
biolégicas realizados nestas planilhas ndo terem sido mensurados, fica evidente que

com o uso desta nova ferramenta, o tempo foi otimizado, pois basta digitar e inserir 0
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codigo da amostra biologica que se deseja localizar, que com apenas um “clic” todas
as informacdes referentes a ela aparecem na tela do computador, agilizando o
processo para a inclusdo e retirada dos criotubos contendo as amostras biolégicas

dos containers.

Figura 22 — Print da tela do computador com o Banco de Dados informatizado criado em uma
Planilha do Software da Microsoft Office Excel 2016

A ] c D E F G H [ J
1 REGISTRO ~ DESCRICAO DA AMOSTRA | - [CONTAINER - |CANISTER -~ [BOX / CRIOCLIP - [POSICAO | ~ RESPONSAVEL ~|DATADACRIO [~ |LOTE -
2 36VHC) [ A
3 36VHC) A2
4 35VHC) A3
5 35VHC) A4
6 (35VHC) A5
7 (35VHC) B
8 (35VHC) B2
9 (35VHC) B3
10 (35VHC) B4
1 (35VHC) B5
12 (35VHC) c
13 36VHC) C
14 (35VHC) C
1 36VHC) C4
16 (35VHC) C
17 (35VHC)
18 (35VHC)
)
)

HC)

HO)

HC)

HC)

HC)

HC)

HC)

C)

C)

Fonte: Foto do autor
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6. CONCLUSAO

Com a adequacdo, montagem dos equipamentos, instalagcdo do guincho e a
guarda dos containers (apds a colocacdo das bases com rodizios) na Sala de
Criogenia, o procedimento de manipulacdo das amostras biologicas possibilitou que
0S riscos quimicos, bioldgicos e ergonémicos fossem minimizados, além de permitir
que os procedimentos posam ser realizados por pessoas que anteriormente
necessitavam de ajuda para a retirada (icamento) dos canisters dos containers
maiores e mais pesados. O fato dos containers de N2L deixarem de ficar expostos
no corredor e agora serem armazenados na Sala de Criogenia, também contribuiu
para aumentar a seguranca do acervo microbioldgico do LaPClinVigiLeish.

Apbés a montagem do sistema de envase ou reposicdo de N2L e com a
adocao deste novo procedimento para o abastecimento semanal de N2L a fim de
completar os niveis dos containers do LaPClinVigLeish (mesmo ndo se podendo
determinar pelo Método Niosh qual seria 0 peso maximo que um funcionario do
Seinfra poderia levantar sem comprometer a sua saude), pode agora ser realizado
de forma mais pratica e segura por uma Unica pessoa e sem a necessidade de se
retirar o container de transferéncia do chdo, pois de acordo com esse novo
procedimento, todo o “trabalho pesado” € realizado pelo o ar proveniente do
compressor que forga a saida do N2L, minimizando os riscos quimicos e reduzindo o
risco ergondbmico para o operador. Este procedimento também mostrou uma
economia de aproximadamente 33% no consumo de N2L em relagcdo ao
procedimento de envase ou reposicdo manual que era utilizado anteriormente no
LaPClinVigiLeish, mas que ainda é utilizado em outros laboratorios do INI e da
Fiocruz.

Apés a implantacdo do Banco de Dados Informatizado (feito em uma Planilha
do Software da Microsoft Office Excel 2016), acredita-se que houve uma reducéo no
tempo de busca por informacdes referentes a localizacdo de todos os
aproximadamente 5.000 estoques de Leishmania spp criopreservados e distribuidos
pelas 11.610 posicdes possiveis dentro dos 6 (seis) containers de N2L do
LaPClinVigiLeish (mesmo n&o tendo sido mensurado no procedimento anterior)

agilizando o processo de inclusdo e retirada dos criotubos contendo amostras
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biol6égicas dos containers de N2L. Como este novo procedimento deixou de ser
realizado manualmente em folhas de papel, também diminuiram as chances de
ocorrer alguma interpretacéo errbnea por conta de uma grafia ruim, pouco legivel ou
apagada.

Trés procedimentos operacionais padrdo (POPs) foram elaborados e espera-
se que com a adocdo desses instrumentos o envase ou a reposicdo de N2L, o
gerenciamento e manipulacdo de amostras biolégicas criopreservadas em N2L
possam ser realizadas por qualquer pessoa, desde que treinada e capacitada
adequadamente, de forma segura, garantindo ndo s6é a qualidade, como a

reprodutibilidade dos servicos.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Embora o presente estudo tenha sido realizado no LaPClinVigiLeish, as
técnicas e metodologias adotadas aqui relacionadas ao gerenciamento e a
manipulagdo de amostras bioldgicas em condicbes de criopreservacdo, além do
envase e reposicdo de N2L também poderdo ser utilizadas por outros laboratérios
da InstituicAo ou mesmo externos que utilizem nitrogénio liquido (N2L) como forma
de criopreservar suas amostras biologicas, sejam elas provenientes de células
(animais ou vegetais), tecidos, sangue, outros protozoarios, bactérias, fungos ou
virus.

Apesar de ter sido criado o Banco de Dados informatizado (em uma Planilha
do Software da Microsoft Office Excel 2016) e do gerenciamento das informacdes
(sobre a localizacéo dos criotubos contendo os estoques de Leishmania distribuidas
pelos seis containers do LaPClinVigiLeish) terem sido transcritos das planilhas de
papel para o Banco de Dados informatizado, é essencial que se faca um inventario

fisico completo dos containers para a confirmacéo destes dados.
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8. DESDOBRAMENTOS

Foi sugerido que o projeto fosse encaminhado ao Nuacleo de Inovacao
Tecnologica (NIT) do INI para avaliacdo de um possivel pedido de patente como
Modelo de Utilidade (MU). Seguindo esta recomendacao, enviamos 0 projeto para
ser avaliado pelo NIT que apoés vérios esclarecimentos, encaminhou em setembro
de 2016 para a Coordenacdo de Gestao Tecnoldgica (Gestec) da Fiocruz uma
solicitacdo de Estudo de Viabilidade Patentaria (EVP - SOL.00700210.2016 Titulo:
“‘Modernizacdo da metodologia de envase ou transferéncia de nitrogénio liquido
(N2L)” Nossa ref.: R000485). Entretanto, em fevereiro de 2017 recebemos da AREA
DE PATENTES/GESTEC/VPPIS um parecer negativo (Parecer n° 02/17),
informando que a apds as buscas realizadas nos Sites especificos, chegou-se a
conclusdo de que a referida solicitagdo “careceria de ato inventivo, uma vez que
substituir o mecanismo gerador de pressdo manual por um compressor de ar seria
uma modificacado trivial para um técnico no assunto, uma vez que seria uma mera

automacdao de uma aplicacdo amplamente conhecida”.
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10. GLOSSARIO

Amostra - a parte de uma populacdo coletada em uma Unica ocasiao (LUMSDEN,
1977).

Canister — pode ser do tipo caneca ou rack (estante). Peca metalica onde se
encaixam as crioboxes ( no tipo rack) ou os cryoclips (no tipo caneca).

Cepa - um conjunto de populacbes originarias de uma determinada espécie e
definida pela posse de um ou mais caracteres designados (LUMSDEN,
1977). Outra designacao segundo o International Code of Nomenclature of
Bacteria: Bacteriological Code: Uma cepa € composta pelos descendentes
de um Uunico isolamento em cultura pura. Normalmente, uma cepa €
constituida por uma sucessao de culturas e muitas vezes é derivada de
uma unica colénia (LAPAGE et al, 1992).

Container - 0 mesmo que botijao criogénico ou frasco dewar para nitrogénio liquido.

Criobox - 0 mesmo que caixa criogénica. Caixa plastica resistente ao nitrogénio
liqguido onde se armazenam os criotubos.

Cryoclip - o mesmo que cane, vara, vareta ou palheta. Peca de aluminio onde se
encaixam os criotubos.

Criotubo - 0 mesmo que tubo criogénico. Tubo plastico resistente ao nitrogénio
liguido onde se armazenam as amostras bioldgicas criopreservadas.

Cryoslleve - tubo de plastico ou papeldo que envolve um crioclip para evitar que 0s
criotubos se soltem dentro do container.

Dewar - frasco com duas paredes espelhadas internamente, entre as quais existe
vacuo, usado especificamente para armazenar gases liquefeitos; frasco
Dewar, também conhecido como garrafa térmica.

Estoques - populacdes derivadas por passagem seriadas “in vivo” e “in vitro” a partir
de um isolamento primario, sem qualquer implicacdo de homogeneidade
ou caracterizacado (LUMSDEN, 1977).

Populacdo - grupo de organismos presentes em um dado momento em um
determinado hospedeiro ou cultura (LUMSDEN, 1977).

Rack — tipo de canister em foma de estante.
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11. APENDICES

APENDICE A — POP VL 023 - “Manipulacéo para retirada ou inclusdo de amostras
biol6gicas criopreservadas nos containers contendo Nitrogénio Liquido”

APENDICE B - POP VL 022 - “Envase ou Reposicdo de Nitrogénio Liquido”

APENDICE C - POP VL 024 - “Orientagédo para gerenciamento do Banco de Dados
informatizado com a localizacdo dos criotubos contendo amostras biolégicas
criopreservadas em containers de nitrogénio liquido”
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Titulo: Manipulacdo para inclusdo ou retirada de criotubos contendo POP VL 023
amostras bioldgicas criopreservadas nos containers de Nitrogénio
Liquido
Emissé&o: 08/06/2017 Reviséo: --- N° 00
1. OBJETIVO

Estabelecer o procedimento de manipulacdo para inclusdo ou retirada de criotubos contendo
amostras biologicas criopreservadas nos containers de nitrogénio liquido, onde esta todo o acervo
(cepas de Leishmania) do Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

2. CAMPO DE APLICACAO

Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

3. DEFINICAO/SIGLAS

CANISTER: O mesmo que rack ou caneca. Peca metélica onde se encaixam as crioboxes ou 0s
cryoclips.

CONTAINER: O mesmo que botijao criogénico.

CRIOBOX: O mesmo que caixa criogénica. Caixa plastica resistente ao nitrogénio liquido onde se
armazenam o0s criotubos.

CRYOCLIP: O mesmo gue cane, vara, vareta ou palheta. Peca de aluminio onde se encaixam 0s
criotubos.

CRYOFLEX TUBING: Tubo plastico flexivel, que pode ser selado por calor, a fim de envolver um
criotubo que contenha uma cepa mais “perigosa”.

CRIOTUBO: O mesmo que tubo criogénico. Tubo plastico resistente ao nitrogénio liquido onde se
armazenam as cepas de Leishmania criopreservadas.

FROSTBITE - Rapido congelamento devido ao frio extremo (que dependendo do tempo de
exposicdo, pode provocar lesbes muito graves e até gangrena).

INI: Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

N.A.: Nao se Aplica.

O-RING - Tipo de junta de vedacdo em forma de anel feito de borracha ou silicone, também
conhecido como junta torica.

ELABORACAO ANALISE CRITICA APROVACAO
LaPClinVigiLeish LaPClinVigiLeish LaPClinVigiLeish
Luiz Eduardo de Carvalho Paes Luciana de Freitas Campos Miranda Aline Fagundes da Silva
WA = 1= dre ~ 1= s — [ = B T P i
Caopia N&a Caonilolzda = Repioducéo Proilbida Pagina 1 de 6
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Titulo: Manipulacdo para inclusdo ou retirada de criotubos contendo POP VL 023
amostras bioldgicas criopreservadas nos containers de Nitrogénio Liquido

POP: Procedimento Operacional Padronizado ou Procedimento Operacional Padréo.
LaPClinVigiLeish: Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses.
EPIs: Equipamentos de Proteg&o Individual.

mL: militro.

N2: Nitrogénio.

N2L: Nitrogénio Liquido.

Oz2: Oxigénio.

4. RESPONSABILIDADES
4.1. Profissionais do setor:

Ter ciéncia dos procedimentos adequados ao uso deste POP, do uso adequado dos EPIs e
manter o ambiente de trabalho dentro dos padrdes de seguranca.

4.2. Chefia do setor:

4.2.1. Garantir as condicOes de realizacdo do que esta apregoado neste POP e garantir o seu
cumprimento.

NOTA: Estas atribuicbes, a critério da Chefia do Laboratério, podem ser realizadas por um
profissional do Laboratério por ela designado.

5. FLUXOGRAMAS
N.A.

6. DESCRICAO DAS ATIVIDADES
Inclusao ou retirada de criotubos contendo as amostras bioldgicas

Primeiramente, deve se solicitar a(s) pessoa(s) autorizada(s) a gerenciar o Banco de Dados
informatizado [elaborado no Software Microsoft Office Excel (planilha de calculo) 2016 (ou similar)
e que devera estar previamente instalado em algum PC (Personal Computer) ou Notebook do
laboratorio], para localizar e informar a posicdo nos containers dos criotubos (contendo as
amostras biologicas [cepas de Leishmania]) que serdo retirados ou 0S espacos vazios para a
inclusdo de novos criotubos.

Para a inclusdo ou retirada de criotubos contendo amostras bioldégicas dos containers do
LaPClinVigiLeish € necessério levar para a sala de criogenia um mapa com a localizagdo dos
criotubos ou dos espacos vazios e uma caixa de isopor contendo um pouco de gelo seco, a fim de

Pagina 2 de 6
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se manter a amostra congelada até o momento de ser inserida em algum container ou no caso de
retirada, de se evitar o seu descongelamento prematuro e também de diminuir o risco de explosao
(por diferenca de pressao) de algum criotubo no momento em que este for retirado do nitrogénio
liquido.

Obs.: Para a criopreservacao das cepas em N2L, recomenda-se 0 uso de criotubos (tubos
para criogenia) com as seguintes especificagdes:

Tubo com capacidade de 2 mL; confeccionado em polipropileno de alta resisténcia;
resistente a temperatura de -196°C; com tampa de rosca interna, com O-ring de silicone ou
borracha para uma vedacao segura; com fundo arredondado (em “U”) com ou sem base
para apoio; esterilizado por radiacdo gama; livre de DNA, DNase, RNase e pirogénio; com
graduacado externa e area de marcagcdo. Poucas marcas do mercado atendem totalmente
estas especificagfes, outras recomendam que 0s seus produtos sejam utilizados somente
no vapor do N2L e que caso a imersdo do criotubo seja necessaria, eles aconselham selar
o criotubo com um cryoflex tubing.

6.1. Instrucdes de uso para Inclusdo de criotubos contendo as amostras bioldgicas:

6.1.1. Abrir a porta da Sala de Criogenia onde estdo os containers do LaPClinVigiLeish e ligar o
interruptor de luz e do exaustor (o0 do exaustor ja esta ligado direto com o interruptor da luz para
evitar que seja esquecido). Obs.: Este procedimento pode ser realizado com a porta da sala
fechada desde que o detector de oxigénio (oximetro) esteja ligado a fim de monitorar a
concentragdo de Oz do ambiente.

6.1.2. Colocar os EPIs adequados e obrigatorios (jaleco, protetor facial e luvas para criogenia) a
fim de se evitar os riscos de queimadura de frio pelo efeito frostbite.

6.1.3. Ligar o oximetro (detector de O2) a fim de monitorar a concentragdo de Oz na sala e evitar
o risco de asfixia. Obs.: O oximetro trabalha com uma faixa de aceitacdo de concentracao
de oxigénio entre 19,5 e 23,5%. Se a concentracdo de Oz for inferior ou superior a faixa de
aceitacdo, um alarme visual e sonoro sera acionado, indicando que a pessoa devera se
evadir do local.

6.1.4. Verificar no mapa qual o container, o canister, a criobox (ou cryoclip) e a posicao em que
o(s) criotubo (s) sera(ao) colocado(s).

6.1.5. Abrir o cadeado do referido container, retirar a tampa, retirar o canister (ou cryoclip) que
podera ser auxiliado com o uso do guincho; e a criobox onde sera(do) inserido(s) o(s)
criotubo(s).

Obs.: No caso de se utilizar o guincho, primeiramente deve-se colocar o container sob o
guincho, depois ajustar a posi¢cao do braco articulado para que a roldana fique sobre a
abertura do container. Feito isso, deve-se introduzir o lago da extremidade da corda na
haste do canister e puxa-la para baixo, fazendo com que o canister suba. Com o canister
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posicionado com a sua parte inferior ainda dentro do container, deve-se aguardar alguns
segundos até que todo N2L residual escorra de todas as crioboxes para o interior do
container, evitando o risco de acidentes e o desperdicio de N2L.

6.1.6. O canister pode ser colocado na bancada para a retirada da criobox ou dependendo da
conveniéncia, pode permanecer suspenso pela corda para a retirada da criobox.

6.1.7. Colocar a criobox dentro da caixa de isopor.

6.1.8. Abrir a tampa da criobox, colocar o(s) criotubo(s) na(s) posicédo(6es) desejada(s) no seu
interior e quando terminar, fechar a tampa da criobox novamente.

6.1.9. Retornar a criobox para a sua posi¢cao no canister.

6.1.10. Colocar o canister no interior do container ou baixar a corda lentamente (no caso dele ter
permanecido suspenso) até que o canister esteja todo submerso no N2L, retire o lago da corda
da haste do canister.

6.1.11. Reposicione o brago articulado do guincho para a posi¢ao inicial.

6.1.12. Feche a tampa do container, recoloque o cadeado e anote a(s) posicao(des) do(s)
criotubo(s) no mapa.

6.1.13. Guardar os EPIs.

6.1.14. Desligar o oximetro e o interruptor de luz (e do exaustor).

6.1.15. Retirar a caixa de isopor contendo gelo seco e devolver a sobra no recipiente adequado.
6.1.16. Trancar a porta da Sala de Criogenia.

6.1.17. Levar o mapa com as informacBes sobre a localizacdo dos criotubos (contendo as
amostras biologicas) introduzidos no container para a(s) pessoa(s) autorizada(s) a gerenciar o
Banco de Dados Informatizado e solicitar que sejam realizadas as atualizagdes.

6.2. Instrucdes de uso para retirada de criotubos contendo as amostras bioldgicas:

6.2.1. Abrir a porta da Sala de Criogenia onde estdo os containers do LaPClinVigiLeish e ligar o
interruptor de luz e do exaustor (o do exaustor ja esta ligado direto com o interruptor da luz para
evitar que seja esquecido). Obs.: Este procedimento pode ser realizado com a porta da sala
fechada desde que o detector de oxigénio (oximetro) esteja ligado a fim de monitorar a

concentracdo de O2 do ambiente.

6.2.2. Colocar os EPIs adequados e obrigatorios (jaleco, protetor facial e luvas para criogenia) a
fim de se evitar os riscos de queimadura de frio pelo efeito frostbite.
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6.2.3. Ligar o oximetro (detector de O2) a fim de evitar o risco de asfixia. Obs.: O oximetro
trabalha com uma faixa de aceitacdo de concentracdo de oxigénio entre 19,5 e 23,5%. Se a
concentracdo de Oz for inferior ou superior a faixa de aceitagcdo, um alarme visual e
sonoro sera acionado, indicando que a pessoa devera se evadir do local.

6.2.4. Verificar no mapa qual o container, o canister, a criobox (ou cryoclip) e a posicdo em que
o(s) criotubo(s) sera(ao) retirado(s).

6.2.5. Abrir o cadeado do referido container, retirar a tampa, retirar o canister (ou cryoclip) que
podera ser auxiliado com o uso do guincho; e a criobox onde sera(ao) retirado(s) o(s) criotubo(s).

Obs.: No caso de se utilizar o guincho, primeiramente deve-se colocar o container sob o
guincho, depois ajustar a posi¢cao do braco articulado para que a roldana fique sobre a
abertura do container. Feito isso, deve-se introduzir o lagco da extremidade da corda na
haste do canister e puxa-la para baixo, fazendo com que o canister suba. Com o canister
posicionado com a sua parte inferior ainda dentro do container, deve-se aguardar alguns
segundos até que todo N2L residual escorra de todas as crioboxes para o interior do
container, evitando o risco de acidentes e o desperdicio de N2L.

6.2.6. O canister pode ser colocado na bancada para a retirada da criobox ou dependendo da
conveniéncia, pode permanecer suspenso pela corda para a retirada da criobox.

6.2.7. Colocar a criobox dentro da caixa de isopor.

6.2.8. Abrir a tampa da criobox, retirar o(s) criotubo(s) da(s) referida(s) posicdo(bes) no seu
interior e quando terminar fechar a tampa da criobox novamente.

6.2.9. Retornar a criobox para a sua posi¢cao no canister.

6.2.10. Colocar o canister no interior do container ou baixar a corda lentamente (no caso dele ter
permanecido suspenso) até que o canister esteja todo submerso no N2L, retire o laco da corda
da haste do canister.

6.2.11. Reposicione o brago articulado do guincho para a posi¢ao inicial.

6.2.12. Feche a tampa do container, recoloque o cadeado e anote a(s) posicao(des) do(s)
criotubo(s) retirado(s) no mapa.

6.2.13. Guardar os EPIs.
6.2.14. Desligar o oximetro e o interruptor de luz (e do exaustor).
6.2.15. Retirar a caixa de isopor contendo gelo seco e devolver a sobra no recipiente adequado.

6.2.16. Trancar a porta da Sala de Criogenia.
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6.2.17. Levar o mapa com as informacgdes sobre a localizagcdo dos espacos vazios no container
para a(s) pessoa(s) autorizada(s) a gerenciar o Banco de Dados Informatizado e solicitar que
sejam realizadas as atualizagdes.

8. FORMULARIOS UTILIZADOS

N.A.

9. REFERENCIAS

ABNT NBR ISO/IEC 15186: 2015 - Laboratérios clinicos — Requisitos de qualidade e
competéncia.

FISPQ (Ficha de Informacédo de Seguranca de Produto Quimico) — Nitrogénio. 12 Rev. Janeiro de
2004. [acesso em 20 de junho de 2015] Disponivel em:
http://www.higieneocupacional.com.br/download/nitrogenio-aga.pdf

LIQUID NITROGEN - Code of practice for handling. Birkbeck University of London — Health and
Safety Services. United Kingdon: Birkbeck, 2007. Retrieved 2012-02-08.

MSDS - P-4630-J — Nitrogen, Refrigerated Liquid — Praxair Inc. 2

NR-15 [acesso em 15 de maio de 2015] Disponivel em
http://www.quiatrabalhista.com.br/legislacao/nr/nrl15.htm
NR-33 [acesso em 15 de maio de 2015] Disponivel em

http://www.quiatrabalhista.com.br/legislacao/nr/nr33.htm

10. DISTRIBUICAO
Sala de Criogenia do Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

11. HISTORICO DE REVISOES

No. DA ITEM DESCRICAQ DA RESP. PELA
REVISAO | DATA ALTERADO ALTERACAO ALTERACAOQ | JUSTIFICATIVA
00 N.A. N.A., pois é a 12 versdo do documento N.A. Emissao inicial
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Titulo: Envase ou Reposicdo de Nitrogénio Liquido POP VL 022
Emissé&o: 08/06/2017 Reviséo: --- N° 00
1. OBJETIVO

Estabelecer o procedimento para o envase ou a reposicdo de Nitrogénio Liquido (N2L) nos
containers de estocagem das amostras bioldgicas, onde estd criopreservado todo o acervo de
cepas de Leishmania do Laboratoério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

2. CAMPO DE APLICACAO

Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

3. DEFINICAO/SIGLAS

INI: Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

N.A.: Nao se Aplica.

POP: Procedimento Operacional Padronizado ou Procedimento Operacional Padréo
LaPClinVigiLeish: Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses.
EPIs: Equipamentos de Prote¢&o Individual

N2: Nitrogénio

N2L: Nitrogénio Liquido

cm: Centimetro

pol: Polegada

L: Litro

Oz2: Oxigénio

4. RESPONSABILIDADES

4.1. Profissionais do setor:

Ter ciéncia dos procedimentos adequados ao uso deste POP, do uso adequado dos EPIs e
manter o ambiente de trabalho dentro dos padrdes de seguranca.

4.2. Responsavel Técnico pelo envase ou reposi¢cdo do N2L:

4.2.1. Fazer a reposicado peridédica (semanal) de N2L em todos os containers grandes (com
capacidades aproximadas de 121 L e 165 L) e pequenos (capacidades aproximadas de 35 L)

ELABORACAO ANALISE CRITICA APROVACAO
LaPClinVigiLeish LaPClinVigiLeish LaPClinVigiLeish
Luiz Eduardo de Carvalho Paes Luciana de Freitas Campos Miranda Aline Fagundes da Silva
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para compensar a evaporacdo, mantendo os niveis de N2L proximos a 19 polegadas (pol) ou 48
centimetros (cm) no container “D”, 22 pol ou 56 cm no container “E” e de 13 pol ou 33 cm nos
containers “A”, “B”, “C” e “F").

4.2.2. Registrar a data e os containers onde foram feitas as reposi¢cOes periddicas de N2L no
formulario FVIG 069.

4.3. Chefia do setor:

4.3.1. Garantir as condicbes de realizacdo do que esta apregoado no POP e garantir o
cumprimento determinado no POP;

NOTA: Estas atribuicbes, a critério da Chefia do Laboratério, podem ser realizadas por um
profissional do Laboratério por ela designado.

5. FLUXOGRAMAS
N.A.

6. DESCRIC}AO DAS ATIVIDADES
6.1. Identificacdo do equipamento:

Dispositivo para transferéncia de N2L que consiste em uma peca (aspersor) de ago inox com
mandmetro, valvula de entrada de ar (ligada na saida de ar de um compressor/aspirador ou
bomba de vacuo por uma mangueira de borracha de % de pol), valvula de saida do N2L
(conectada a uma mangueira flexivel de aco inox de ¥ de pol) onde a peca € encaixada em uma
rolha de borracha com o mesmo didmetro da boca do container de transporte de N2L.

6.2. Instrucdes de uso:
Podem ser utilizados 2 procedimentos diferentes para se fazer o envase ou a reposicao de N2L
nos containers do LaPClinVigiLeish.

6.2.1. Envase ou Reposi¢cao de N2L utilizando um compressor/aspirador elétrico

6.2.1.1. Abrir a porta da Sala de Criogenia onde estao os containers do LaPClinVigiLeish e ligar o
interruptor de luz e do exaustor (0 do exaustor ja esta ligado direto com o interruptor da luz para
evitar que seja esquecido). Obs.: Manter a porta aberta durante o procedimento para evitar o
risco de asfixia.

6.2.1.2. Colocar os EPIs adequados e obrigatérios (jaleco, protetor facial e luvas de criogenia) a
fim de se evitar os riscos de queimadura de frio pelo efeito frostbite (congelamento ultra rapido).

6.2.1.3. Ligar o oximetro (detector de O2) a fim de monitorar a concentracdo de Oz na sala e
evitar o risco de asfixia. Obs.: O oximetro trabalha com uma faixa de aceitagcdo de
concentracdo de oxigénio entre 19,5 e 23,5%. Se a concentracdo de O:2 for inferior ou
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superior a faixa de aceitacdo, um alarme visual e sonoro sera acionado, indicando que a
pessoa devera se evadir do local.

6.2.1.4. Fazer a conex&ao do dispositivo de transferéncia do N2L entre o container de transporte e
0S containers a serem completados, introduzindo a parte inferior do aspersor (onde esta
posicionada a rolha de borracha) na boca do container de transporte de N2L com a valvula de
saida fechada e com o compressor desligado.

6.2.1.5. Abrir o cadeado correspondente, retirar a tampa do container que devera ser completado
e introduzir a extremidade da mangueira de ago inox.

6.2.1.6. Ligar o compressor/aspirador e abrir a valvula de saida de N2L do aspersor. Obs.:
Evitar o contato das pecas congeladas (parte inferior do aspersor e mangueira de ago
inox) com a pele sem a devida protecéo, a fim de evitar o risco de queimadura de frio.

6.2.1.7. O N2L devera ser colocado nos containers até cobrir a Ultima gaveta ou cryoclip dos
canisters. No caso do container “D” proximo a 19 polegadas (pol) ou 48 centimetros (cm), do
container “E” 22 pol ou 56 cm e dos containers “A”, “B”, “C” e “F” de 13 pol ou 33 cm.

6.2.1.8. Utilizar a régua de medicao apropriada, caso seja necessario confirmar o nivel de N2L.

6.2.1.9. ApOs o N2L atingir a marca desejada, fechar a vélvula de saida de N2L do aspersor,
recolocar a tampa do container, fechar o cadeado e repetir o processo, repassando a mangueira
de aco inox para o proximo container que sera enchido e reabrir a valvula de saida de N2L do
aspersor. Obs.: Dependendo do tempo que levard para se repetir o processo de envase ou
reposicdo do proximo container, o compressor poderé ser desligado, a fim de se evitar o
acumulo de pressao no interior do container.

6.2.1.10. Apds fazer a reposicdo de todos os containers, desligar o compressor, desconectar o
sistema de reposicdo de N2L do container de transporte e guardar o aspersor no encaixe da
prateleira.

6.2.1.11. Registrar no formulario de controle de reposicéo de nitrogénio liquido [FVIG 069] a data
e 0s containers que foram completados.

6.2.1.12. Desligar o oximetro e o interruptor de luz (e do exaustor).
6.2.1.13. Guardar os EPIs.

6.2.1.14. Trancar a porta da Sala de Criogenia ap0s colocar o container de transporte para fora
da sala.

6.2.2. Reposicdo de N2L por envase manual (Obs.: Este procedimento devera ser
executado por no minimo duas pessoas e sO devera ser utilizado como ultimo recurso e
se 0 procedimento anterior ndo puder ser realizado).
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6.2.2.1. Abrir a porta da Sala de Criogenia onde estdo os containers do LaPClinVigiLeish e ligar o
interruptor de luz (o do exaustor ja esta ligado direto com o interruptor da luz para evitar que seja
esquecido). Obs.: Manter a porta aberta durante o procedimento para evitar o risco de
asfixia.

6.2.2.2. Colocar os EPIs adequados e obrigatoérios (jaleco, protetor facial e luvas de criogenia) a
fim de se evitar os riscos de queimadura de frio.

6.2.2.3. Ligar o oximetro. Obs.. O oximetro trabalha com uma faixa de aceitacdo de
concentracdo de oxigénio entre 19,5 e 23,5%. Se a concentracdo de Oz for inferior ou
superior a faixa de aceitacdo, um alarme visual e sonoro sera acionado, indicando que a
pessoa devera se evadir do local.

6.2.2.5. Duas pessoas deverao levantar o container de transporte e verter o N2L deste container
para o interior do container que devera ser completado até cobrir a Ultima gaveta ou cryoclip dos
canisters. No caso do container “D” préximo a 19 polegadas (pol) ou 48 centimetros (cm), do
container “E” 22 pol ou 56 cm e dos containers “A”, “B”, “C” e “F” de 13 pol ou 33 cm.

6.2.2.6. Utilizar a régua de medicao apropriada, caso seja necessario confirmar o nivel de N2L.
6.2.6.7. Apés o N2L atingir a marca desejada, parar de verter o N2L, colocar o container de
transporte no chéo, recolocar a tampa do container, fechar o cadeado e repetir 0 processo para
0 proximo container que devera ser completado.

6.2.2.8. Registrar no formulario de controle de reposicdo de nitrogénio liquido [FVIG 069] a data
e 0s containers que foram completados.

6.2.2.9. Desligar o oximetro e o interruptor de luz (e do exaustor).

6.2.2.10. Guardar os EPIs.

6.2.2.11. Trancar a porta da Sala de Criogenia ap0s colocar o container de transporte para fora da
sala.

7. ANEXOS

Anexo 1 — Formulario FVIG 069 referente ao POP-VL 022.

8. FORMULARIOS UTILIZADOS

FVIG 0609.
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9. REFERENCIAS

ABNT NBR ISO 15189: 2015 — Laboratorios clinicos — Requisitos de qualidade e competéncia.

FISPQ (Ficha de Informacéo de Seguranca de Produto Quimico) — Nitrogénio. 12 Rev. Janeiro de
2004. [acesso em 20 de junho de 2015] Disponivel em:
http://www.higieneocupacional.com.br/download/nitrogenio-aga.pdf

LIQUID NITROGEN - Code of practice for handling. Birkbeck University of London — Health and
Safety Services. United Kingdon: Birkbeck, 2007. Retrieved 2012-02-08.

MSDS — P-4630-J — Nitrogen, Refrigerated Liquid — Praxair Inc. 2

NR-15 [acesso em 15 de maio de 2015] Disponivel em
http://www.quiatrabalhista.com.br/legislacao/nr/nrl5.htm
NR-33 [acesso em 15 de maio de 2015] Disponivel em

http://www.quiatrabalhista.com.br/legislacao/nr/nr33.htm

10. DISTRIBUICAO
Sala de Criogenia do Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

11. HISTORICO DE REVISOES

No. DLA ITEM DESCRICAQ DA RESP. PEI:A
REVISAO DATA ALTERADO ALTERACAO ALTERACAO | JUSTIFICATIVA
00 N.A. N.A., pois é a 12 versdo do documento N.A. Emissdo inicial
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Controle de Reposicdo Mensal de Nitrogénio Liquido
Més: Ano:
CONTAINER Responsavel
DATA A B C D E F Nome/Rubrica
() Sim ( )Sim ( )Sim ( )Sim ( )Sim ( )Sim
() Nao () Nao () Nao () Nao () Nao () Nao
( )Sim ( )Sim () Sim () Sim ( )Sim ( )Sim
() Néo () Néo () Né&o () Néo () Nao () Nao
() Sim ( )Sim ( )Sim ( )Sim () Sim ( )Sim
() Nao () Nao () Nao () Nao () Nao () Nao
( )Sim (  )Sim () Sim () Sim (  )Sim ( )Sim
() Néo () Néao () Néo () Néo () Nao () Nao
() Sim ( )Sim ( )Sim ( )Sim () Sim ( )Sim
() Nao () Nao () Nao () Nao () Nao () Nao
() Sim () Sim ( )Sim ( )Sim () Sim () Sim
() N3o () Nao () Nao () Nao () Nao () N3o
() Sim () Sim ( )Sim ( )Sim () Sim () Sim
() Nao () Nao () Nao () Nao () Nao () Nao
( )Sim (  )Sim () Sim (  )Sim ( )Sim ( )Sim
() N3o () Nao () Nao () Nao () Nao () N3o
Observagoes:
[FVIG 069 referente ao POP-VL 022] Rev. 00 Paginaldel
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Titulo: Orientagéo para gerenciamento do Banco de Dados informatizado POP VL 024
com a localizacdo dos criotubos contendo amostras bioldgicas
criopreservadas em containers de nitrogénio liquido

Emisséao: 08/06/2017 Revisédo: --- N° 00

1. OBJETIVO

Estabelecer um padrdo para o correto gerenciamento do Banco de Dados Informatizado com a
localizacdo dos criotubos contendo cepas de Leishmania criopreservadas em containers de
nitrogénio liquido elaborado em uma planilha do software Microsoft Office Excel 2016 para
gerenciar os dados referentes a localizagdo dos criotubos (contendo amostras biolégicas [cepas
de Leishmania]) que estdo ou serdo criopreservados em nitrogénio liquido (N2L) nos containers
do Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas.

2. CAMPO DE APLICACAO

Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

3. DEFINICAO/SIGLAS

INI: Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

N.A.: ndo se aplica.

POP: Procedimento Operacional Padronizado ou Procedimento Operacional Padréo
LaPClinVigiLeish Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses

N2L: Nitrogénio Liquido

4. RESPONSABILIDADES
4.1. Profissionais do setor:

Somente as pessoas designadas e/ou autorizadas pela chefia poderdo gerenciar o Banco de
Dados realizando as alteragBes necessarias a fim de manté-lo atualizado. Ter ciéncia dos
procedimentos adequados ao uso deste POP e manter o ambiente de trabalho dentro dos
padrdes de seguranca.

ELABORACAO ANALISE CRITICA APROVACAO
Laboratério VigiLeish Laboratério VigiLeish Laboratério VigiLeish
Luiz Eduardo de Carvalho Paes Luciana de Freitas Campos Miranda Aline Fagundes da Silva
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4.2. Chefia do setor:

Garantir as condi¢cGes de realizacdo do que esta apregoado no POP e garantir o cumprimento
determinado no POP.

NOTA: Estas atribuicbes, a critério da Chefia do Laboratério, podem ser realizadas por um
profissional do Laboratorio por ela designado.

5. FLUXOGRAMAS
N.A.

6. DESCRIC}AO DAS ATIVIDADES
6.1. Identificacdo do equipamento:

O Software Microsoft Office Excel 2016 ou similar (planilha de calculo da Microsoft) devera estar
previamente instalado em algum PC (Personal Computer) ou Notebook do laboratério onde
somente as pessoas autorizadas poderao acessa-lo.

6.2. Instrucbes de uso:
6.2.1. — Gerais

A planilha contém 9 (nove) colunas ou campos, denominados de: REGISTRO, DESCRICAO DA
AMOSTRA, CONTAINER, CANISTER, BOX/CRIOCLIP, POSICAO, RESPONSAVEL, DATA DE
CRIO e LOTE. Somente os campos denominados REGISTRO, DESCRICAO DA AMOSTRA,
RESPONSAVEL, DATA DE CRIO e LOTE poderdo ser editados. Os demais campos,
previamente marcados nas colunas coloridas, tais como: CONTAINER, CANISTER,
BOX/CRIOCLIP e POSICAO nio deverdo ser editados, pois corre-se o risco de danificar a
estrutura do referido Banco de Dados.

6.2.2. Para inserir uma nova amostra bioldgica

6.2.2.1. — Inserir 0 “Login” e “Senha” para abrir o Banco de Dados.

6.2.2.2. - Preencher correta e atenciosamente 0s campos hecessarios para a inclusdao de uma
nova amostra biolégica conforme discriminado a seguir:

a) REGISTRO = Numero de ordem de entrada da amostra biolégica registrada no
LaPClinVigiLeish.
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b) DESCRICAO DA AMOSTRA = Informagdes relativas a amostra bioldgica, tais como: espécie,
nome do paciente ou do céo, tipo de isolado e etc.

c) RESPONSAVEL = Pessoa responsavel pela criopreservacao.

d) DATA DE CRIO = Data em que foi realizada a criopreservagao.

e) LOTE = Corresponde ao numero de vezes em que a amostra foi inserida no criobanco. Ex.: A
12 vez que a amostra for criopreservada recebe o nimero de LOTE 01. Se a amostra de LOTE
01 for descongelada e uma aliquota desta amostra for criopreservada novamente, esta nova
aliquota receberd o numero de LOTE 02 e assim sucessivamente.

f) Os campos em que ndo constarem todas as informacdes deverdo ser preenchidos com os
dizeres “sem inform.” em letras minusculas, exceto quando for preenchida a palavra VAZIO no
campo REGISTRO, ja que esta € a Unica informacdo relevante para se encontrar um espaco
vazio.

6.2.2.3.— Ap0s a insercéo dos novos dados, salvar e encerrar o Banco de Dados.

6.2.3. Para apagar uma amostra biolégica existente

6.2.3.1. — Inserir o0 “Login” e “Senha” para abrir o Banco de Dados.

6.2.3.2. — Localizar os campos necessarios para a exclusdo da amostra conforme discriminado a
seguir:

a) REGISTRO = Apagar o numero de ordem de entrada da amostra bioldgica e digitar no local a
palavra VAZIO.

b) DESCRICAO DA AMOSTRA = Apagar todas as informacdes relativas a amostra e deixar o
campo em branco.

c) RESPONSAVEL = Apagar o nome da pessoa responsavel pela criopreservacéo e deixar o
campo em branco.

c) DATA DE CRIO = Apagar a data em que foi realizada a criopreservacao e deixar o campo em
branco.

d) LOTE = Apagar o numero do lote e deixar o campo em branco.

6.2.3.3. — Apds a exclusdo dos dados, salvar e encerrar o Banco de Dados.

6.2.4. Para filtrar uma informacgéo

Obs.: Para utilizar a opgéo de filtro, deve-se levar o cursor para o 1° registro da planilha
onde se encontram os nomes dos campos/colunas.

6.2.4.1. — Inserir 0 “Login” e “Senha” para abrir o Banco de Dados.

a) Escolha o campo/coluna em que vocé deseja realizar o filtro. Definido o campo/coluna, siga as
instrugdes abaixo:

b) Por exemplo, se vocé deseja filtrar uma amostra biolégica pelo campo/coluna REGISTRO,
clicar com o botédo esquerdo do mouse na seta ao lado direito do campo/coluna REGISTRO para
visualizar as opc¢des de busca.

c) Desmarcar a opcao (Selecionar tudo).

d) Procurar o registro desejado e marcar esta opgao.
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e) Clicar em OK.

6.2.4.2. — ApoOs a realizagédo do filtro, a localizagdo da amostra com as informacg0des referentes ao
CONTAINER, CANISTER, BOX/CRIOCLIP e POSICAO, aparecerdo de acordo com a
guantidade de amostras inseridas no Banco de Dados.

6.2.4.3. — Este procedimento podera ser utilizado da mesma forma para filtrar outras
informagdes, bastando seguir o exemplo acima e escolher um dos campos desejados
(DESCRICAO DA AMOSTRA, RESPONSAVEL, DATA DA CRIO ou LOTE).

6.2.4.4. — ApOs a localizacdo das informacdes, se for necessario, realizar as alteracdes, salvar e
encerrar o Banco de Dados.

6.2.5. Para localizar um espaco vazio a fim de inserir uma amostra bioldgica

6.2.5.1. — Inserir 0 “Login” e “Senha” para abrir o programa.

6.2.5.2. — As informacdes sobre 0s espacos vazios estédo inseridas no campo REGISTRO.

a) Posicione o cursor do mouse na seta do lado direito da aba REGISTRO e clicar com o botéo
esquerdo do mouse para visualizar as op¢oes de busca.

b) Desmarcar a opc¢éo (Selecionar tudo).

c) Procurar a op¢ao VAZIO e marcar esta opgao.

d) Clicar em OK.

6.2.5.3. — Feito isso, a localizagdo de todos os espacos vazios informados no Banco de Dados,
aparecerdo com as informacdes referentes ao CONTAINER, CANISTER, BOX/CRIOCLIP e
POSICAO.

6.2.5.4. — Apos a localizacdo das informacdes, se for necessario, realizar as alteracdes, salvar e
encerrar o Banco de Dados.

7. ANEXOS
N.A.

8. FORMULARIOS UTILIZADOS
N.A.

9. REFERENCIAS
ABNT NBR ISO 15189: 2015 — Laboratérios clinicos — Requisitos de qualidade e competéncia.
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10. DISTRIBUICAO

Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses do INI.

11. HISTORICO DE REVISOES

No. DA ITEM DESCRICAO DA RESP. PELA
REVISAO | DATA | ALTERADO ALTERACAO ALTERACAO | JUSTIFICATIVA
00 N.A. N.A., pois é a 12 versdo do documento Emisséo inicial
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12. ANEXOS

ANEXO A - Documento de dispensa do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com o
titulo original do projeto

ANEXO B - Documento de dispensa do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com o
titulo modificado ap6s sugestdo da banca examinadora
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Rio de Janeiro, 13 de janeiro de 2016.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do INI
Para: Dr. Amando de Oliveira Schubach

Prezado Dr. Armando,

Em relacdo ao projetoc “Novos Procedimentos Operacionais Padrio para
manutencio e recuperacdo de amostras de Leishmania criopreservadas em
Nitrogénio liquido”, dissertacdo de mestrado do aluno Luiz Eduardo de Carvalho Paes,
encaminhado a este Comité em 02/12/2015, informamos que, pela natureza do estudo e
apods analise desta Coordenagdo, evidenciou-se que ndo ha necessidade de sua apreciacio
por um Comité de Etica em Pesquisa; podera ser submetido a publicagéo e divulgagéo dos

resultados, com esta comunicagao do CEP.

V.L
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Rio de Janeiro, 26 de julho de 2017.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do INI
Para: Dr. Armando de Oliveira Schubach

Prezado Dr. Armando,

O projetc “Novos Procedimentos Operacionais Padrdo para manutengio e
recuperacéo de amostras de Leishmania criopreservadas em Nitrogénio liguido”,
dissertacdo de mestrado profissional do aluno Luiz Eduardo de Carvalho Paes,
encaminhado a este Comité em 02/12/2015, teve seu titulo substituido por “Novos
procedimentos operacionais padrdo para gerenciamento e manipulagio de
amostras bioldgicas criopreservadas em nitrogénio liquido: Estudo de caso no
Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmaniose™; ndo houve
alteracbes em objetivos, contelidos e metodologia.

Neste caso informamos que, pela natureza do estudo e apés analise desta
Coordenagao, evidenciou-se que ndo ha necessidade de sua apreciagéo por um Comité de
Etica em Pesquisa; podera ser submetido & publicagéo e divulgacao dos resultados, com
esta comunicagéo do CEP.

Atenciosamente,

S BT

‘\O_Qour'd
ora COMNO S g an
s ‘:Z;Z‘Bo come de &
coorden P”q%\g;? 50820

£
vk SUEC cRuz

AR.
78





