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RESUMO

Introducdo: Amostras bioldgicas humanas séo recursos valiosos, especialmente para
a pesquisa translacional, na qual desempenham um papel importante tanto na
compreensao da patogénese das doencas quanto no desenvolvimento de novos
recursos diagnosticos e terapéuticos. Entretanto, os resultados das anélises
realizadas a partir desses recursos podem ser influenciados por variaveis pré-
analiticas, ou seja, condi¢des nas quais as amostras foram expostas durante a coleta,
processamento e armazenamento. Justificativa: Conhecer as possibilidades de
cenarios que envolvem a conservacdo das amostras e seus respectivos
biomarcadores, pode auxiliar na decisdo de se incorporar amostras oriundas de
biorrepositorios nos acervos dos biobancos, visto que estes devem assegurar a
cessdo de materiais bioldgicos de qualidade a comunidade cientifica. Objetivos:
Sintetizar a literatura publicada em bases de dados indexadas, por meio de uma
revisao sistematica, apresentando as condi¢cfes de conservacao e armazenamento a
longo prazo de amostras biolégicas, a fim de que sejam aplicadas em biobancos.
Metodologia: Em consulta realizada ao Sistema Plataforma Brasil, foram identificados
os dois principais materiais bioldgicos armazenados nos biobancos credenciados no
territdrio nacional (tecidos, sangue e derivados). Foi realizada uma busca eletrénica
na literatura publicada até novembro de 2019 nas bases de dados Web of Science,
Pubmed, Embase, LILACS e IBECS (BVS). Dois revisores independentes
selecionaram e extrairam os dados sobre parametros pré-analiticos que podem
influenciar na qualidade de amostras de tecido, sangue e derivados. Resultados: A
sintese qualitativa incluiu 34 artigos, sendo 17 referentes a amostras de tecido e 17 a
amostras de sangue e derivados, publicados entre 2002 e 2019. Para amostras de
tecido, o uso da técnica de congelamento instantaneo (snap-frozen) e/ou uso de
estabilizantes somados ao armazenamento em temperaturas ultrabaixas (-80 °C ou
menos) por até 27 anos demonstraram ser medidas eficazes para manutencao da
viabilidade da maioria dos acidos nucleicos. Tempo de isquemia de até 70 minutos e
ciclos de congelamento e descongelamento nao interferiram na qualidade dos
materiais avaliados. Para amostras de sangue, diferentes métodos de conservagao
foram avaliados. Manchas de sangue secas em papel de filtro conservadas em
temperatura ambiente por até 26 anos, sao viaveis para avaliacdo de marcadores
genéticos. Amostras de sangue total conservadas em seus tubos primarios contendo
EDTA, ACD ou PAXgene®, sob diferentes temperaturas (ambiente até -80 °C) por até
19 anos apresentaram pequenas alteracées nos alvos de interesse, principalmente
nas amostras mantidas em EDTA a temperatura ambiente para avaliacdo de Cd, Mn,
Pb, Se e Hg no sangue. Para amostras de soro e plasma, foram observadas pequenas
alteracdes na dosagem de metabdlitos e proteinas, associadas ao armazenamento
por 2 e 17 anos, respectivamente, a -80 °C. Amostras de Buffy Coat e PBMC foram
mantidas a -80 °C e em nitrogénio liquido, respectivamente. Acidos nucleicos se
mantiveram viaveis, bem como as células avaliadas em PBMC. Concluséo: Os
achados apresentados neste estudo fornecem maior compreensdo a respeito da
influéncia de variaveis pré-analiticas na integridade de biomarcadores, permitindo que

Vi



curadores ponderem sobre a incorporacdo, em seus biobancos, de amostras que
foram submetidas as condi¢des avaliadas.

Palavras-chave: Amostras Bioldgicas; Biobanco; Biorrepositério; Controle de Qualidade.
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ABSTRACT

Introduction: Human biological samples are valuable resources, especially for
translational research, in which they play an important role both in understanding the
pathogenesis of diseases and in developing new diagnostic and therapeutic resources.
However, the results of the analyses carried out using these resources can be
influenced by pre-analytical variables, in other words, conditions in which the samples
were exposed during collection, processing and storage. Justification: Knowing the
possibilities of scenarios involving the samples conservation and their respective
biomarkers can help in the decision to incorporate samples from biorepositories in the
collections of biobanks, as they must ensure the transfer of quality biological materials
to the scientific community. Objectives: To synthesize the literature published in
indexed databases, through a systematic review, presenting the conditions of
conservation and long-term storage of biological samples, so that they can be applied
in biobanks. Methods: In a consultation carried out with the Plataforma Brasil System,
the two main biological materials stored in accredited biobanks in the national territory
(tissues, blood and derivatives) were identified. An electronic search was carried out
in the literature published until November 2019 in the Web of Science, Pubmed,
Embase, LILACS and IBECS (BVS) databases. Two reviewers independently selected
and extracted data, in an Excel spreadsheet, on pre-analytical parameters that may
influence the quality of tissue, blood and derivatives samples. Findings: The
qualitative synthesis included 34 articles, 17 referring to tissue samples and 17 to blood
samples and derivatives, published between 2002 and 2019. For tissue samples, the
use of the instant freezing technique (snap-frozen) and/ or use of stabilizers in addition
to storage at ultra-low temperatures (-80 °C or less) for up to 27 years have been
shown to be effective measures to maintain the viability of most nucleic acids.
Maximum ischemia time of 70 minutes and the occurrence of freezing and thawing
cycles did not interfere in the quality of the materials evaluated. Blood stain samples
dried on filter paper, kept at room temperature for up to 26 years, are viable for the
evaluation of genetic markers. Whole blood samples preserved in their primary tubes
containing EDTA, ACD or PAXgene®, under different temperatures (environment up
to -80 °C) for up to 19 years showed small changes in the targets of interest, especially
in samples kept in EDTA at room temperature for evaluation of Cd, Mn, Pb, Se and Hg
in the blood. For plasma and serum samples, small changes in protein and metabolite
dosage were observed, associated with storage for 17 and 2 years, respectively, at -
80 °C. Buffy Coat and PBMC samples were kept at -80 °C and in liquid nitrogen,
respectively. Nucleic acids remained viable, as well as cells evaluated in PBMC.
Conclusion: The findings presented in this study provide a greater understanding of
the influence of pre-analytical variables on the integrity of biomarkers, allowing biobank
curators to consider the incorporation, into their biobanks, of samples that were
subjected to the conditions evaluated.

Keywords: Biological Samples Biobank, Biorepository, Quality Control.
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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia dos Biobancos de Material Biologico Humano para a

Pesquisa Biomédica

A pesquisa biomédica esta em constante avanco, principalmente no que tange
a area molecular. Areas como a genémica e protedmica, cuja aplicacéo contribui para
o desenvolvimento da medicina personalizada, tém como principal caracteristica o uso
de biomarcadores para deteccdo de tracos genéticos especificos, permitindo orientar
abordagens para prevencao e tratamento de diferentes doencas (PINHO; SITNIK;
MANGUEIRA, 2014; SERRANO DIAZ et al., 2016). Ou seja, terapias sao
selecionadas para o paciente de forma individualizada, com base nos niveis dos
diferentes biomarcadores presentes no sangue ou nos tecidos do paciente (HEWITT,
2011).

A Medicina Personalizada é amparada pela Pesquisa Translacional, que
compreende a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos em bancada na pratica
médica, de forma especifica, precisa e eficaz. A base de dados PubMed conceitua
Pesquisa Translacional como “a aplicagéo das descobertas geradas por pesquisas de
laboratorio e estudos pré-clinicos para o desenvolvimento de ensaios clinicos e outros
estudos em seres humanos” (NCBI, 2012). De acordo com Serrano-Diaz et al (2016),
a Pesquisa Translacional também pode ser inversa, quando se parte da observacéo
de um grupo de pacientes, gerando novas hipéteses a serem comprovadas por meio
de pesquisa laboratorial. Portanto, os recursos biolégicos como sangue, tecidos,
fluidos corporais e biomoléculas sdo matérias-primas essenciais para o
desenvolvimento  biotecnologico, para a Pesquisa  Translacional e,
consequentemente, para a Medicina Personalizada (VAN OMMEN et al., 2015).

Para o adequado desenvolvimento da Pesquisa Translacional € necessario que
0s pesquisadores tenham acesso, ndo s6 aos materiais biolégicos, mas também as
informagdes associadas. Além disso, é fundamental que as amostras tenham alta
qualidade e quantitativo suficiente para realizacdo de ensaios, sempre preservando
os direitos dos voluntarios e a garantia de sigilo e confidencialidade (SERRANO DIAZ
et al., 2016).



Com a evolugdo das pesquisas envolvendo bioespécimes, procedimentos
como coleta, processamento e armazenamento das amostras bioldgicas, antes vistos
como simples técnicas, agora sdo reconhecidos por partes dos pesquisadores como
etapas importantes na garantia da qualidade das amostras (VAUGHT, 2015), o que
inclui a elaboracédo de procedimentos operacionais padréo e revisdes regulares do
controle de qualidade (VAUGHT, 2016).

Garantir que esses requisitos sejam cumpridos configuram um grande desafio
para os pesquisadores. E nesse ambito que os biobancos emergem como recursos
fundamentais para pesquisas genéticas, biotecnolégicas, estudos epidemioldgicos e
translacionais, desenvolvimento de biomarcadores para o diagnéstico precoce de
doencas como cancer e doencas genéticas, terapias moleculares, além do
desenvolvimento de alvos terapéuticos e descoberta de novos medicamentos para
tratamentos personalizados (ARTENE et al., 2013; KANG et al., 2013).

A construcdo de colecdes biologicas de qualidade nos biobancos requer a
adocéao de boas praticas e diretrizes especificas que permitam aplicar estratégias para
a criacao, gestédo e até mesmo o encerramento de um biobanco. Varias organizacdes
internacionais como, por exemplo, a International Society for Biological and
Environmental Repositories (ISBER), National Cancer Institute (NCI), Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) e a International Agency for
Research on Cancer (IARC), produziram orientagcbes sobre boas praticas em
biobancos dirigidas a infraestrutura e manuseamento de amostras bioldgicas,
recomendacdes sobre informatica e gestdo de dados, e recomendacdes sobre
questdes éticas, legais e sociais.

Nos ultimos trinta anos, a area de biobancos mudou de forma significativa,
avancando em infraestrutura, tecnologia, informacao e organizacdo. O que comecgou
COmo pequenos repositorios de amostras bioldgicas com poucos freezers vinculados
principalmente a universidades e desenvolvidos para atender a necessidades de
projetos especificos, evoluiu gradativamente para biobancos institucionais e
governamentais, com uma estrutura complexa de gerenciamento, biobancos com fins
comerciais, biobancos populacionais e biobancos virtuais, 0s quais ndo possuem
amostras fisicamente armazenadas, mas oferecem servicos de localizacdo e
recuperacdo de amostras armazenadas em ambito global ou nacional (DE SOUZA,
GREENSPAN, 2013).



Devido ao reconhecimento da importancia para as ciéncias médicas e
biomédicas, a Time Magazine publicou, em 2009, uma listagem com dez ideias que
estavam mudando o mundo, incluindo os biobancos na oitava posicéo. A publicacéo
abordou os esforcos dos Estados Unidos da América na estruturacdo e
implementag&o do seu primeiro biobanco nacional e citou outros paises que também
haviam iniciado a construcdo de seus biobancos como, Gra-Bretanha, Canad4,
Noruega e Suécia.

Em 2013, Kang et al. listaram os seis principais paises de acordo com 0 humero
de biobancos estabelecidos, sendo eles Reino Unido (n = 15), Estados Unidos (n =
14), Suécia (n = 12), Franca (n = 9), Paises Baixos (n = 8) e Itélia (n = 8). Na ocasiéo,
70% dos biobancos do mundo estavam localizados na Europa e 60% eram
patrocinados por institutos nacionais ou governamentais. Biobancos patrocinados por
instituicdes sem fins lucrativos, universidades e hospitais compreendiam em torno de
17%.

Pode-se observar que a maioria dos biobancos estavam localizados em paises
de alta renda, mas esse cenario esta mudando rapidamente, a medida que paises de
baixa e média renda estdo desenvolvendo seus proprios biobancos (CHEN; PANG,
2015).

1.2 Realidade dos Biobancos no Brasil

Considerando o panorama internacional sobre harmonizacéo de biobancos e o
apelo da comunidade cientifica nacional, em 2009, o Ministério da Saude (MS), por
meio do Departamento de Ciéncia e Tecnologia (DECIT), decidiu mobilizar-se a partir
de uma discusséo para a regulamentacao do armazenamento e utilizacdo de material
bioldgico humano em pesquisas e a necessidade da constituicdo e funcionamento de
biobancos adequados no pais. Neste sentido, foi criado um grupo de trabalho com o
objetivo de elaborar diretrizes nacionais para armazenamento e uso de material
biolégico humano para fins de pesquisa. Esse grupo foi composto por membros de
instituicdes brasileiras que possuiam biobancos adequadamente constituidos, com
expertise na operacionalizacdo dos mesmos, especialistas em bioética, membros da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e da Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa (Conep). O Grupo de Trabalho teve como base disposi¢bes



internacionais e nacionais, como leis, declaracbes, normativas, resolucdes e
producdes cientificas relacionadas ao tema, tanto no aspecto ético quanto legal. Pode-
se dizer que o Brasil foi um dos pioneiros na construcdo de uma diretriz nacional desta
magnitude, principalmente quando comparamos com outros paises da América Latina
(MARODIN et al., 2013).

Como resultado desta iniciativa, o Conselho Nacional de Saude (CNS) aprovou
a Resolucdo CNS n° 441/2011, que estabelece as diretrizes para analise ética de
projetos de pesquisas envolvendo armazenamento de material biolégico humano ou
uso de material armazenado em pesquisas anteriores e o Ministério da Saude
publicou a Portaria n° 2201/11 que estabelece as diretrizes para biorrepositorios e
biobancos de material biolégico humano com finalidade de pesquisa.

De acordo com a Resolucdo CNS n° 441/2011 e a Portaria MS n° 2201/11

existe uma clara distingao entre biobanco e biorrepositério:

- Biobanco: colecdo organizada de material bioldgico humano e informag6es
associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade e gerenciamento institucional, sem fins comerciais.

- Biorrepositorio: colecdo de material humano, coletado e armazenado ao
longo da execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins
comerciais.

Por essas definicbes, pode-se observar que a principal diferenca entre
biobancos e biorrepositérios estd na democratizacdo do acesso das amostras
biol6gicas a comunidade cientifica, uma vez que, no biobanco, elas sdo de
responsabilidade e gerenciamento institucionais e ndo estao vinculadas a projetos de
pesquisa especificos nem gerenciadas por um pesquisador responsavel.
Biorrepositorios e biobancos também se distinguem quanto ao tempo de
armazenamento das amostras bioldgicas: enquanto nos biorrepositorios, o prazo de
armazenamento das amostras é de acordo com o cronograma da pesquisa, podendo
ser autorizado o armazenamento por até 10 anos, para os biobancos o prazo de
armazenamento é indeterminado (BRASIL, 2011b).

De acordo com Rothstein (2005), os biobancos representam um novo
paradigma para a pesquisa biomédica, uma vez que em pesquisas tradicionais o

material biolégico humano é armazenado por um Unico pesquisador ou um grupo



estabelecido de pesquisadores. Além disso, a obten¢éo e uso das amostras sao bem
definidos para projetos de pesquisa especificos e o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) deve, obrigatoriamente, ser obtido de cada participante de
pesquisa a cada projeto submetido que preveja o uso das amostras. Em contrapartida,
0s biobancos tém o propésito de atender a diversos protocolos de pesquisa futuros,
em diferentes é&reas cientificas e o modelo de consentimento visa ser mais
abrangente. De acordo com a regulacao vigente no Brasil, o TCLE para a autorizacéo
de armazenamento de material biologico humano em biobanco deve apresentar ao
voluntario a possibilidade de optar em ser contatado ou ndo para novo consentimento
a cada pesquisa futura que utilizar suas amostras armazenadas. Independentemente
do tipo de armazenamento, o material bioldégico pertence ao voluntario (participante
de pesquisa ou participante do biobanco). O Quadro 1 ilustra as principais diferencas

entre biobancos e biorrepositorios:

Quadro 1 - Principais diferencas entre biobancos e biorrepositorios

Biobanco Biorrepositério
Responsabilidade pelo o o
Institucional Institucional
Armazenamento
Responsabilidade pelo . .
P P Institucional Pesquisador

Gerenciamento

Exclusivo para os fins previstos

Utilizagdo do Material Utilizacdo em pesquisas no protE)poIo de pesquisa
Biolégico futgras aprovadas pelo especifico prewa.mente
Sistema CEP/Conep aprovado pelo Sistema
CEP/Conep
Deve estar de acordo com o
Tempo de armazenamento Indeterminado cronograma da pesquisa

correspondente e pode ser
autorizado por até 10 anos
Regulamento do
Biorrepositério incluido no
projeto de pesquisa especifico

Documentacédo para anélise Protocolo de desenvolvimento
ética € Seus anexos

Deve conter 02 opcdes,
excludentes entre si, quanto ao
uso do material armazenado a

cada pesquisa: necessidade Deve-se ter um TCLE
de novo consentimento ou especifico para cada pesquisa
dispensa de novo
consentimento a cada nova
pesquisa

Consentimento




Segundo dados da Conep, até o més de setembro de 2019, quando a consulta
para definicdo das matrizes bioldgicas que seriam incluidas nesta revisdo sistematica
foi realizada, 57 biobancos, de diferentes tipos de materiais biologicos (grafico 1),
estavam credenciados no territério nacional e com maior concentracdo da regiao
sudeste (70%; n=40). Nova consulta feita em julho de 2021 mostrou que o panorama
permanecia inalterado, provavelmente por falta de atualizagdo. Entretanto, esta € a

fonte oficial de informacdes.
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Grafico 1: Quantitativo de biobancos por tipo de material armazenado.
Fonte: adaptado do sistema Plataforma Brasil (CONEP, 2019).

1.3 Biobancos na Fiocruz

A Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), instituicdo vinculada ao Ministério da
Saude, possui a missdo de “produzir, disseminar e compartilhar conhecimentos e
tecnologias voltados para o fortalecimento e a consolidacdo do Sistema Unico de
Saude (SUS) e que contribuam para a promocéo da saude e da qualidade de vida da
populacdo brasileira” (FIOCRUZ, 2019). Diante desse cenario, muitas sdo as linhas
de pesquisa que envolvem o armazenamento de espécimes biologicos de alto
interesse académico-cientifico. Por esse motivo, a fim de atender ao disposto na

Resolucdo CNS 441/11 e Portaria MS 2201/11, em 2014 a Fiocruz constituiu, por meio
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da Rede Fiocruz de Pesquisa Clinica (RFPC) e pela Portaria da Presidéncia da
Fiocruz n° 1228/2014, o primeiro grupo de trabalho (GT) com o objetivo de reunir
profissionais de diferentes unidades técnico cientificas da instituicdo para o estudo do
tema. Participaram do GT representantes do Instituto Goncalo Moniz (Fiocruz Bahia),
Instituto René Rachou (IRR - Fiocruz Minas), Escola Nacional de Saude Publica
Sérgio Arouca (ENSP), Instituto Oswaldo Cruz (I0C), Centro de Pesquisa Lebnidas e
Maria Deane (CPgLMD), Fiocruz Rondonia, Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI), Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos), Instituto
Aggeu Magalhdes (CPgAM) e Instituto Fernandes Figueira (IFF).

O GT, instituido pela Portaria da Presidéncia da Fiocruz n° 1228/2014, teve
como objetivos mapear o panorama situacional das amostras biolégicas armazenadas
em todas as unidades e escritérios da Fiocruz, elaborar diretrizes para a constituicdo
de biobancos da Fiocruz e constituir o biobanco modelo junto a Conep.

A Rede Fiocruz de Biobancos (RFBB) foi formalmente criada em 2015, por meio
da Portaria da Presidéncia da Fiocruz n°® 744/2015, vinculada a Vice-Presidéncia de
Pesquisas e Colecdes Bioldgicas (VPPCB). Um segundo GT (FIOCRUZ, 2015) foi
constituido com a participacdo de representantes das unidades técnico cientificas da
Fiocruz, com o objetivo de elaborar o regimento interno e construir as diretrizes de

funcionamento da RFBB, bem como a misséo e visao da rede (Quadro 2):

Quadro 2 - Diretrizes estratégicas da RFBB

Promover uma rede colaborativa de servico publico formada por biobancos das
Unidades Técnico-Cientificas da Fiocruz provendo a comunidade cientifica acesso
a materiais biolégicos humanos, bem como dos dados a eles associados,

Misséo . R . . e R
atendendo, com qualidade, as necessidades atuais e, principalmente, as
necessidades futuras da pesquisa no Brasil, em conformidade com os preceitos
éticos e regulatérios vigentes.

Ser modelo de exceléncia em gestdo de biobancos, zelar pelos direitos dos

Viséo participantes de pesquisa e facilitar a geragdo de conhecimento com foco na saude

publica.

Fonte: Regimento Interno da Rede Fiocruz de Biobancos (FIOCRUZ, 2017)



A RFBB foi idealizada como uma instancia de cooperacdo e gestdo dos
biobancos institucionais da Fiocruz, promovendo o estabelecimento de biobancos
estruturados em rede a fim de dar suporte a projetos de pesquisa que sejam de
interesse da saude publica, a facilitacdo do acesso ao maior numero de pesquisadores
aos biobancos institucionais e a disponibilizagcdo de um acervo de material biolégico
humano diversificado e de boa qualidade.

A RFBB é coordenada por um Comité Gestor (instituido por meio da Portaria
da Presidéncia n° 434/2017), um colegiado independente, de carater consultivo e
deliberativo, sem conflito de interesses e responsavel pela gestdo e politicas dos
biobancos da Fiocruz. O Comité Gestor é constituido por curadores de cada biobanco
das unidades técnico-cientificas da Fiocruz, além de dois representantes do Férum de
Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz, um coordenador geral e trés
representantes indicados pela Rede Fiocruz de Pesquisa Clinica (RFPC). A
coordenacao geral da RFBB cabe a um assessor, representante da VPPCB (Figura
1).

Figura 1 - Estrutura Organizacional da RFBB

VPPCB

PLATAFORMA DE PESQUISA CINICA

COORDENAGAC DA RFBB

EIOBANCO UNIDADE
TECNICO-CIENTIFICA
1

BIOBANCO UNIDADE BIOBANCO UNIDADE BIOBAMNCO UNIDADE
TECNICO-CIENTIFICA TECMICO-CIENTIFICA TECNICO-CIENTIFICA
2 3 4

l l

CURADOR CURADOR CURADOR
EQUIPE EQUIFE EQUIPE EQUIPE
TECNICA/ADMINISTRATIVA TECHICA/ADMINISTRATIVA TECHNICA ADMINISTRATTVA TECHICA,/ADMINISTRATTVA

Fonte: Adaptado do Regimento Interno da Rede Fiocruz de Biobancos (FIOCRUZ, 2017)




Atualmente, a RFBB possui trés biobancos credenciados no sistema
CEP/Conep, dentre eles o biobanco proposto por Bio-Manguinhos (Registro CONEP
B-070), que foi o primeiro a obter aprovacdo, em 08 de junho de 2018, e que
atualmente armazena amostras de sangue total, soro e plasma provenientes de
estudos clinicos coordenados pela Assessoria Clinica (Asclin). Devido a atual
pandemia de covid-19, e em atendimento a uma demanda institucional, o biobanco de
Bio-Manguinhos estruturou sua logistica operacional e sua infraestrutura para
armazenar, também, materiais oriundos de coletas de swab/aspirado de nasofaringe
e orofaringe para deteccdo do SARS-CoV-2 (meio de transporte viral, material
sobrenadante e/ou acidos nucleicos purificados).

O biobanco do I0C (Registro CONEP B-086) recebeu aprovacdo do seu
protocolo de desenvolvimento em 06 de abril de 2020, para guarda de amostras de
hanseniase, hepatites virais e, mais recentemente, amostras oriundas de casos de
covid-19. Em dezembro de 2020, o biobanco do Instituto René Rachou obteve seu
credenciamento para armazenamento de amostras biolégicas oriundas de casos
suspeitos de leishmaniose e covid-19.

Outras duas Unidades Técnicas da Fiocruz estdo em fase de elaboracéo de
documentos regulatérios e adequacdo de infraestrutura fisica e técnica para a
implementagdo dos biobancos institucionais que se somardo a RFBB: Centro de

Pesquisas do Instituto Goncalo Moniz - Fiocruz Bahia - e Fiocruz Rondonia.

1.4 Qualidade em Biobancos

Amostras biolégicas humanas sado recursos valiosos, especialmente para a
pesquisa translacional, na qual desempenham um papel importante tanto na
compreensao da patogénese das doencas quanto no desenvolvimento de novos
recursos diagnésticos e terapéuticos (LINDNER et al., 2019). Entretanto, os resultados
das analises realizadas a partir desses recursos podem ser influenciados por variaveis
pré-analiticas, ou seja, condi¢bes nas quais as amostras foram expostas durante a
coleta, processamento e armazenamento (SPRUESSEL et al., 2004) (figura 2). De

todas as etapas percorridas pelas amostras bioldgicas, a pré-analitica € a que



concentra a maior ocorréncia de erros, podendo chegar a 80% dos achados (SZECS],
@DUM, 2009).

Elementos relacionados a variaveis pré-analiticas tais como, tipo de tubo
utilizado na coleta, intervalo e temperatura entre coleta e processamento, tempos de
isquemia quente e fria (para tecidos solidos), método de coleta, tempo até o
armazenamento a longo prazo e tipo de armazenamento, uso de agentes
estabilizantes, dentre outros, devem seguir estritos padrées de qualidade, ser
conhecidos e registrados a fim de preservar ao maximo as caracteristicas biolégicas,
além de garantir gerenciamento e rastreabilidade dos espécimes armazenados em
biobanco (BETSOU et al., 2010; YUZBASIOGLU; OZGUC, 2013). A caracterizacéo
acurada de amostras disponibilizadas a um biobanco impacta diretamente na
autenticidade e na integridade do material e, consequentemente, nos resultados
obtidos (BETSOU, 2017).

Figura 2 - Influéncia de fatores pré-analiticos na qualidade do material
bioldgico

| Tecidos e Sangue: Condigdes médicas coexistentes,
| Uso de medicagtes e fralamentos (ex: quimioterapia,
| tipo anestesia), Tempo de isquemia quente

Tecidos: Tempo de squemia quente e fna, Intervalo
post-mortem, Temperatura de transporie

Sangue: Uso de agenles anticoagulanies e
estabilizantes, Tempo entre coleta e processamento
Temperatura de transporte

Tecidos: Método de congelamento Instantaneo (snap
frozen - Isopentano, Nitrogénio Liquedo, Didxido de
Carbono)

Sangue: Tempo oe processamento € lemperatura
Parametros da centrifuga

Temperatura e pefiodo ge
amazenamento, Numero de cclos
de congelamento e
descongelamento

In-vivo Ex-vivo

Obtencao Processamento Armazenamento Analise

Fonte: Adaptado de Yong, Dry, Shabihkhani (2014).
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a Resolugcdo CNS 441/2011 e a Portaria MS 2201/2011, os
materiais biolégicos humanos armazenados em biorrepositorios podem ser
transferidos formalmente para outro biorrepositério ou para um biobanco ao final do
periodo de realizac&do das pesquisas, mediante aprovacédo do Sistema CEP/Conep.

Em consonancia com a regulacao vigente, dentre os instrumentos operacionais
propostos pela RFBB, os biobancos podem incrementar seus acervos por meio da
transferéncia definitva de material biolégico humano armazenados em
biorrepositérios atrelados a projetos de pesquisa, desde que atendam determinados
critérios de qualidade estabelecidos pelo proprio biobanco (Art. 30° do Regimento
Interno da RFBB).

Considerando a possibilidade de transferéncia de amostras de um
biorrepositdrio para um biobanco, conhecer a diversidade de cenarios que envolvem
a conservacado das amostras e seus respectivos biomarcadores pode auxiliar na
avaliacdo e decisdo de se incorporar amostras oriundas de biorrepositérios nos
acervos dos biobancos, visto que estes devem assegurar a cessao de materiais
biolégicos de qualidade a comunidade cientifica para que os resultados obtidos a partir

das amostras avaliadas tenham acuracia e consisténcia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Sintetizar a literatura publicada em bases de dados indexadas por meio de uma
revisao sistematica, apresentando as condicfes de conservacao e armazenamento a

longo prazo de amostras biologicas, a fim de que sejam aplicadas em biobancos.

3.2 Objetivos Especificos:

- Mapear e selecionar os principais tipos amostras bioldgicas que fazem parte
do escopo dos biobancos credenciados no Brasil para a realizacdo de buscas nas
bases de dados.

- Estabelecer os principais parametros pré-analiticos a partir dos artigos
selecionados para revisao sistemética.

- Verificar a viabilidade dos biomarcadores submetidos as diferentes condi¢cdes

pré-analiticas avaliadas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Métodos:

A metodologia escolhida para atingir os objetivos propostos foi a reviséo
sistematica da literatura. Esta estratégia consiste na “revisdo de uma pergunta
claramente formulada que usa meétodos sistematicos e explicitos para identificar,
selecionar e avaliar criticamente pesquisas relevantes, coletar e analisar os dados dos
estudos que sao incluidos na revisdo" (MOHER et al., 2009).

Durante muito tempo, os relatos de meta-analises eram realizados seguindo
um guia de recomendac¢des chamado QUORUM (QUality Of Reporting Of Meta-
analyses). A fim de abranger tanto as meta-analises quanto as revisdes sistematicas
sem emprego de métodos estatisticos, em 2005 o guia QUORUM foi revisado e, como
resultado dessa revisao, surgiu a recomendacao PRISMA (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses), que consiste em um checklist com 27
itens (ANEXO A) e um fluxograma de quatro etapas (ANEXO B) que tem por objetivo
melhorar (e ndo avaliar) a qualidade de revisGes sistematicas e meta-analises
(MOHER et al., 2009).

De modo a identificar os principais materiais bioldgicos armazenados nos
biobancos credenciados no Brasil, foi realizada uma busca na aba publica do Sistema
Plataforma Brasil onde constam os biobancos de material biolégico humano para fins
de pesquisa aprovados pela Conep.

Apbs a selegcdo dos principais materiais bioldégicos contemplados na revisdo
sistematica, foram construidas estratégias de busca que contemplaram, além dos
principais materiais biolégicos, os seguintes termos e seus sindnimos: “humano”,
“qualidade” e “biobanco”.

As buscas foram conduzidas aplicando-se as respectivas estratégias das bases
de dados eletronicas Web of Science, MedLine (interface Pubmed), Embase e
Biblioteca virtual em Saude do Ministério da Saude (BVS) (acesso a Literatura Latino-
americana e do Caribe em Ciéncias da Saude — LILACS - e indice Bibliografico
Espaiiol em Ciencias de la Salud - IBECS).
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As informacdes sobre a conducédo desta revisdo sistematica foram registradas
no PROSPERO, um banco de dados internacional de revisfes sistematicas
prospectivamente registradas na area da saude ou outras tematicas cujo resultado
esta relacionado a saude (PROSPERO 2021: CRD42021234934).

4.2 Selecao dos estudos:

De modo a evitar vieses, a selecdo dos artigos foi conduzida de forma
independente e cega por 02 revisores (CLVF e CGS). Os resultados encontrados por
cada revisor foram confrontados e as divergéncias foram resolvidas por um terceiro
revisor (TST).

Nas etapas de avaliagdo de titulos e resumos, foram selecionados (1) trabalhos
originais que envolviam preservacao e controle de qualidade de sangue, derivados de
sangue e tecidos humanos armazenados em biobancos ou biorrepositérios, (2)
disponibilizados em portugués, inglés ou espanhol.

Foram excluidos: (1) artigos em que o tempo de armazenamento/conservacao
nao foi avaliado ou ndo informado; (2) artigos em que o periodo de armazenamento
foi inferior a 1 ano ou quando amostras foram submetidas a condigdes de estresse
para simular um periodo de armazenamento; (3) artigos que abordavam
exclusivamente a preservacao de outras matrizes biol6gicas ndo contempladas nesta
revisdo (como, por exemplo, cabelo, saliva, fezes, sémen e outros); (4) publicacbes
que avaliaram a conservacdo de materiais biol6gicos de origem ndo humana; (5)
artigos que avaliaram a conservacdo de amostras biologicas para fins de transplante
e transfuséo; (6) publicagbes anteriores ao ano 2000 (considerando que 0S recursos
bioldgicos passaram a ter maior importancia para o desenvolvimento biotecnoldgico
com a ascensdo da medicina personalizada e da pesquisa translacional, que
ocorreram principalmente devido ao Projeto Genoma Humano, concluido em abril de
2003); (7) artigos referentes a amostras fixadas e impregnadas em parafina — FFPE
pois esses materiais ndo requerem condicOes especiais para seu armazenamento a
longo prazo, aléem de serem espécimes amplamente utilizados pelos servicos de

anatomia patolégica e alguns tipos de biobancos, como os bancos de tumores; (8)
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artigos completos ndo disponiveis; (9) revisdes sisteméticas; (10) artigos com
resultados inconclusivos.

Considerando a justificativa desta revisdo a qual foi pautada na possibilidade
de transferéncia, para biobancos, de materiais biolégicos oriundos de biorrepositérios,
onde o tempo de armazenamento € determinado pelo cronograma do projeto de
pesquisa e raramente € inferior a 1 ano, os revisores concordaram com a inclusdo de
publicacdes que avaliaram o tempo de conservacdo a longo prazo, neste caso,
amostras armazenadas por um periodo maior ou igual a 1 ano.

Durante a etapa de elegibilidade, foram avaliados os textos completos dos
artigos selecionados de mesma forma independente e cega por 02 revisores (CLVF e
CGS). Os resultados encontrados por cada revisor foram confrontados e as
divergéncias foram resolvidas por um terceiro revisor (TST). Os artigos considerados
“elegiveis” foram incluidos na reviséo sistematica e tiveram seus dados extraidos para
a sintese descritiva. Neste projeto néo foi realizada sintese quantitativa (metanalise).

Para extracdo dos dados, foi desenvolvida uma planilha para cada matriz
bioldgica, considerando (1) caracteristicas da populacado / estudo; (2) caracteristicas
do material biol6gico/conservacdo e (3) analises conduzidas/alvos de interesse e
manutenc¢ao da viabilidade dos biomarcadores (quadro 3).

Quadro 3 - Parametros utilizados para extragédo de dados

Informacdes de interesse Dados extraidos

Referéncia  (autores); Pais (origem da
Caracteristicas da publicagdo/estudo publicacdo/conducdo dos estudos); N (tamanho

amostral).

Tipo de tecido (origem anatébmica) / Material
Biologico (sangue e derivados); Método para
Caracteristicas do material | conservacéo (estabilizantes); Temperatura de
bioldgico/conservacao armazenamento (a longo prazo); Tempo maximo
de armazenamento (preliminar as andlises

conduzidas).

Método(s) empregado(s) (analises realizadas);
Andlises conduzidas/alvos de interesse e | Parametros de avaliacdo (alvos de interesse);

manutencéo da viabilidade dos biomarcadores Principais achados (resultado principal da

andlise de viabilidade do alvo de interesse).
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Foram utilizadas planilhas do software Excel em todas as etapas desta revisao
sistematica, desde a eliminacdo de duplicatas, avaliagdo de titulos, resumos até a
extracdo de dados.

4.3 Aspectos éticos:

De acordo com a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude n° 510 de
07 de abril de 2016 (Resolugdo complementar & Resolucdo CNS n° 446/2012),
pesquisas realizadas exclusivamente com textos cientificos para revisdo da literatura
cientifica estdo dispensadas de registro e avaliacdo pelo Sistema CEP/Conep. O
presente projeto se enquadra em tais caracteristicas por ser uma revisao sistematica
da literatura.
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5. RESULTADOS

5.1 Selecéao dos artigos:

Com a realizagdo da busca pelos principais materiais biol6gicos armazenados
nos biobancos brasileiros, junto ao Sistema Plataforma Brasil, foi possivel identificar
que dos 57 biobancos aprovados até a data de 19 de setembro de 2019, 28
armazenavam sangue e derivados e 23 armazenavam tecidos, sendo os dois
principais tipos de materiais armazenados. Esses resultados ndo sdo mutuamente
exclusivos, logo um biobancos pode armazenar outros tipos de materiais, mas essas
representam as duas principais matrizes biolégicas armazenadas nos biobancos
brasileiros. A partir dessa analise, p6de-se elencar os materiais bioldégicos em: tecidos
(incluindo tecidos congelados) esangue (incluindo derivados como soro, plasma,
camada leucocitaria [ou buffy coat], células mononucleares do sangue periférico [ou

peripheral blood mononuclear cell - PBMC], glébulos vermelhos [ou eritrocitos]).

As estratégias de busca foram elaboradas e aplicadas nas bases de dados

selecionadas.

Ao todo, foram identificados 2.799 relatos nas bases de dados, utilizando-se as

chaves de busca selecionadas.

Os resultados obtidos e as datas das consultas podem ser observados no

Quadro 4:

Quadro 4 - Resultados das buscas nas bases de dados

BASES DATAS
CHAVES DE BUSCA DE RESULTADOS DAS
DADOS BUSCAS
(TS=((("tissue" OR tissue* OR "frozen tissue" OR "serum" OR "blood"
OR "plasma" OR "leukocyte layer" OR "buffy coat" OR "Mononuclear
Blood Cells" OR "mononuclear cells" OR "Red blood cells" OR
"erythrocytes”) AND ("human" OR human*)) AND (("quality control"| WEB OF .
OR "quality assurance" OR "quality assessment" OR "quality") AND | SCIENCE 1.073 artigos | 14/11/2019
("biobank” OR "biobanking" OR "storage" OR "repository" OR
biorepositor* OR biotrust* OR biodistributor*)))) AND TIPOS DE
DOCUMENTO: (Article)

17




((("tissue" OR tissue* OR "frozen tissue" OR "serum" OR "blood" OR
"plasma" OR "leukocyte layer" OR "buffy coat" OR "Mononuclear
Blood Cells" OR "mononuclear cells" OR "Red blood cells" OR
"erythrocytes") AND human*) AND (("quality control"[Title/Abstract]
OR "quality assurance"[Title/Abstract] OR "quality
assessment"[Title/Abstract] OR  "quality"[Title/Abstract]) AND
("biobank"[Title/Abstract] OR  "biobanking"[Title/Abstract] OR
"storage"[Title/Abstract] OR "repository"[Title/Abstract] OR
biorepositor*[Title/Abstract] OR biotrust*[Title/Abstract] OR
biodistributor*[Title/Abstract])))

PUBMED

1.039 artigos

13/11/2019

((("tissue" OR tissue* OR "frozen tissue" OR "serum" OR "blood" OR
"plasma” OR "leukocyte layer" OR "buffy coat” OR "Mononuclear
Blood Cells" OR "mononuclear cells" OR "Red blood cells" OR
"erythrocytes”) AND human*) AND (("quality control" OR "quality
assurance" OR "quality assessment" OR "quality assurance") AND
("biobank” OR "biobanking" OR "storage" OR "repository" OR
biorepositor* OR biotrust* OR biodistributor*)):ab,ti)

EMBASE

645 artigos

13/11/2019

((tissue OR tissue* OR "frozen tissue" OR serum OR blood OR
plasma OR "leukocyte layer" OR "buffy coat" OR "Mononuclear Blood
Cells" OR "mononuclear cells® OR "Red blood -cells" OR
"erythrocytes”) (human OR human?*)) (("quality control” OR "quality
assurance" OR "quality assessment” OR quality) (biobank OR
biobanking OR storage OR repository OR biorepository OR biotrust*
OR biodistributor*))

BVS
(LILACS)

33 artigos

05/11/2019

((tissue OR tissue* OR "frozen tissue" OR serum OR blood OR
plasma OR "leukocyte layer" OR "buffy coat" OR "Mononuclear Blood
Cells" OR "mononuclear cells" OR "Red blood -cells" OR
"erythrocytes") (human OR human*)) (("quality control" OR "quality
assurance" OR "quality assessment” OR quality) (biobank OR
biobanking OR storage OR repository OR biorepository OR biotrust*
OR biodistributor*))

BVS
(IBECS)

9 artigos

05/11/2019

A sobreposicéo de publicacdes entre as bases de dados levou a eliminagéo de

837 publicacbes, resultando em 1.962 artigos para avaliacéo de titulos. Nesta etapa,

ambos os revisores (CLVF, CGS) concordaram com a selecédo de 163 publicacbes

para leitura de resumos, e divergiram de 312 publica¢des, que foram resolvidas pelo

terceiro revisor (TST). Desta forma, 320 artigos foram selecionados para leitura de

resumo.

Durante a etapa seguinte (avaliacdo de resumos), 0s mesmos revisores

concordaram, de forma independente e cega, com a selecdo de 148 artigos. Nesta

etapa, 13 artigos foram excluidos devido ao idioma da publicacdo (5 artigos em

aleméo, 03 em francés, 02 em chinés, 1 em russo, 1 em italiano e 1 em japonés).

Divergéncias nas avaliacfes dos revisores foram encontradas em 66 publicacoes.
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Ap0s analise do terceiro revisor, foram selecionados 190 artigos para leitura de texto
completo.

Com a aplicacao dos critérios de elegibilidade, das 190 publicacbes, 34 foram
incluidas na sintese descritiva, dentre as quais, 17 abordaram conservacdo de
amostras de tecidos e 17 de amostras de sangue (e derivados). A extracdo de dados
foi conduzida de acordo com os parametros estabelecidos e de forma separada,
considerando cada matriz biologica avaliada (Tabelas 1 e 2).

As etapas percorridas até a selecéo e inclusdo dos artigos que atenderam aos
critérios estabelecidos nesta revisdo, estdo detalhadas no fluxograma PRISMA
(Figura 2). Além disso, o checklist contendo as recomendagfes PRISMA foi

preenchido de acordo com os itens atendidos e aplicaveis a esta revisdo (Anexo A).

Figura 3 - Fluxograma do processo de selec&o dos estudos para revisao
sistematica e sintese qualitativa
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Relatos identificados nas bases de dados
(n=2.799)

L

Avaliagdo de titules
(n=1.962)

¥

Y

Leitura de resumo

(n=320)

Duplicatas excluidasz
(n=1837)

Felatos excluidos apos
avaliagio de titulos
(n=1.642)

v

Artigo em texto completo avaliados para
elegibilidade
(n=190)

L J

v

Artigos incluidos em sintese qualitativa
(n=34)

L

Relatos excluidos apos
avaliagdo de resumo
(n=130).

Artipos excluidos apos leitura de texto complato
(n=138)

Armazenamento/conservagio ndo avaliados (n = 57)
Armazenamento/conservagio inferior a 1 ano (n = 36)
Publicagdes anteriores ao ano 2000 (n = 24)

Tempo de armazenamento nio informado (n = 13)
Tecido fixado e impregnado em parafina — FFPE (n=§)
Congervagdo limitada a transplante/transfosdo (n = 6)
Simulagio do tempo de armazenamento (n=4)
Impossibilidade de recuperar artigo apds contato com o
autor (n=73)

Matriz biologica ndo contemplada na revisio (n = 3)
Eesultados inconclusives (n=2)

Amostras ndo humanas (n=1)

Eevizdo Sistematica (n=1)

20




5.2 Principais achados para amostras de tecido:

Os 17 artigos referentes a amostras de tecidos incluidos nesta analise foram
publicados entre 2002 e 2019, e conduzidos em paises da Asia (41%; n = 7), América
do Norte (35%; n = 6), Europa (18%; n = 3) e América do Sul (6%; n = 1).

Os estudos incluiram em suas analises entre 12 e 3.197 amostras de tecidos
que tiveram origem, principalmente, de tumores (88%; n=15) extraidos de diferentes
regibes anatbmicas como, por exemplo, mama, pulmdo e coélon. As demais
publicacdes avaliaram amostras de tecido cerebral post-mortem (6%; n=1) e oriundos
de individuos portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) (6%; n=1).
A obtencgé&o dos tecidos foi feita predominantemente por meio de cirurgia (76%; n =
13).

O congelamento instantaneo (snap-freezing), preliminar ao armazenamento a
longo prazo foi, majoritariamente, o método de escolha para conservacdo das
amostras (76%; n = 13). O uso de RNALater®, uma solucdo comercial para
estabilizacdo e preservacdo do RNA que minimiza a necessidade de congelar
instantaneamente a amostra de tecido, foi reportado em duas publicacdes (12%) (LE
PAGE etal., 2013; ZHANG et al., 2016). Em duas publica¢des (12%) foram reportados
0 uso de composto OCT (Optimal cutting temperature) ou Cryomatrix® (DING et al.,
2004; LE PAGE et al., 2013), meios que permitem o corte de laminas de tecido
congelado.

A faixa de temperatura para o armazenamento das amostras variou entre -20
°C e -200 °C, sendo mais frequente o armazenamento a -80 °C, relatado em 82% das
publicacdes (n=14).

O tempo de armazenamento das amostras variou entre 1 e 27 anos, com uma
média de 10 anos.

A maioria das publica¢des incluidas tiveram como parédmetro de avaliacdo a
qualidade de acidos nucleicos, sendo 94% (n=16) referentes a RNA e 23% (n=4) a
DNA. Vale ressaltar que esses resultados ndo sdo mutuamente excludentes, podendo
uma mesma publicacdo avaliar ambos os biomarcadores.

Os principais métodos empregados para avaliacdo da qualidade dos acidos
nucleicos foram, para RNA, eletroforese capilar (algoritmo RIN - RNA Integrity

Number), presente em 81% das analises realizadas (n=13), seguido de
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espectrofotometria (64%; n = 10), reacdo em cadeia de polimerase — PCR (44%; n =7)
e, para DNA, a amplificacéo por PCR (75%; n=3), integridade por eletroforese em gel
de agarose (50%; n = 2) e a quantificacdo e pureza por espectrofotometria (50%; n=2).
Uma publicacdo utilizou o método de eletroforese capilar para avaliacdo da
integridade do DNA (KELLY et al., 2019).

O algoritmo RIN permite a classificagdo do RNA total com uma numeracéo de
1 a 10, sendo 1 correspondendo ao RNA mais degradado e 10 mais intacto. Valores
de RIN > 5 indicam boa qualidade do RNA total e RIN > 8 indicam RNA total em
perfeito estado para aplicacfes a jusante (downstream) (FLEIGE; PFAFFL, 2006).
Para Kap et al. (2014), RIN < 5 ndo sédo adequados para analises downstream, 5 <
RIN < 6 adequados apenas para RT-gPCR, 6 < RIN < 8 adequados para RT-gPCR e
ensaios de expressao génica e RIN = 8 adequado para todas as técnicas a jusante
(downstream).

Considerando essas definicbes, no que se refere as amostras de tecido, as
analises realizadas por meio do algoritmo RIN demonstraram viabilidade de grande
parte do RNA extraido dos diferentes tipos de tecidos, conservados a -80 °C (ou
menos) por periodos que variaram entre 1 e 27 anos.

Valor médio de RIN de 6,68 pbde ser calculado a partir da média apresentada
de forma individualizada em 6 publicacdes (ANDREASSON et al., 2013; AUER et al.,
2014; KELLY et al., 2019, OLIVIERI et al., 2014; ZHANG et al., 2016; ZHANG et al.,
2019). Em 03 publicacbes, o valor mediano de RIN apresentado foi 7.0 (OLIVIERI et
al., 2014; ZHANG et al., 2019). A analise conjunta dos dados apresentados em outras
8 publica¢cdes demonstra que, pelo menos, 71,6% das amostras apresentaram RIN =
7 (BAO etal., 2013;; KAP et al., 2014; LE PAGE et al., 2013; SHAH et al., 2019; SONG
et al., 2018; SUN et al., 2016; WHITE et al., 2018; ZHANG et al., 2019).

A qualidade do DNA pGde ser demonstrada pelo alto percentual de usabilidade
presente nas amostras avaliadas (pelo menos 80%), através da técnica de
eletroforese em gel de agarose, e pela boa amplificacdo dos genes de interesse por
PCR.

O tempo de isquemia foi reportado em 9 dos artigos selecionados (56%), sendo
a isquemia fria, compreendida pelo tempo entre a remocéao cirurgica do tecido e seu

congelamento (CONDELLI V. et al., 2014), presente em todos estes artigos. O tempo
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de isquemia fria observado nos relatos variou entre 10 e 70 minutos. Nao foram
relatadas alteracdes que pudessem ser atribuidas aos tempos avaliados.

Adicionalmente, informacdes relativas ao transporte dos materiais biolégicos
foram mencionadas por Kelly et al. (2019) e Song et al. (2017), que referiram amostras
resfriadas (4 °C) e congeladas (gelo seco), respectivamente.

A utilizacdo, ou nao, de terapia neoadjuvante foi referida por cinco autores
(33%) (ANDREASSON et al., 2013; BAO et al., 2013; GALISSIER et al., 2016; SONG
et al., 2018;; ZHANG et al., 2019). Nao foram relatadas interferéncias do tratamento
na qualidade dos tecidos, exceto por uma publicacdo, que indicou baixo valor de RIN
(5,3) atribuido a presenca de necrose e fibrose causada por quimioterapia e
radioterapia (ANDREASSON et al., 2013). Em duas publicacfes, os autores afirmam
nao terem analisado amostras oriundas de participantes submetidos ao tratamento
(BAO et al., 2013; GALISSIER et al., 2016;).

A ocorréncia, ou ndo, de ciclos de congelamento e descongelamento, foi
relatada em 17% (n=3) das publica¢cbes, apesar da importancia de se conhecer essa
informacdo. Para as amostras de tecido que foram submetidas ao ciclo de
congelamento e descongelamento, ndo foram observadas alteragdes nos resultados
que pudessem ser atribuidas a esse fato (OLIVIERI et al., 2014; SHAH et al., 2019).

N&o foram observadas correlacdes entre as condicbes de armazenamento e a
qualidade do &cido nucleico extraido, com a excecao de duas publicaces. Le Page
et al. (2013) observaram qualidade inferior do DNA obtido de amostras armazenadas
a -80 °C por até 9 anos, quando comparadas com amostras armazenadas em
temperaturas mais baixas. Zhang et al. (2016) observaram melhor qualidade do RNA
obtido de amostras armazenadas a -80 °C com uso de RNALAter®, em comparacao

com as gue foram conservadas sem o uso do estabilizante.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de tecido dos estudos selecionados (1/4)

Tempo maximo

Referéncia Pais N Trlgcoidd: x)ﬂgg&ga;g :rer?zfzeerr?;#’:ndtg de Método(s) empregado(s) Par;/r:ltia;r%s(,)de Principais achados
¢ armazenamento ¢
As condicdes avaliadas
Andreasson et al., Suécia 153 Endécrino SE em NL -80°C 27 anos Integridade por eletroforese Qualidade q:;?dggeet"ggrng
2013 FF capilar (algoritmo RIN) (integridade) de RNA . P
extraido (RIN médio =
7,1).
- Quantificagdo de RNA por RIN 5,8 (SD 2.8) para
espectrofotometria; - Rendimento e amostras armazenadas
- Integridade de RNA por lidade (integridad a-80°C;
o letroforese capilar; (algoritmo Qualidade (".1 egridace RIN 4,3 (SD 3,3) para
-80°C (49 € RIEI . e funcionalidade) de
Diversos amostras) = )’A ) RNA amostras armazenadas
Auer et al., 2014 EUA 98 NI 12 anos - Expresséo génica por B em NL.
FF NL fase de vapor - S - Rendimento e ~ .
(49 amostras) microarranjo; qualidade (integridade _Nao houve diferenca na
- Andlise de proteinas por ¢ estabilidade) de integridade de proteinas
espectrometria de massa . e razdo GAPDH e ACTB
(SELDI-TOF-MS, MALDI-TOF- proteinas entre os 02 métodos de
MS) conservacao.
Aproximadamente 80%
das amostras
apresentaram alto
Célon Quantificagao e integridade por Rendimento e ri??'?::ég gi"z T&i(;lg‘
Bao et al., 2013 China 102 SF -80°C 3 anos e 4 meses eletroforese capilar (algoritmo qualidade de RNA o .
FF RIN); (integridade) tumorais (48 de 51) e
! 67% tecidos normais (34
de 51). Tempo de
isquemia maximo de 60
minutos.
Rendimento de RNA
257 + 183 ng/mg.
Subunidades 18S e 28S
intactas presentes em
11/23 tecidos.
. - Quantificagéo e pureza por Rendimento e Tempo de
Ding et al., 2004 Canada 23 Pulm3o Uso OCT® ou Cryomatrix®. 70°C 10 anos espectrofotometr_ia; qualida_de de_ RNA armazenamento néo
v SFE em NL - RT-PCR convencional (pureza_, |nte_gr|dade e impactou. Amostras
(GAPDH, ILK, ACTB) funcionalidade) adequadas para estudos
de expressao génica.
Amplificacédo bem-
sucedida dos alvos.
(296-bp / 983-bp
GAPDH)
- Integridade por eletroforese RQI = 5 para 82.2% das
Gallissier et al., Célon o . capilar (algoritmo RQI); Qualidade de RNA amostras de tecido
2016 Franca 356 FF SFem NL -80°C Mais de 1 ano - 53'mRNA integridade por (integridade) tumoral, destas, 57.3%

gRT-PCR (TBP, B2M)

apresentaram RQI 27.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de tecido dos estudos selecionados (2/4)

I . . . Método para Temperaturade Tempo méaximo de Método(s) Parametros Lo
Referéncia Pais N Tipo de Tecido = SN Principais achados
conservacgao armazenamento armazenamento empregado(s) de avaliacdo
- Quantificagdo e pureza
por espectrofotometria; Rendimento e Usabilidade do DNA para, aproximadamente, 80% das
- RT-PCR (HPRT) qualidade amostras.
Jewell et al., ) o - PCR (HPRT); . ;
2002 EUA 151 Diversos NI -80°C 1ano - Integridade por (|nt(_agr|dgde € A usabilidade de RNA foi de aproximadamente 60%
funcionalidade) " . )
eletroforese em gel de de DNA e RNA (menor usabilidade em tecido de mama devido a
agarose; tecido adiposo).
- Northern Blot (G3PDH);
103 NL 1 ano 6 <RIN < 8 para 49,5% e RIN 2 8 para 43%
48 -80°C 20 anos 6 < RIN < 8 para 59% e RIN 2 8 para 41%
. Integridade por Qualidade
Ka§O<elt4al., Eail)s(es Diversos SF em isopentano -20°C sequido de - eletroforese capilar (integridade) de
axos 123 SOg"C 15 anos (algoritmo RIN) RNA 6 < RIN < 8 para 53.7% e RIN = 8 para 39%
24 NL 13 anos 6 < RIN < 8 para 25% e RIN 2 8 para 45,83%
- Quantificagéo e pureza Rendimento e
NL § de vapor por espectrofotometria; qualidade
Kelly et al., Canada a7 Diversos NI (faixaa:r?tree—lgg"oc 11 anos (pureza, As amostras apresentaram valores médios de RIN =
2019 FF 200° C - Integridade por integridade e 7.4 eDIN =6,5.
€- ) eletroforese capilar funcionalidade)
(algoritmo DIN e RIN) de DNA e RNA
- Tecidos congelados ~ -80°C (com e sem Razéo 260/280 esteve entre 1.8 e 2.0 (DNA). Cerca
em OCT (n= 15) RNALater) de 86% do DNA apresentou boa qualidade
- Quantificagéo e pureza Rendimento e (amplificagdo B-globulina)
por espectrofotometria; qualidade
. R ; f o -
LzIPezxgi;t Canada 135 Ovario - Tecidos congelados 150°C 9 anos Integridade de RNA por (pureza, O valor de RIN foi = 7 para 60% das amostras (n

em RNALater (n=11)

- SF em NL (n= 109)

-NL (com OCT sem
OCT)

eletroforese capilar
(algoritmo RIN);
-PCR (HBB)

integridade e
funcionalidade)
de DNA e RNA

80/135).

Tecidos armazenados em -80°C foram associados a
menor qualidade de DNA em comparagao ao
armazenamento em -150°C e NL.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de tecido dos estudos selecionados (3/4)

R . ) . Método para Temperaturade Tempo maximo de Método(s) Parametros de Lo
Referéncia Pais N Tipo de Tecido = s Principais achados
conservagao armazenamento armazenamento empregado(s) avaliacao
- Valor mediano de RIN 7,0 para amostras
189 Cabeca e pescogo NI -140°C 7 anos armazenadas até 8 meses e 6,2 para
amostras armazenadas por 7 anos.
Diluigao em agua livre - Quantificag&o por )
. ia: - Valor mediano RIN 7,0 aos 4 anos para
Olivieri et al., i RNA extraido de  de RNAse tratada com espectrofotometria; Rendimento e qualidade de concentragdo de 250ng/uL P
2014 Brasi 98 Tecido (cabecae  DEPC para ajustar em -80°C até 4 anos - Integridade por RNA (integridade) :
pescogo) concentragdes de RNA eletroforese capilar RIN 2,0 aos 12 meses e ND aos 4 anos
de 25 e 250 ng/ul (algoritmo RIN); para concentragéo de 25 ng/uL.
- - Média de RIN > 7 para maioria dos
3197 TL':‘rr’?o?s;Ifcli?\?grggs NI -140°C 12 anos tecidos e RIN < 5 para tecido do estdmago
e ovario.
- Quantificagéo e pureza
por espectrofotometria;
Pansare et i Tecido oral, mama, ) ‘Isr?;?rgorflg:i;deele\élAdzor Rendimento e qualidade Raz&o A260/A280nm entre 1.6 e 2.0
India 140 coloretal SF em NL -80°C 4 anos . 9 (pureza, integridade e Qualidade do DNA preservada em 87%
al., 2019 agarose; . .
FF . L funcionalidade) de DNA das amostras.
- Andlise qualitativa por
espectroscopia Raman;
- PCR (GAPDH)
- Quantificagéo e pureza
-?r?t;efizgzzoégt%nl:}?“%r Cerca de 50% das amostras tiveram RIN =
Shah et al . Cérebro, mama, elgtroforese ca iIaE Rendimento e qualidade 6.9 e razdo 260/280 < 2.04, 27% tiveram
” India 30 estdbmago e NI -80°C 4 anos e 2 meses ) p . (pureza, integridade e RIN = 5.0 e razdo 260/280 < 2.08. As
2019 . (algoritmo RIN); . . )
testiculo - Express30 génica por funcionalidade) de RNA demais amostras apresentaram RIN<5 e
real-time RT-PCR razéo 260/280 >2.08.
(RPS13, ACTB)
. . Integridade por . . .
Sonz%f; al, Coreia do Sul 549 Dlvglr:sos SFem NL -175°C (NL fase 6 anos eletroforese capilar Qualidade (integridade) de

vapor)

(algoritmo RIN)

RNA

RIN variou entre 7,4 e 9,8.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de tecido dos estudos selecionados (4/4)

Tempo maximo

Referéncia Pais N Tipo de Tecido Método para Temperatura de de Método(s) Paramgtrc{s de Principais achados
conservagao armazenamento empregado(s) avaliacéo
armazenamento
- Integridade por eletroforese RIN = 7 em aproximadamente 82% das
Rim - Expressdo genica por qiT-  Qualidade de RNA A0S L e
Sun et al., 2016 China 200 FF SF em NL -80 °C 2 anos e 6 meses PpCR (GAIgDH HIpF—lg (integridade e 9 ¢ P ’
HMOXL, FOS, JUN, BCL2, funcionalidade) RIN = 7 em apenas 4% dos tecidos normais
BAG1, EGFR, MMP-9) adjacentes.
- Quantificagcéo e pureza por
espectrofotometria;
- Integridade de RNA por Rendimento e
eletroforese capilar qualidade (pureza
. . ) A , . o
White et al., EUA 1068 Cérebro ) SF em mix de -80°C 23 anos (alqontrpo_ RIN); integridade e Mais de 80% das amostras presentaram RIN
2018 isopentano e gelo seco - Expresé&o génica por real- ) . 2 6.
) funcionalidade) de
time RT-PCR (PAK2, RNA
SERBP1, TUBA4A, ACO1,
NAPA, PRDXS5, ETFB,
GSTM5, MCTS1, ACTB)
- Avaliagdo de marcadores .
24 RNALater por 16 horas -80°C de estresse por IHQ - Avaliaggo de Valor médio de RIN 7,17.
(ERK512 e Peroxiredoxina marcadores de
SF a-196°C 16 V); estresse
Zhang et al., . 24 a- por -80°C - Quantificagéo e pureza de (proteinas); Valor médio de RIN 4.75.
2016 China Mama horas 5anos RNA por espectrofotometria; - Rendimento e
- Integridade de RNA por qualidade de RNA
_10@° eletroforese capilar (pureza, integridade
24 SFa-195°C por 16 -196°C (algoritmo RIN); e funcionalidade) Valor médio de RIN 6,96.
- Real-time PCR (GAPDH)
- Quantificagéo por Rendimento e
Zhang et al., . Gastrico ane espectrofotometria; qualidade RIN 6.58 + 1.71 (mediana 7.0), sendo que
2019 China %0 FF SFem NL 80°C 12 anos - Integridade por eletroforese (integridade) de 81.1% das amostras tinham RIN = 6.0.
capilar (algoritmo RIN); RNA

LEGENDA: DIN — DNA Integrity Number / FF — Fresh Frozen / NI — N&o Informado / NL — Nitrogénio Liquido / RIN — RNA Integrity Number / RQI — RNA Quality Indicator / SD — Standard Deviation /
SF — Snap-frozen
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5.3 Principais achados para amostras de sangue e derivados:

Os 17 artigos referentes a amostras de sangue e derivados foram
publicados entre 2004 e 2019 e conduzidos em paises da Europa (53%; n = 9),
Ameérica do Norte (29%; n = 5), Asia (12%; n = 2) e Africa (12%; n = 2). Os
estudos incluiram em suas andlises entre 2 e 2.758 amostras de sangue ou
derivados.

A faixa de temperatura para o armazenamento das amostras variou desde
a temperatura ambiente (maxima 37 °C) até -196 °C, sendo mais frequente o
armazenamento a -80 °C, presente em 59% das publica¢des (n=10).

O tempo de armazenamento das amostras variou entre 1 e 26 anos,
apresentando uma média de 10 anos.

De uma maneira geral, as andlises conduzidas nas amostras de sangue
e derivados tiveram como principal parametro de avaliacdo a qualidade de acidos
nucleicos (71%; n=12), sendo mais predominante analise de DNA (75%; n=9).
Para a quantificacdo do DNA, as técnicas mais empregadas foram
espectrofotometria e/ou fluorimetria (89%; n=8). A integridade do DNA foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose (56%; n=5). Outros ensaios
foram conduzidos, como os de expressao génica/marcadores genéticos, através
de diversas técnicas de PCR (78%; n=7).

Com relacdo a matriz bioldgica, 53% (n=9) dos artigos avaliaram a
qualidade de amostras de sangue total, 29% (n=5) utilizaram amostras de
plasma, 12% (n=2) amostras de camada leucocitaria (buff coat), 12% (n=2)
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e uma publicacdo avaliou
amostras de soro. Os achados ndo sdo mutuamente excludentes entre as
publicacdes. Portanto, uma mesma publicacdo pode ter avaliado mais de uma
matriz bioldgica.

Para as amostras de sangue total, as publica¢cbes avaliaram a qualidade
dos materiais coletados e armazenados sob diferentes métodos: 44% (n=4)
coletadas sob forma de machas de sangue secas (dried blood spots - DBS), 33%
(n=3) coletadas em tubos com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), uma
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coletada em tubo PAXgene® e uma coletada em tubo contendo acido citrico-
citrato de sédio-dextrose (ACD).

Das quatro publicacdes que avaliaram a qualidade de amostras de
manchas de sangue secas, 03 (75%) foram em coletas feitas em papel de filtro.
O tempo de armazenamento variou entre 15 e 26 anos (média de 19 anos) em
temperatura ambiente. Um subgrupo de amostras coletadas em papel de filtro
foi armazenado a -20 °C (SJOHOLM, DILLNER, CARLSON, 2007). Informac&es
sobre exposicéo ao calor, a luz solar, humidade, fatores que podem interferir na
estabilidade do material, ndo foram mencionadas pelos autores.

As amostras de sangue total conservadas em EDTA foram armazenadas
entre 1 e 19 anos, sob diferentes temperaturas, variando entre temperatura
ambiente e -80 °C, com e sem a presenca de aditivos (BULLA et al., 2016)

As amostras coletadas e armazenadas em tubo ACD e PAXgene® foram
conservadas a -80 °C por 1 e 7 anos para avaliagéo do rendimento e qualidade
de &cidos nucleicos DNA e RNA, respectivamente. Tubos PAXgene® possuem
um reagente especifico que protegem o RNA da degradacdo causada pelas
RNAses (TANG et al., 2019).

Os plasmas avaliados em cinco publica¢cdes foram obtidos a partir do
sangue coletado em tubo contendo EDTA. O tempo entre a coleta e
processamento, registrado em 4 publicacdes (80%), variou entre 1 e 2 horas.
Para o armazenamento a longo prazo, a temperatura de escolha foi -80 °C,
entretanto um artigo avaliou paralelamente a conservagéo a -20 °C (ZAVRIDOU
et al., 2018). O periodo de armazenamento variou entre 1 e 17 anos. As analises
conduzidas tiveram como alvos 4cidos nucleicos (n= 2/5), metabdlitos (n= 2/5) e
proteinas (n= 1/5).

Os buffy coats foram extraidos de amostras sangue coletadas em tubos
ACD e armazenados entre 1 e 10 anos sob temperatura de -80 °C.

As amostras de PBMC foram submetidas a protocolos de conservagéo
com o uso de solucdes crioprotetoras (dimetilsulfoxido - DMSQO) associados ao
soro fetal bovino (SFB), em diferentes concentracbes. O tempo de
armazenamento das amostras variou entre 2 e 10 anos e a faixa de temperatura

foi de -80 °C a -196 °C (incluindo nitrogénio liquido em fase de vapor).
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Amostras de soro foram avaliadas quanto ao rendimento e qualidade de
proteinas. Essas amostras foram processadas em, no maximo 1,5 horas e
armazenadas a -80 °C por um periodo de 17 anos (HASSIS et al., 2015).

O tempo entre a coleta e o processamento foi reportado em 5 de 9
publicacdes (55%), variando entre 1 e 2 horas para amostras de soro e plasma,
e ocorreu de forma imediata para amostras de DNA extraidos de buffy coat,
(HASSIS et al., 2015; PALTIEL et al., 2008; WAGNER-GOLBS et al., 2019;
ZAVRIDOU et al.,, 2018; FERRO GALLEGO et al., 2019). Para as demais
publicacbes (n=8) esse parametro foi considerado “ndo aplicavel”, pois
compreendem amostras armazenadas em tubos primarios de coleta ou em papel
de filtro.

Parametros de centrifugacdo foram reportados em 6 de 9 publicacdes
(67%). Para avaliagdo de rendimento e qualidade de acidos nucleicos, as
amostras foram processadas entre 530 xg e 3.838 xg, por periodos que variaram
entre 8 e 30 minutos. FERRO GALLEGO et al., 2019; MYCHALECKYJ et al.,
2011; WONG,; LO; CHEUNG, 2004; ZAVRIDOU et al., 2018). Para analises de
proteinas e metabolitos, o processamento foi feito entre 1.800 xg e 2.000 xg,
entre 10 e 20 minutos (HASSIS et al., 2015; PALTIEL et al., 2008). Os cenarios
apresentados néo interferiram na qualidade das amostras avaliadas.

Adicionalmente, informacdes relativas ao transporte das amostras foram
reportadas em 04 publicacdes (23%), com temperaturas que variaram desde a
ambiente a —-150 °C (CHEN et al., 2018; MYCHALECKYJ et al., 2011; PALTIEL
et al., 2008; SARZOTTI-KELSOE et al., 2014). N&o foram observadas
interferéncias das condi¢des de transporte na qualidade das amostras.

O uso de medicamentos pelos participantes que tiveram suas amostras
analisadas néo foi relatado nas publicacoes.

A ocorréncia, ou ndo, de ciclos de congelamento e descongelamento, foi
reportada em 4 de 14 publicagdes (28%). Para as amostras que foram
submetidas ao ciclo de congelamento e descongelamento, nao foram
observadas alteracdes significativas que pudessem comprometer integralmente
a qualidade das amostras (HASSIS et al.,, 2015; PALTIEL et al.,, 2008;

ZAVRIDOU et al., 2018). Para as demais publicacdes (n=3) esse parametro foi
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considerado “ndo aplicavel”’, pois compreendem amostras armazenadas em

temperatura ambiente.
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras de sangue e derivados dos estudos selecionados (1/5)

. . Material Método para Temperaturade Tempo méaximo de Método(s) Parametros de Lo
Referéncia Pais N S ~ D Principais achados
bioldgico conservagéo armazenamento armazenamento empregado(s) avaliagédo
Conservados em
6 papel absorvente
- Quantificagdo por Perfis genéticos completos e
Cardoso et al., Espanha DBS Pedaco de "cotio” Temperatura 15 anos fluorometria; Perfil de marcadores  confiaveis obtidos para todas as 26
2010 P 8 ¢ ambiente - Andlise STR por STR amostras. Adequado para
eletroforese capilar. autenticacéo genética.
Tecido de algodédo
12 n&o colorido
- Integridade por eletroforese Dados de expresséo génica podem
capilar (algoritmo RIN); ser gerados de mRNA de amostras
Temperatura - Expresséo génica por qRT- Qualidade de RNA armazenadas até 16 anos a
Ho et al., 2016 EUA 106 DBS Papel de filtro Ambiente (n&o 16 anos PCR (genes "housekeeping" (integridade e temperatura ambiente. No entanto
controlada) PPIA, ACTB e GAPDH); funcionalidade) h& uma diminuigdo ao longo do
- Expresséo génica por tempo. Portanto, amostras DBS até
microarranjo 6 anos sdo recomendadas.
Degradacédo do DNA com o tempo
e ) ) de armazenamento.
. d%ugﬂtlilczﬁg;};&eegg%ag.«a Rendimento e Amostras inadequadas para
Rahikainen et - Papel de Filtro (Cartao Temperatura po ! qualidade de DNA estudos gendmicos em larga
Finlandia 32 DBS ® : 16 anos - Anélise STR por - ) S e
al., 2016 FTA®) Ambiente o (integridade e escala, pode ser mais dificil a
eletroforese capilar; funcionalidad b %0 do DNA i
-LD-PCR (CYP2D6) uncionalidade) obtenc&o do DNA intacto.
- Quantidade suficiente de DNA
para fins de identificacdo humana.
- Quantificacéo por
10 -20°C 22 anos fluorom_etrla e real-time PCR; Performance similar 4 de amostras
- Integridade por eletroforese p
. ) I rescas.
Sjoholm; em gel de agarose; Rendimento e Método de escolha. em comparacio
Dillner; - ! - MDA (amplificacéo de qualidade de DNA C parag
Suécia DBS Papel de filtro X . ) a temperatura ambiente para
Carlson, 2007 deslocamento mdltiplo); (integridade e -
o d - - analises SNP.
(@) - Andlises SNP por real-time funcionalidade) .
i Baixo peso molecular do DNA
Temperatura PCR (TagMan); devido a degradagéo
10 - 26 anos - Andlises SNP por ’
ambiente

espectrometria de massa
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras de sangue e derivados dos estudos selecionados (2/5)

A . Material . = Temperaturade Tempo maximo de Método(s) Parametros T
Referéncia Pais N A Método para conservagéo o Principais achados
biolégico armazenamento armazenamento empregado(s) de avaliacdo
-20°C
32 Armazenamento a -80°C garante alta
Sem aditivos (apenas EDTA) qualidade e rendimento de DNA.
32 -80°C Maiores rendimentos de foram obtidos
. com a adi¢céo do DNAgard antes do
- Quantificagdo por
: descongelamento das amostras
espectrofotometria o o
UV/Vis e fluorometria; arm_agenadas a-20°C e -80°C.
40 ’ Adicdo do DNAgard antes do
Temperatura ambiente Integridad Rendimento e armazenamento das amostras a -
Bulla et al 100uL de DNAgard adicionado a eIe;roI};rgfsleaeni pglrde qualidade de 80°C demonstrou ter o mesmo
2016 Suica 32 Sangue Total 300uL de sangue total com EDTA -20°C 1lano agarose: 9 DNA rendimento de extracio de DNA das
antes do armazenamento 9 ’ (integridade e amostras baseline. No entanto,
o . funcionalidade) guando armazenadas a -20°C, o
32 -80°C - LD-PCR; rendimento médio do DNA extraido
- I caiu progressivamente ao longo do
- Andlise de metilagado . ;
periodo avaliado. Em temperatura
o de DNA (22 genes). biente. DNAgard també
100uL de DNAgard adicionado a ambiente, gard tambem
32 300uL de sangue total com EDTA -20°C demonstrou ser uma alternativa
um pouco antes do aceitavel. Metilagdo do DNA n&o foi
32 descongelamento. -80°C afetada pelas condicdes avaliadas.
- Quantificagdo e pureza
por espectrofotometria; . DNA de alta qualidade, quantidade e
e Rendimento e A . = .
Chen et al Africa do - Quantlflca(;ao por qualidade de pureza pdde ser extraldo_. Na&o foi
o 2.758 Sangue Total Sangue coletado em EDTA -30°C 19 anos fluorometria; observada queda no rendimento do
2018 Sul } DNA (pureza e
- Integridade por integridade) DNA com o tempo de
eletroforese em gel de 9 armazenamento,
agarose.
18 -70°C Armazenamento a -20°C e 4°C séo
- equivalentes a -70°C para estabilidade
18 -20°C - Espectrometria de Este?é)::gﬁ?;de de Cd, Mn, Pb, Se e Hg por pelo
Tevis et al massa com plasma essenciais no menos 3 anos. Deve-se evitar
N EUA 18 Sangue Total Sangue coletado em EDTA 4°C 3 anos indutivamente acoplado armazenamento em temperatura
2018 3 = sangue total N o o PN
com célula de reagéo (Cd. Mn, Pb ambiente (23°C e 37°C), devido &
18 23°C dinamica (DRC-ICP-MS) ! TN reducao de recuperagdo de Se e Hg,
Se e Hg) . )
além do desenvolvimento de
18 37°C coagulos.
Quando mantidas a -80°C, 90% das
- Quantificagéo e pureza  Rendimento e amostras apresentaram RNA com
Tang et al Amostras coletadas em Tubos por espectrofotometria; qualidade de qualidade suficiente para analises a
9 v China 300 Sangue total -80°C 7 anos - Integridade de RNA por RNA jusante. Das 300 amostras, 19
2019 PAXgene . . X .
eletroforese capilar (integridade, apresentaram coagulos e, portanto,
(algoritmo RIN) pureza) menor rendimento e integridade do

RNA.
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras de sangue e derivados dos estudos selecionados (3/5)

R p e Método para Temperaturade Tempo méaximo de Método(s) Parametros de L
Referéncia Pais N Material biol6gico x S Principais achados
conservacao armazenamento armazenamento empregado(s) avaliagcéo
) Quantific:;l(;é;ote putrgz.a Apesar de haver uma queda de rendimento
30 Sangue Total por espect:_ffo otometria; em funcéo do tempo de armazenamento, 0s
) Q?Ian ! 'Cagta."_p‘” Rendi " DNA extraido de todas as amostras foram
Ferro Sangue coletado Inrgg;z?;dgior quaﬁgaéjn;%l%?\m funcionais guando avaliados por PCR e
Gallego et Espanha -80°C 1 ano ) ) . gPCR. Todas as amostras foram positivas
al., 2019 em tubos com ACD eletroforese em. gel de (pu;eza_, mt(T%n((jjade e para os genes avaliados. No entanto, 0
PCR agarose, | (HGH uncionalidade) sangue total deve ser escolhido para
Camada B con\|/_|el_r1Ac)|F>na ( ! obtencéo de DNA de alta qualidade e maior
30 leucoplaquetaria (buffy - Real-time PCR (GAPDH) performance.
coat)
- Quantificagdo e pureza
) por espectrofotometria; Rendimento e DNA e Buffy Coat p‘Zdem Ser armazen_ados
. Camada Sangue total foi o - por até 9 anos a -80°C e ainda produzir alto
Mychaleckyj P . - Andlises SNP por real- qualidade de DNA :
EUA 120 leucoplaquetéaria (buffy ~ coletado em tubo -80°C 9 anos - . rendimento de DNA, adequados para
etal, 2011 time PCR (TagMan); (pureza e L o x J
coat) ACD. o . ) andlises de associa¢@o gendmica ampla e
- Andlises SNP/CNV por funcionalidade) o
outros testes genéticos.
GWAS
Sangue coletado
em tubos EDTA - Quantificacéo e pureza
para avaliagdo de ~ PBMC: 24 horas em de DNA e RNA por
70 PBMC RN,A -80°C §egy|do de espe(_;tlrofogometrla, Obtencéo de células viaveis (60%) que
Para aliquota transferéncia para - - Quantificagdo de DNA Rendimento e odem ser utilizadas para fins de cultura de
PBMC: Meio RPMI 196°C. por fluorometria; R p ; P p
. qualidade de DNA e células, estudos de proteinas etc.
Ortega- +40% SFB e - Integridade de DNA e RNA RNA ido de PBM |
Pinazo et al Espanha DMSO 10% 10 anos RNA por eletroforese em ; (_pureza, O RNA extraido de C apresentou alta
o . integridade e qualidade, integridade e funcionalidade.
2019 gel de agarose; . ’ Y
funcionalidade) e O DNA extraido de buffy coat apresentou alta
- PCR (HGH) e RT-PCR P ) b
(HIST1H4A) viabilidade celular qualidade, compatradof a DNA extraido de
i LY amostras frescas.
70 DNA (obtldc: de buffy Sangtu%COI:éago DNA obtido do buffy convencionais;
coat) em tubos coat: -80°C - Viabilidade celular por
excluséo de azul tripano
A viabilidade e recuperacéo das amostras de
Sarzotti- e PBMC PBMC conservado Contagem e viabilidade PBMC foram mannda_s (jurante 0 periodo de
Kelsoe et al EUA/Africa 406 (Amostra coletada por em 90% SFB + NL em fase de 2 anos celular em hemacitdmetro Contagem e avaliggo.
2014 do Sul leucaférese) DMSO 10% vapor (corantes vitais) viabilidade celular A viabilidade média foi de 97,4% para todas

as amostras e 99% das amostras
apresentaram recuperagdo média de 86,7%
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras de sangue e derivados dos estudos selecionados (4/5)

A . Material Método para Temperaturade  Tempo méaximo de Método(s) A o L
Referéncia Pais A = Parametros de avaliagdo Principais achados
biolégico conservagcdo armazenamento armazenamento empregado(s)
Sangue coletado
em tubos No soro, houve diminuigéo da proteina
20 Soro revestidos em L alfa-2-macroglobulina. No plasma, houve
silicone sem - Quantificacdo de diminuig&o da proteina alfa-2-
Hassis et al., aditivos . proteinas totais por ensaio Rendimento e qualidade de macroglobulina e proteinas C1QB e
EUA -80°C 17 anos colorimétrico (BCA); . R ;
2015 - Quantificagio de proteinas inibidor de C1 mais abundantes.
tel L%: MS/MS Até 03 ciclos de congelamento e
20 Plasma Sangue coletado proteinas por LL- descongelamento n&o impactou na
em K2EDTA qualidade das amostras.
Sangue coletado Aumento nos niveis de Vitamina E com 2
em EDTA anos de avaliagéo
Estabilidade de metabolitos em A cavaliagao
A ificacs stod | odi | | Diminuigao nos niveis de triglicerideos
Paltiel et al Noruega ) mostras Quanti icacao por metodos _ plasma (59 10, co estero_, apods 1 ano de avaliagédo
o 40 Plasma aliguotadas em -80°C 2 anos analiticos rotina em triglicerideos, acidos graxos livres, -
2008 EUA . P o Para amostras que foram submetidas ao
placas de 96 laboratérios clinicos. vitamina E, aspartato congelamento e descongelamento. a
pocos seladas aminotransferase) 'ge scong !
Y - maioria dos metabdlitos permaneceu
com "Easy pierce . L .
; ian estavel nos 10 primeiros ciclos.
heat sealing foils
- Espectrometria de massa
por cromatografia em fase Durante os 7 primeiros anos 98% dos
Wagner- gasosa (GC-MS); Estabilidade de metabolitos em metabolitos permaneceram estaveis. Apos
9 Sangue coletado o plasma (aminoécidos, carboidratos, esse periodo, alteragdes significativas
Golbs etal., Alemanha 2.398 Plasma -80°C 16 anos fia liqui linidi | Y § incinal linidi
2019 em EDTA - Cromatografia |qU|da_ ipidios complexos, acidos graxos, oram observ,aQas, principal men}e ipidios
acoplada a espectrometria vitaminas etc.) complexos, acidos graxos, moléculas do
de massas em tandem metabolismo energético e aminoécidos.
(LC-MS/MS)
Sangue coletado Adicao do reagente foi capaz de manter o
o em EDTA. . .
Wong; Lo; Uso do reagente RT-PCR convencional mRNA estavel durante todo o periodo
Cheung, China 25 Plasma Trizol no Igsma -80°C 3 anos (CTNNB1, ACTB) Qualidade de RNA (funcionalidade) avaliado (detecgdo de B-catenina e -
2004 P ! actina). Isolamento de mRNA n&o viral de
antes do ;
alta qualidade.
armazenamento.
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Tabela 2 — Caracteristicas das amostras de sangue e derivados dos estudos selecionados (5/5)

. ) Tempo maximo . A
Referéncia Pais N Material Método para Temperatura de P de Método(s) Parametros de Princinais achados
biol6gico  conservagdo armazenamento armazenamento empregado(s) avaliagédo P
- Quantificagéo de
Sangue RNA e DNA por
coletado em ?E&efggégfmggig DNA submetido a conversao por bissulfito de
EDTA. or E&T—PCRg(CKlg sédio é estavel quando armazenado a -20°C e -
Zavridou et - DNA o o porgq X ! Estabilidade do DNA 80°C por até 1 ano. Mesmo quando submetido a
Grécia 2 Plasma N -80°C e -20°C 1 ano B2M); . .
al., 2018 submetido a - Avaliagdo de DNA metilado CTC ciclos de congelamento e descongelamento,
C(i)r;:s&?fﬁg ESO metilado por PCR
so6dio

metilagdo-especifica
em tempo real (ACTB,

SOX17, BRMS1)

apresentaram qualidade para serem usadas em
anélises moleculares a jusante (downstream).

Unico / STR - Repeticdes Curtas em Tandem

LEGENDA: CTC- Células Tumorais Circulantes / DBS — Dried Blood Spots / DMSO - Dimetilsulféxido ou Sulféxido de Dimetilo / SFB — Soro Fetal Bovino / SNP - Polimorfismo de Nucleotideo

36



6. DISCUSSAO

A revisdo sistematica da literatura foi conduzida de modo a identificar as
condigBes pré-analiticas, nas quais foram submetidas as matrizes biolégicas (tecido,
sangue e derivados) avaliadas em cada publicacdo incluida, bem como a viabilidade
dos marcadores de interesse. A partir das informacgdes sintetizadas, este trabalho
acrescenta ao conhecimento na area visto que ainda é necessario entender como as
amostras bioldgicas sao afetadas por variaveis pré-analiticas e se essas variaveis
agem de forma semelhante nas matrizes biol6gicas (YONG; DRY; SHABIHKHANI,
2014).

Para as amostras de tecidos, diversos fatores que ocorrem entre a resseccao
e analise podem potencialmente afetar a amostra e, consequentemente, os resultados
obtidos. Esses fatores incluem, além do tempo de isquemia e o tempo de
armazenamento, a ocorréncia de ciclos de congelamento e descongelamento (MA,;
DAI; KONG, 2012). Quanto ao tempo de armazenamento, para Huang et al. (2017),
este constitui um dos maiores problemas quando se trata de conservacdo de acidos
nucleicos, isso porque o armazenamento a longo a prazo implica na degradacgéo
gradual produzindo uma diminui¢éo na qualidade dos biomarcadores.

A maior parte das publicacfes incluidas nesta revisdo avaliaram o rendimento
e qualidade de acidos nucleicos, sendo mais predominante a avaliacdo de RNA nas
amostras de tecido e DNA nas amostras de sangue.

E sabido que o RNA é mais sensivel e, portanto, se degrada mais facilmente
devido ao efeito catalisador da enzima RNAse (JACKSON et al., 1990). Isso faz com
gue as suas condi¢cbes de armazenamento sejam mais estritas.

De uma maneira geral, as variaveis relacionadas ao tempo e temperatura de
armazenamento ndo influenciaram negativamente na qualidade das amostras de
tecido. A integridade dos &acidos nucleicos esteve mais relacionada as caracteristicas
do tecido tumoral como, por exemplo, tipo de cirurgia (laparoscopia), localizagao do
tumor, tipo de tumor (gastrointestinal, ovario) e condi¢des histolégicas envolvendo
presenca de necrose, percentual de estroma e tecido adiposo (ANDREASSON et al.
2013; GALISSIER et al. 2016; JEWELL et al. 2002; OLIVIERI et al. 2014).
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Oitenta e dois por cento das amostras de tecidos avaliadas nesta revisdo foram
armazenadas a -80 °C, por um periodo maximo de 27 anos. Apesar de as diretrizes
da IARC (2017) referirem o0 armazenamento em nitrogénio liquido como método ideal
guando se trata de longo prazo, por mais de cinco anos, os resultados aqui obtidos
demonstraram que a conservacgao a -80 °C também pode ser uma alternativa factivel
para manutencdo das amostras biologicas.

Embora seja um parametro critico, o tempo de isquemia foi reportado em 56%
(n=9) das publicacdes, sendo predominante a isquemia fria (100%). A tolerancia ao
tempo de exposicao a isquemia fria esta relacionada ao tipo de tecido avaliado. De
acordo com Viana et al. (2012), tecidos do célon e da tireoide, sdo mais sensiveis a
variacdes relacionadas a isquemia fria, enquanto os oriundos do estdmago e pulméo
sdo menos sensiveis. Além disso, o tempo de isquemia fria avaliado nas publicacdes
incluidas (entre 10 e 70 minutos) nao foi relacionado a interferéncias na qualidade das
amostras de diferentes tecidos. Apesar disso, alguns autores recomendam que o0
tempo de isquemia fria seja limitado a 30 minutos para garantir, de forma mais
eficiente, a integridade do RNA (VIANA et al., 2012; HONG et al., 2010).

Apés a resseccao, a maior parte das amostras de tecido avaliadas foram
estabilizadas por meio de congelamento instantaneo (snap-freezing) em nitrogénio
liquido, isopentano ou gelo seco. Esse procedimento, considerado por alguns autores
o “padrao ouro” na preservacao de tecidos, permite mitigar alteracbes na expressao
génica e em proteinas (JEWEL et al., 2002; MICKE et al., 2006; SHABIHKHANI et al.,
2014). A utlizagdo do reagente RNAlater constitui um método alternativo para
estabilizacdo das amostras. Alguns autores referem que essa técnica viabiliza a
preservacdo do RNA de forma comparavel as amostras estabilizadas por meio do
congelamento instantaneo (snap-freezing), quando ndo demonstram ser ligeiramente
mais eficazes (HENTZE et al., 2019; LINDNER et al., 2019). Esses achados sao
compativeis com os resultados encontrados nas publica¢des incluidas nesta revisao,
cujas amostras foram preservadas em RNAlater e armazenadas a -80 °C (LE PAGE
et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Outro método de estabilizacdo, consiste na aplicagcdo do OCT, um composto
gue permite a realizacéo de cortes histolégicos de tecidos congelados. Ao contrario
do que demonstram algumas publicagbes, as quais mencionam dificuldades para
extragdo de RNA de qualidade (ANDREASSON et al.,, 2013; YONG, DRY,
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SHABIHKHANI, 2014), a técnica empregada por Ding et al. (2004) e Le Page et al.
(2013) néo pareceu interferir na qualidade dos &cidos nucleicos extraidos. Resultados
semelhantes foram observados por Esteva-Socias et al. (2020), que comparou quatro
meétodos de estabilizacdo de amostras de tecido pulmonar armazenadas por até cinco
anos, incluindo o uso do composto OCT associado ao congelamento instantaneo em
nitrogénio liquido, demonstrando bom desempenho na preservacdo do RNA,
comparaveis ao grupo de amostras estabilizadas em RNAlater®.

Ciclos de congelamento e descongelamento podem ocorrer por falha do
equipamento de armazenagem, frequentes aberturas de porta ou, até mesmo, quando
um material biolégico é amostrado repetidas vezes para andlise (Yu et al., 2017). No
presente trabalho, apenas duas das publica¢cdes referiram a ocorréncia destes ciclos.
O numero de ciclos nao foi informado por Olivieri et al. (2014) e Shah et al. (2019)
informaram ter havido um ciclo, no qual a temperatura subiu de -80 °C para -20 °C.
Em ambos os cenérios, ndo foram relatadas alteracbes que pudessem ser atribuidas
a flutuacdo da temperatura. Outros autores referem perda de qualidade de RNA
extraidos de tecido de cancer de mama e gastrointestinais que foram submetidas a
repetidos ciclos de congelamento e descongelamento (WANG et al. 2015; HU et al,
2017). Yu et al. (2017), observaram que a ocorréncia de até 03 ciclos nao interfere na
qualidade do RNA extraido de tumor pulmonar. Fan et al. (2019) demonstraram a
viabilidade de acidos nucleicos de tecidos do colon ap6s exposicdo a sete ciclos de
congelamento e descongelamento. Cabe ressaltar que as Boas Préaticas recomendam
gue essas excursdes de temperatura sejam evitadas, mas, caso ocorram, devem ser
documentadas (CAMPBELL et al., 2018).

Além de amostras de tecido, neste estudo também foram avaliados os impactos
de variaveis pré-analiticas em amostras de sangue e derivados, conservados sob
diferentes métodos.

Amostras de sangue total conservadas sob a forma de manchas de sangue
secas (DBS) apresentaram sinais de degradacdo do DNA e RNA relacionadas ao
tempo de armazenamento, que variou entre 16 e 26 anos. Entretanto, as amostras
permaneceram viaveis para avaliacdo de marcadores STR e SNP, além de estudos
de expressdo génica, a partir do RNA extraido (SJOHOLM, DILLNER, CARLSON,
2007; RAHIKAINEN et al., 2016; HO et al., 2016). Outros autores demonstraram a
eficiéncia do método de conservacéo para extracao de acidos nucleicos. Haak et al.
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(2008) obtiveram sucesso na obtengcéo de RNA a partir de DBS armazenados por 9
anos a temperatura ambiente, enquanto Gauffin et al. (2009) demonstraram
resultados semelhantes em amostras armazenadas por 20 anos. As Boas Praticas
para Repositérios recomendam o uso de papel de filtro para a preservacdo de DBS
em temperatura ambiente, desde que o armazenamento ndao exceda 15 anos
(CAMPBELL et al., 2018).

Quando o sangue total foi armazenado a longo prazo em seu tubo primario
contendo EDTA (com e sem DNAgard®), ACD ou armazenado em tubo PAXgene®,
0s &cidos nucleicos extraidos se mantiveram preservados, mesmo com o cendrio de
armazenamento a -30 °C por 19 anos. No entanto, outros autores sugerem que a
extracdo do DNA do sangue total coletado em EDTA seja feita 0 mais breve possivel,
apos terem observado queda de aproximadamente 40% do rendimento total do DNA
extraido dessa matriz em amostras armazenadas a -20 °C por 95 dias (ALROKAYAN,
2000)

Para o RNA extraido de sangue total conservado a -80 °C, o uso de tubo
PAXgene possibilitou a extracdo de RNA de alta qualidade e integridade, mesmo apo6s
armazenamento por sete anos. Resultados semelhantes foram encontrados por
Stephenson et al. (2020), com valores médios de RIN = 8,49 para amostras
armazenadas por até 10 anos a -80 °C.

Analises de proteinas a partir de amostras de soro e plasma demostram pouca
interferéncia das condicdes de processamento e armazenamento na viabilidade dos
alvos, mesmo quando submetidos a 3 ciclos de congelamento e descongelamento
(HASSIS et al., 2015). Mateos et al. (2016), concluiram que as proteinas presentes no
plasma, ao nivel do peptideo, sdo resistentes aos ciclos de congelamento e
descongelamento. No entanto, outras variaveis pré-analiticas, relacionadas em
temperatura entre coleta e processamento, além de parametros para centrifugacéo
das amostras, constituem fatores que podem interferir no rendimento de proteinas no
plasma (DANIELS et al., 2019).

Quando se trata de metabdlitos, também é possivel observar grande
estabilidade dos analitos no plasma. Amostras armazenadas a -80 °C apresentaram
apenas alteracdes nos niveis de triglicerideos e vitamina E, apds um e dois anos de
armazenamento, respectivamente. Quando submetidas a ciclos de congelamento e

descongelamento, observou-se maior instabilidade nos acidos graxos (PALTIEL et al.,
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2008). Os achados de Wagner-Golbs et al. (2019), demonstraram que 98% dos
metabolitos permaneceram estaveis nos primeiros sete anos de armazenamento a -
80 °C. As classes de acidos graxos, lipidios complexos, aminoacidos e moléculas do
metabolismo de energia sdo as que exibiram maior sensibilidade contra o
armazenamento a longo prazo. Esses achados séo semelhantes com os
apresentados por Pinto et al. (2014), que demonstraram estabilidade das amostras
armazenadas a -80° C por, aproximadamente, dois anos. Alteracdes nos niveis de
lipideos foram observadas nas amostras submetidas a cinco ciclos de congelamento
e descongelamento.

Amostras de PBMC conservadas em nitrogénio liquido ou em fase de vapor,
apresentaram recuperacao celular em torno de 86%, quando armazenadas por até
dois anos (SARZOTTI-KELSOE et al., 2014). Observa-se que 0 aumento no tempo de
armazenamento (até 10 anos) promove queda de cerca de 40% na viabilidade celular,
em comparacdo as amostras frescas, entretanto, para RNA, alta pureza e qualidade
foram mantidas (ORTEGA-PINAZO et al., 2019). Com relacao a viabilidade celular, os
resultados encontrados por Kleeberger et al. (1999) demonstraram viabilidade celular
de, aproximadamente, 90% sugerindo ndo haver uma tendéncia de perda celular ao
longo do tempo avaliado (12 anos).

Para amostras de buffy coat, observou-se que amostras armazenadas por até
nove anos a -80 °C apresentaram rendimentos de DNA adequados, entretanto, 0 uso
de sangue total para obtencdo de DNA de melhor qualidade e performance foi
pontuado por Ferro-Gallego et al. (2009).

De uma forma geral, a viabilidade biologica dos marcadores de interesse em
cada publicagéo incluida foi demonstrada sob as condi¢des pré-analiticas as quais
foram submetidas. Entretanto, a maioria das publicacdes deixaram lacunas quanto
alguns parametros importantes de serem conhecidos como, por exemplo, a ocorréncia
ou nao de ciclos de congelamento e descongelamento e tempo de isquemia (tecidos
sélidos), bem como fatores intrinsecos aos individuos cujos materiais foram coletados
(uso de medicamentos, idade, sexo, tabagismo, entre outros).

Apesar de as buscas terem sido realizadas em quatro bases de dados para
pesquisa biomédica, artigos que seriam elegiveis para esta revisdo possivelmente ndo
foram triados. Além disso, devido a extensa diversidade de biomarcadores existentes,

€ possivel presumir que existe uma lacuna néo explorada nesta revisdo. Entretanto,
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0s principais alvos utilizados na pesquisa biomédica, por exemplo, acidos nucleicos,
foram contemplados e frequentemente reportados nas publica¢des incluidas. Esses

aspectos constituem limitacdes do trabalho apresentado.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel sintetizar, por meio de uma revisdo sistematica, a
literatura publicada em bases de dados indexadas, apresentando as condi¢Oes de
conservagao e armazenamento a longo prazo das duas principais matrizes biolégicas
armazenadas nos biobancos credenciados no territdrio nacional (tecidos, sangue e
derivados), identificadas a partir da consulta realizada a aba publica do Sistema
Plataforma Brasil.

As publicagdes avaliadas nesta revisdo sugerem que a maioria das amostras
de tecidos, sangue e derivados apresentaram boa qualidade nas condi¢cdes pré-
analiticas avaliadas. Os materiais bioldégicos devem seguir estritos padrbes de
gualidade em todas as etapas percorridas, desde a sua extracdo, até o0 momento da
andlise. Importante ressaltar que todos esses parametros, além dos fatores inerentes
aos individuos, devem ser conhecidos e registrados, pois além de garantirem maior
rastreabilidade, também fornecem informacdes associadas aos materiais bioldgicos.

Os achados apresentados neste estudo fornecem maior compreensao a
respeito da influéncia de algumas variaveis pré-analiticas na integridade de
biomarcadores. A caracterizacdo de amostras para demonstrar a viabilidade dos alvos
de interesse representa o cenario mais fidedigno para avaliar a qualidade dos
materiais a serem incorporados nos biobancos. Entretanto, considerando o volume
restrito de recursos biolégicos, a disponibilizacdo para a comunidade cientifica deve
ser priorizada. Desta forma, o artigo a ser publicado a partir deste estudo, permitira
gue curadores de biobancos possam ponderar sobre a incorporagao de amostras que
foram submetidas as condi¢Bes avaliadas em seus acervos. Além disso, os dados
apresentados também poder&o pautar politicas de qualidade aplicaveis as amostras

ja armazenadas em biobancos.
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ANEXO A - ltens do checklist a serem incluidos no relato de revisao sistematica

ou meta-analise

Secédo/Tépico

TITULO
Titulo
RESUMO

Resumo
estruturado

INTRODUCAO
Racional

Objetivos
METODOS

Protocolo e
registro

Critérios de
Elegibilidade

Fontes de
Informacgao

Busca

Selecdo dos
estudos

Processo de coleta
de dados

Lista dos dados

Risco de viés em
cada estudo
Medidas de
sumarizacao
Sintese dos
resultados

Risco de viés entre
os estudos

Andlises adicionais

RESULTADOS
Selecédo dos
estudos
Caracteristicas dos
estudos
Risco de viés entre
os estudos

Resultados de
estudos individuais

Sintese dos
resultados
Risco de viés entre
os estudos

Analises adicionais
DISCUSSAO
Sumario da
evidéncia
Limitacdes
Conclusdes
FINANCIAMENTO

Financiamento

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Iltem do checklist

Identifique o artigo como uma revis&o sistematica, meta-andlise ou ambos.

Apresente um resumo estruturado incluindo, se aplicavel: referencial teérico; objetivos; fonte de dados;
critérios de elegibilidade; participantes e intervengGes; avaliagdo do estudo e sintese dos métodos;
resultados; limitagGes; conclusdes e implicagdes dos achados principais; nimero de registro da revisdo
sistematica.

Descreva a justificativa da reviséo no contexto do que ja é conhecido.
Apresente uma afirmagdo explicita sobre as questdes abordadas com referéncia a participantes,
interveng6es, comparacdes, resultados e desenho de estudo (PICOS).

Indique se existe um protocolo de revisdo, se e onde pode ser acessado (ex. enderego eletrdnico), e, se
disponivel, forneca informagdes sobre o registro da reviséo, incluindo o nimero de registro.

Especifique caracteristicas do estudo (ex. PICOS, extenséo do seguimento) e
caracteristicas dos relatos (ex. anos considerados, idioma, se é publicado) usadas como critérios de
elegibilidade, apresentando justificativa.

Descreva todas as fontes de informagéo na busca (ex. base de dados com datas de cobertura, contato
com autores para identificacdo de estudos adicionais) e data da ultima busca.

Apresente a estratégia completa de busca eletrnica para pelo menos uma base de dados, incluindo os
limites utilizados, de forma que possa ser repetida.

Apresente o processo de selegdo dos estudos (isto €, busca, elegibilidade, os incluidos na revisédo
sistematica, e, se aplicavel, os incluidos na meta-analise).

Descreva o método de extracdo de dados dos artigos (ex. formas para piloto,

independente, em duplicata) e todos os processos para obtengéo e confirmagéo de dados dos
pesquisadores.

Liste e defina todas as variaveis obtidas dos dados (ex. PICOS, fontes de financiamento) e quaisquer
suposicdes ou simplificacdes realizadas.

Descreva os métodos usados para avaliar o risco de viés em cada estudo (incluindo a especificagéo se foi
feito durante o estudo ou no nivel de resultados), e como esta informacéo foi usada na andlise de dados.

Defina as principais medidas de sumarizagao dos resultados (ex. risco relativo, diferenca média).

Descreva os métodos de andlise dos dados e combinacéo de resultados dos estudos, se realizados,
incluindo medidas de consisténcia (por exemplo, 12) para cada meta-andlise.

Especifique qualquer avalia¢éo do risco de viés que possa influenciar a evidéncia cumulativa (ex. viés de
publicacéo, relato seletivo nos estudos).

Descreva métodos de andlise adicional (ex. analise de sensibilidade ou anélise de

subgrupos, metarregressao), se realizados, indicando quais foram pré-especificados.

Apresente nimeros dos estudos rastreados, avaliados para elegibilidade e incluidos na reviséo, razbes
para exclusao em cada estagio, preferencialmente por meio de gréafico de fluxo.

Para cada estudo, apresente caracteristicas para extragdo dos dados (ex. tamanho do estudo, PICOS,
periodo de acompanhamento) e apresente as citagdes.

Apresente dados sobre o risco de viés em cada estudo e, se disponivel, alguma avaliagdo em resultados
(ver item 12).

Para todos os desfechos considerados (beneficios ou riscos), apresente para cada estudo: (a) sumario
simples de dados para cada grupo de intervencéo e (b) efeitos estimados e intervalos de confianca,
preferencialmente por meio de gréaficos de floresta.

Apresente resultados para cada meta-andlise feita, incluindo intervalos de confianca e medidas de
consisténcia.

Apresente resultados da avaliagio de risco de viés entre os estudos (ver item 15).

Apresente resultados de andlises adicionais, se realizadas (ex. anélise de sensibilidade ou subgrupos,
metarregressao [ver item 16]).

Sumarize os resultados principais, incluindo a for¢a de evidéncia para cada resultado; considere sua
relevancia para grupos-chave (ex. profissionais da saude, usuérios e formuladores de politicas).
Discuta limitagdes no nivel dos estudos e dos desfechos (ex. risco de viés) e no nivel da

revisdo (ex. obtencéo incompleta de pesquisas identificadas, relato de viés).

Apresente a interpretacéo geral dos resultados no contexto de outras evidéncias e implica¢es para
futuras pesquisas.

Descreva fontes de financiamento para a revisdo sistematica e outros suportes (ex. suprimento de dados),
papel dos financiadores na reviséo sistematica.

Relatado na
pagina n.

Capa

23-27/31-35

52

Vi

11
12

14

14

17

17

14

15

16

NA

NA

NA

NA

NA

19

NA

NA

NA

NA

NA

20

40

42

NA



ANEXO B - Fluxograma com as diferentes fases de uma revisao sistemética

Selecao Identificacdo

Hegibilidade

Inclusao

N. de relatos identificados no banco
de dados de buscas

N. de relatos identificados em
outras fontes

N. de relatos apés efiminar os duplicados

N. de relatos rastreados

N. de relatos excluidos

N. de artigos em texto completo
avaliados para elegibilidade

N. de artigos em texto completo excluidos,
com justificativa

-

N. de estudos incluidos em
sintese qualitativa

|

N. de estudos incluidos em
sintese quantitativa (meta-andlise)

53



