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Resumo

Objetivo: O Estudo das Condições de Vida e Saúde de Pomerode, SC (SHIP-Brasil),
conduzido pela Universidade Regional de Blumenau, visa estratificar os fatores de risco e
genéticos eventualmente existentes na gênese das mais variadas doenças. Para tal são
necessários exames laboratoriais, antropométricos, genéticos e de imagem para a defini-
ção das mesmas e o acompanhamento de sua evolução. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade das amostras armazenadas no biorrepositório do estudo, que podem
ser utilizadas para pesquisas de biomarcadores no futuro. Métodos: Foram avaliadas
amostras de soro em jejum de 56 voluntários. Os analitos estudados foram glicose,
colesterol total, creatinina e transaminase glutâmico-pirúvica (ALT), após 1, 2 e 3 anos de

armazenamento a -80ºC. Os resultados foram analisados com o Teste t de Student e de

acordo com o Erro Permitido Máximo para cada analito. Resultados: Não encontramos

evidências de que as amostras do Estudo SHIP-Brasil possam perder a sua qualidade

após serem armazenadas por longos períodos. Conclusão: Os Procedimentos

Operacionais Padrão (POPs) estabelecidos estão adequados para o processamento e

preservação das amostras.

Palavras-chave

Estudos de coortes; Marcadores biológicos; Bancos de espécimes biológicos; Estabilidade

proteica; Preservação de amostras; Manejo de espécimes

INTRODUÇÃO

O presente trabalho faz parte de um estudo de coorte
na população de Pomerode, SC (SHIP-Brasil; Study of

Health in Pomerode), conduzido pela Universidade Regio-
nal de Blumenau, a fim de estratificar os fatores de risco e
genéticos eventualmente existentes na gênese das mais
variadas doenças. Para tal são necessários exames labora-
toriais, antropométricos, genéticos e de imagem para a
constatação dos mesmos e o acompanhamento de sua evo-
lução. O estudo em Pomerode é um estudo multicêntrico
tendo como âncora o projeto SHIP SC (Study of Health in

Pomerania) conduzido na região da Pomerânia Alemã.(1)

Este estudo já se encontra em andamento há mais de 15
anos, na Universidade de Greifswald, e a colaboração dos
pesquisadores de lá conosco permitirá também a utilização
dos dados obtidos na Alemanha para efeitos de compara-
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ção. Pomerode é uma cidade fundada por imigrantes
pomeranos que mantêm vivas a tradição e a cultura
germânicas. Do ponto de vista da saúde, apresenta algu-
mas particularidades, como elevadas taxas de suicídios e
de câncer de pele e elevada mortalidade por doenças
cardiovascular entre outras, combinadas com indicadores
sociais considerados de primeiro mundo.

Os objetivos do trabalho foram avaliar a estabilidade
das amostras de soro e assim a garantia da qualidade do
processamento destas amostras para exames e armaze-
namento no biorrepositório do estudo, possibilitando o es-
tabelecimento futuro de parâmetros hematológicos e
bioquímicos básicos para a definição das condições de
saúde e doença. Foram criados e implantados os Procedi-
mentos Operacionais Padrão (POPs) para a realização dos
exames bioquímicos e hematológicos necessários ao estu-
do SHIP-Brasil, no que tange aos aspectos pré-analíticos e
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pós-analíticos, notadamente os POPs para a operacio-
nalização da coleta, transporte e processamento das amos-
tras biológicas do estudo, os POPs para a operacionalização
do Biorrepositório de Amostras Biológicas do estudo SHIP-
Brasil, bem como o sistema de registro e controle das amos-
tras e alíquotas armazenadas no Biorrepositório.

Foi assim conduzido um estudo da estabilidade das
amostras de soro armazenadas no Biorrepositório do
SHIP-Brasil. Para este fim, biomarcadores de diferentes
naturezas químicas foram avaliados em amostras de soro
armazenadas para verificar se estas mantêm a sua esta-
bilidade durante um longo período de armazenamento após
o processamento a que foram submetidas. Os bio-
marcadores avaliados foram glicose como representante
dos carboidratos, colesterol total como representante dos
lipídios, creatinina representando um catabólito nitrogenado
não proteico e alanina aminotransferase (ALT) como
enzima.

MATERIAL E MÉTODOS

– Amostragem: A população do SHIP-Brasil constituiu-
se de amostragem aleatória simples por sete estratos de
faixa etária e sexo a partir de 20 anos, com intervalos de 10
anos; considerando a população por sexo de cada faixa
etária, prevalência de 50%, precisão de 5% (IC de 95%),
20% para perdas e 20% para análise de confundimento,
calculada em 3.091 pessoas da população de 27.759 habi-
tantes de Pomerode, SC (IBGE 2010). Para minimizar pro-
blemas com perdas e baixa adesão, a amostragem da po-
pulação a ser convidada a participar do estudo foi aumen-
tada para 4.000 indivíduos. Foram incluídos no estudo os
indivíduos que residem no município há pelo menos seis
meses, com 20 anos de idade ou mais. São excluídos do
estudo os indivíduos que possuem qualquer limitação de
ordem física ou mental que o impeçam de responder aos
questionários, realizar exames, ou que se recusaram a as-
sinar o TCLE. É aplicado um amplo questionário geral com
variáveis socioeconômicas, demográficas, de estilo de vida,
médico-assistenciais e mentais. São realizados ainda exa-
mes de ultrassonografia de fígado e carótidas, abdômen total
e de calcâneo (para estimativa de risco de fratura óssea). A
participação dos indivíduos no estudo SHIP-Brasil, bem
como o uso das amostras biológicas e seus resultados, foi
aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universi-
dade Regional de Blumenau sob o nº 33/2012. O estudo é
financiado pelo Edital FAPESC/PPSUS 2012.

– Amostras biológicas: Dos participantes que assim
o autorizam, são coletadas amostras de sangue total, soro,
plasma, urina, saliva, swab nasal, de orofaringe, de língua,
de bolsas gengivais (quando detectadas), raspado endo-
cervical e fezes.(1)  As amostras são processadas e armaze-
nadas em ultrafreezer a -80ºC.(2)  Dos voluntários do projeto

SHIP-Brasil, foram selecionados vinte do ano de 2014, for-
mando o Grupo 1, vinte do ano de 2015, formando o Grupo
2, e vinte  do ano de 2016, formando o Grupo 3. O critério
de exclusão para os Grupos 1 e 2 foi o de não haver resulta-
dos laboratoriais no banco de dados do estudo, e no Grupo
3 também o de não terem sido realizados os exames no
mesmo laboratório encarregado de realizar os testes a par-
tir de 2016. O número total de amostras obtido foi 56. Cada
amostra foi testada em uma nova alíquota, a partir do pri-
meiro semestre de 2016 (2016/1), a cada seis meses (2016/
2 e 2017/1), de forma a verificar uma eventual tendência
significativa de alterações dos resultados. Para a análise
estatística, foram excluídos os dados das dosagens discre-
pantes (outliers) cuja diferença de resultado entre o valor de
referência (primeira dosagem realizada no laboratório de
rotina) tenha ultrapassado 1,96 vezes o desvio padrão mé-
dio dos primeiros resultados, pela maior probabilidade de
se tratarem de erros aleatórios dentro de um intervalo de
confiança de 95%.

– Processamento das amostras: As amostras bioló-
gicas utilizadas foram de soro coletado em jejum. Essas
amostras foram separadas em até 12 alíquotas de 500 uL
em criotubos e armazenadas em freezer a -80ºC. A cada
seis  meses, uma destas alíquotas foi retirada do freezer -
80ºC para a realização das determinações laboratoriais.

– Avaliação laboratorial das desordens metabólicas

e danos em órgãos: Os distúrbios metabólicos e danos em
órgãos nos voluntários do Estudo SHIP-Brasil foram avalia-
dos inicialmente através dos resultados laboratoriais de
hemoglobina glicada (HbA1c), glicemia em jejum, glicemia
pós-sobrecarga, ALT, gama-GT, colesterol total, triglicerí-
deos, HDL-c, e creatinina sérica. Os testes foram realiza-
dos por laboratório clínico de rotina e calibrados com pa-
drão rastreável a material de referência internacional, de
acordo com as instruções dos fabricantes. Os procedimen-
tos para o controle de qualidade dos processos foram rea-
lizados de acordo com as normas do Programa Nacional
de Controle de Qualidade (PNCQ), e das normas ISO 15.189
e NBR 14.500.

– Estudo de estabilidade: Os exames de glicose e
colesterol total foram realizados segundo metodologia
Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil); já os exames de crea-
tinina e ALT foram realizados segundo a metodologia da
Kovalent (São Gonçalo, RJ). Nos Grupos 1 e 2 foram fei-
tas as determinações da concentração de glicose,
colesterol total e creatinina; no Grupo 3 também foi avalia-
da a atividade de ALT, estabelecendo-se curvas de ten-
dência para estimativa da estabilidade dos analitos em
relação aos limites de variabilidade aceitos, para que os
resultados não ultrapassem o erro total permitido para as
diferentes análises laboratoriais.(3)

– Análise estatística: Os dados obtidos foram trata-
dos por estatística paramétrica, como o Teste t de Student,
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média, desvio padrão e diferença média, com o auxílio do
programa MS Excel, considerando o intervalo de confiança,
de acordo com as recomendações do grupo STARD.(4)

RESULTADO E DISCUSSÃO

As Tabelas 1 a 4 a seguir apresentam os resultados
das dosagens de glicose, colesterol total, creatinina e ALT
determinadas em novas alíquotas a cada seis meses (2016/
2 e 2017/1), em comparação com os resultados laboratoriais
originais determinados em 2016/1. Os dados são apresen-
tados como média e desvio padrão, valor de P calculado
pelo Teste t de Student entre cada análise, bem como a di-

ferença média entre os resultados obtidos a cada semestre
para efeitos de comparação com o Erro Permitido Máximo
para cada analito, ou seja, 7% para Glicose, 9% para
Colesterol e Creatinina, e 27,5% para ALT.(3)

Observando os dados é possível perceber que as aná-
lises realizadas em nosso laboratório de pesquisa (2016/2
e 2017/1) apresentaram, de maneira geral, diferenças em
relação aos valores originais determinados pelo laborató-
rio clínico de rotina.

Essas diferenças aparentam ser uma combinação de
erro aleatório e erro sistemático. O erro aleatório fica evi-
dente pelo maior desvio padrão em muitos de nossos resul-
tados (Figura 1), e o erro sistemático pela discrepância de

Tabela 1. Média (desvio padrão) dos resultados dos testes de Glicose realizados a cada seis

meses (2016/2, 2017/1 e 2017/2) e a diferença média entre estes (≠Μédia) em alíquotas das

amostras coletadas em 2014 (Grupo 1), 2015 (grupo 2) e 2016 (Grupo 3). EPM: Erro Permitido

Máximo.

2016/1 2016/2 P1
≠Média1

(EPM=7%)
2017/1 P2

≠ Média2

(EPM=7%)

Grupo 1

(2014)

186(31)

n=15

**149(20)

n=4

0,002 -21% *177(29)

n=10

0,023 7%

Grupo 2

(2015)

118(63)

n=19

**163(58)

n=19

<0,001 29% **226 (131)

n=19

0,001 23%

Grupo 3

(2016)

118(63)

n=19

**163(58)

n=19

<0,001 29% **226 (131)

n=19

0,001 23%

1Comparação dos resultados entre 2016/2 e 2016/1; 2comparação dos resultados entre 2017/1 e 2016/2.

*/**: diferenças estatisticamente/extremamente significativas.

Tabela 2. Média (desvio padrão) dos resultados dos testes de Colesterol Total realizados a
cada seis meses (2016/2, 2017/1 e 2017/2) e a diferença média entre estes ( ≠≠ Média) em

alíquotas das amostras coletadas em 2014 (Grupo 1), 2015 (grupo 2) e 2016 (Grupo 3). EPM:

Erro Permitido Máximo.

2016/1 2016/2 P1
≠Média1

(EPM=9%)
2017/1 P2

≠ Média2

(EPM=9%)

Grupo 1

(2014)

234(47)

n=17

151(7)

n=2

0,109 -27% 200(45)

n=2

0,204 0%

Grupo 2

(2015)

213(41)

n=19

**198(32)

n=19

0,001 -4% **279(51)

n=11

<0,001 28%

Grupo 3

(2016)

186(31)

n=20

192(30)

n=20

0,056 2% **253(43)

n=10

<0,001 22%

1Comparação dos resultados entre 2016/2 e 2016/1; 2comparação dos resultados entre 2017/1 e 2016/2.

*/**: diferenças estatisticamente significativas.

Tabela 3. Média (desvio padrão) dos resultados dos testes de Creatinina realizados a cada seis

meses (2016/2, 2017/1 e 2017/2) e a diferença média entre estes ( ≠Média) em alíquotas das

amostras coletadas em 2014 (Grupo 1), 2015 (grupo 2) e 2016 (Grupo 3). EPM: Erro Permitido

Máximo.

2016/1 2016/2 P1
≠Média1

(EPM=9%)
2017/1 P2

≠ Média2

(EPM=9%)

Grupo 1
(2014)

1,35(0,29)
n=17

**0,64(0,19)
n=173

<0,001 -123% 1,01(0,38)
n=2

0,112 38%

Grupo 2

(2015)

0,92 (0,19)

n=19

*0,58(0,10)

n=4

0,018 -28% 2,04(1,67)

n=2

0,082 34%

Grupo 3

(2016)

0,78(0,16)

n=20

0,56(0,04)

n=5

0,038 -22% **2,34(1,17)

n=193

<0,001 72%

1Comparação dos resultados entre 2016/2 e 2016/1; 2comparação dos resultados entre 2017/1 e 2016/2.

*/**: diferenças estatisticamente significativas. 3Não foram excluídos os valores discrepantes da análise

pois todos apresentaram uma diferença maior que 1,96x o desvio padrão dos resultados de 2016/1
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valores que não se explica por uma linha de tendência con-
dizente com uma eventual degradação das amostras.

Por exemplo, os valores de glicose tiveram uma dimi-
nuição significativa de 2016/1 para 2016/2 no Grupo 1, o
que poderia indicar uma degradação do analito na amos-
tra, mas a diferença foi inversa nos Grupos 2 e 3, o que só
poderia ser explicado por uma concentração dos analitos
por evaporação da amostra, por mal fechamento dos
criotubos. Entretanto, essa concentração teria que ocorrer
também com os tubos armazenados desde 2014 (Grupo
1), e não somente nos tubos de amostras mais recentes
(2015 e 2016). Esse padrão, que poderia explicar uma con-
centração da amostra, não se observa para os resultados
de colesterol entre 2016/1 e 2016/2 nos Grupos 2 e 3, ob-
servando-se o mesmo bias (erro sistemático) negativo no
Grupo 1 neste período. Inclusive, entre 2016/1 e 2016/2, nos
Grupos 2 e 3 as diferenças médias para o colesterol estão
dentro no Erro Permitido Máximo (EPM), mas não em 2017/
1 em relação a 2016/2, exceto no Grupo 1. Assim, é eviden-
te uma combinação de erros sistemáticos e aleatórios em
nossas análises, como causa da variabilidade observada.
O mesmo se observa com os resultados de creatinina, com
uma diferença bem maior em relação ao EPM. Para ALT,
foi possível fazer a avaliação apenas no Grupo 3, pois os
demais não tiveram este analito determinado em suas amos-
tras por questões operacionais. No primeiro período (2016/
1 e 2016/2, o EPM ficou dentro do limite estabelecido, ape-
sar de o Teste t indicar que a diferença foi significativa para
os novos valores menores. No segundo período (2016/2
versus 2017/1) observamos resultados maiores, o que se-
ria indicativo de concentração da amostra, o que não é cor-
roborado pelos resultados do primeiro período.

Para essas variações foram encontradas as seguin-
tes possibilidades. O espectrofotômetro que foi utilizado
para as análises desta pesquisa é um aparelho utilizado em
aulas práticas de graduação, já um tanto antigo e que não
sofre manutenção periódica e nem é submetido a um pro-
cesso de controle de qualidade interno e externo. Da mes-
ma forma, as micropipetas utilizadas têm mais de 10 anos
de uso e não calibradas. Além disso, nesta pesquisa foram
utilizados reagentes e padrões de marcas diferentes daque-
les utilizados nos testes de rotina, o que acarreta uma varia-
bilidade adicional.

Tabela 4. Média (desvio padrão) dos resultados dos testes de ALT realizados a cada seis meses

(2016/2, 2017/1 e 2017/2) e a diferença média entre estes (≠Média) em alíquotas das amostras

coletadas em 2016 (Grupo 3). Nos períodos de 2014 (Grupo 1) e 2015 (grupo 2) não foram
realizadas as dosagens desta enzima. EPM: Erro Permitido Máximo.

2016/1 2016/2 P1 ≠Média1

(EPM=27,5%)
2017/1 P2 ≠ Média2

(EPM=27,5%)

Grupo 3
(2016)

19(8)
n=20

*17(7)
 n=14

0,015 -24% **34(22)
n=9

0,009 41%

1Comparação dos resultados entre 2016/2 e 2016/1; 2comparação dos resultados entre 2017/1 e 2016/2.

*/**: diferenças estatisticamente significativas

Assim, estes dados não demonstram evidências de
degradação das amostras acondicionadas no biorre-
positório do Estudo SIP-Brasil, com uma linha de tendência
consistente de aumento ou diminuição dos resultados ao
longo do tempo.

Protocolos padronizados são necessários para obter
perfis imparciais em várias dosagens em longos períodos
de tempo e permitir análises estatísticas confiáveis. Fato-
res já determinados que podem causar variabilidade são o
tempo de coagulação da amostra de sangue e temperatura
a que as amostras são submetidas.(5) O processamento pré-
analítico é essencial para a manutenção da qualidade das
amostras para a determinação de biomarcadores séricos,
e mesmo assim ainda não foi totalmente caracterizado. Por
exemplo, o armazenamento a temperatura ambiente, ao in-
vés de refrigeração, antes da centrifugação, pode afetar sig-
nificativamente os níveis de muitos metabólitos.(6) Foi de-
monstrado que a coagulação do sangue a temperatura am-
biente resulta em concentrações maiores de metabólitos do
que sob refrigeração.(7) Além disso, o tipo de tubo utilizado
afeta os resultados. A utilização de tubos com gel de polímero
afeta a concentração de metabólitos dos aminoácidos como
alanina, prolina e treonina, de glicerolípidos e metabolitos
primários como ácido aconítico e ácido lático, em compa-
ração ao uso de tubos convencionais.(8) Assim, vemos que
padronização é essencial. É muito importante também que
o processo garanta que as amostras venham a ser armaze-
nadas a -80ºC e o mais rapidamente possível, uma vez que
muitos analitos podem não ser estáveis a temperaturas mais
baixas.(9) O congelamento imediato das amostras após a
centrifugação é um aspecto chave, pois alguns analitos po-
dem apresentar alteração se a demora chegar a 24 horas.(10)

Não só amostras com marcadores sensíveis, como de
estresse oxidativo, mas também proteicos como Proteína
C Reativa, homocisteína e ALT devem ser armazenadas a -
80ºC.(11) Entretanto, é necessário prever que o armazena-
mento a longo prazo a -80º pode preservar metabólitos e
mesmo DNA por muitos anos, mas o RNA se torna instável
em 5 anos de armazenamento. E de maneira geral, per-
manece não resolvido se o armazenamento a partir de -
150°C proporciona vantagens significativas em relação a
-80°C.(12)  Outros analitos, como marcadores urinários,
podem não ser estáveis em períodos maiores que 5
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Figura 1. Distribuição com média e 1,96 vezes o desvio padrão dos resultados obtidos pelo laboratório clínico de referência (2016/1) e os dados de

nosso laboratório de pesquisa (2016/2 e 2017/1), para os valores de Glicose, Colesterol, Creatinina e ALT nas amostras avaliadas, com linha de

tendência polinomial. Todos os dados estão representados, sem exclusão dos valores discrepantes (outliers).

anos.(13) Entretanto, para a maioria dos analitos séricos,
incluindo hormônios, se espera estabilidade por ao me-
nos 3 décadas de armazenamento, exceto alguns, que
podem apresentar alteração significativa já a partir de 15
anos, como lipídeos (exceto colesterol total), apolipo-
proteínas, e prolactina.(14)

Apesar destas informações, continua a haver uma fal-
ta de padronização no gerenciamento de qualidade entre
os biobancos e consenso sobre quais indicadores de qua-
lidade fornecem ferramentas de desempenho ideal e infor-
mações para amostras biológicas. Ainda, é improvável que
um único marcador forneça a informação ideal sobre as
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amostras, mas sim um painel de marcadores que avalie a
integridade molecular do seu tempo de vida parece ser ne-
cessário. (15) Como se vê, a obtenção de amostras de alta
qualidade requer a implementação de procedimentos
operacionais padrão para controlar as variáveis pré-analíti-
cas nos biobancos. Atualmente, a maioria dos biobancos
não controla estas variáveis ao coletar, processar e arma-
zenar suas amostras.(16)

De qualquer maneira, é salutar a repetição do pre-
sente estudo nesta linha, com um maior financiamento, e
fazendo todas as dosagens em um laboratório clínico de
referência, com um sistema de controle de qualidade ana-
lítico bem instituído, e preferencialmente o mesmo labora-
tório onde as determinações originais foram realizadas,
para confirmar a estabilidade das amostras submetidas
ao processo de aliquotamento e armazenamento do Estu-
do SHIP-Brasil.

Gostaríamos de ressaltar que o escopo, a natureza e
a oportunidade deste estudo são inéditos no Brasil. Não se
identificou na literatura revisada estudo epidemiológico na-
cional que além de medir a incidência ou prevalência de
uma grande gama de doenças e condições, também estu-
dasse sua possível causalidade genética, cultural e
ambiental. A opção pelo município de Pomerode para este
estudo justifica-se pela oportunidade de se realizar um es-
tudo multicêntrico com o SHIP-Study of Health in Pomerania

realizado na região da Pomerânia na Alemanha, que será
capaz de fornecer dados para dimensionar a associação
do fator genético, semelhante nessa população, com fato-
res de ordem ambiental, distintos nos dois grupos. A Uni-
versidade Regional de Blumenau possui convênio com a
Ernst-Moritz-Arndt Universität Greifswald para diversas áre-
as de atuação e neste estudo multicêntrico.

Este projeto representa uma grande oportunidade ao
permitir comparações entre populações que apresentam
grandes semelhanças relacionadas ao fator genético e cul-
tural e grandes diferenças em relação ao fator ambiental.
Os dados obtidos nesse estudo, de base populacional para
Pomerode-SC, poderão servir de base para o planejamen-
to da atenção em saúde do município. Pomerode conta com
cobertura total do município com equipes de Estratégia
Saúde da Família cadastradas em sistema informatizado
único.

Além disso, os dados obtidos poderão servir para o
controle de qualidade dos sistemas municipais, além de
permitir a construção de indicadores de saúde mais preci-
sos, e subsidiar o monitoramento e o planejamento da aten-
ção em saúde do município, extrapolados para o Estado e
o País, com base nos indicadores sociodemográficos exis-
tentes. Entretanto, para isso, é necessário que os resulta-
dos laboratoriais gerados sejam confiáveis, e que as amos-
tras biológicas coletadas tenham sua estabilidade garan-
tida para a realização de exames laboratoriais adicionais,

à medida que novas verbas forem captadas, ou novas
tecnologias e novos biomarcadores forem sendo desco-
bertos.
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Abstract

Objective: The Study of Health in Pomerode, SC (SHIP-Brazil),
conducted by the University of Blumenau, aism to stratify the genetic
and risk factors eventually existing in the genesis of the most varied
diseases. Laboratory, anthropometric, genetic and imaging examinations
are necessary to verify them and to monitor their evolution. This work

aimed to evaluate the quality of the samples stored in biorepositories,

such as samples of the SHIP Brazil project, which can be used for

future research. Methods: Fasting serum samples from 56 volunteers

were evaluated. Glucose, total cholesterol, creatinine and glutamic-pyruvic

transaminase (ALT) were measured after 1, 2 and 3 years of storage.

The results were analyzed using Student's t-Test and Maximum Permitted

Error for each analyte. Results: It was found no evidence that the SHIP-

Brazil Study samples may lose their quality after being stored for long

periods. Conclusion: The Standard Operating Procedures (SOPs)

established are suitable for the processing and preservation of samples.

Keywords

Cohort studies; Biological markers; Biological specimen banks; Protein

stability; Sample preservation; Specimen handling
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