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RESUMO

O Transplante de Ceélulas-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) baseia-se no principio de
infusdo de Células-Tronco Hematopoiéticas CD34", autélogas ou alogénicas, em um
receptor condicionado, consiste no tratamento de quimioterapia de alta dosagem
levando a uma ablagcdo da medula d6ssea. Até recentemente, apenas a Medula
Ossea (MO) era utilizada como fornecedora de células-tronco hematopoéticas, mas
outras fontes como o sangue de corddo umbilical (SCUP) e o sangue periférico (SP)
sdo alternativas de enxerto. A infusdo das células precursoras pode ser realizada
dias ou meses apds a sua coleta, nesta situagdo, o seu congelamento faz-se
necessario para que as celulas permanecam viaveis. Durante a criopreservagao e o
descongelamento, a principal causa para a morte celular ndo esta associada ao
armazenamento em longo prazo, a baixas temperaturas, mas sim aos processos de
resfriamento e aquecimento que ocorrem em diferentes temperaturas, o que pode
levar a formagédo de cristais de gelo e lise celular. O mecanismo de acédo do
crioprotetor é complexo e seu efeito protetor esta ligado a sua capacidade de se unir
as moléculas de agua no intracelular, ou na membrana celular, para evitar a
formacao de gelo no intracelular. O objetivo deste trabalho é elaborar um manual
técnico operacional de criopreservagao de células tronco hematopoiética do sangue
periférico (SP) e da medula 6ssea (MO). A metodologia empregada foi uma revisao
sistematica da literatura, considerando os métodos existentes em relacdo ao
processamento e criopreservagao das CTH e um conjunto de agbes organizacionais
conforme legislacdo vigente. Foi elaborado um manual técnico operacional que
inclui as descricbes do recebimento, processamento, crioprotetores utilizados,
metodologia de congelamento controlado e n&o controlado, utilizando freezer
mecanico, nitrogénio liquido e vapor e o controle de qualidade das células tronco
hematopoiéticas (CTH). Para maior seguranga no tratamento de pacientes
submetidos ao TCTH, o laboratério de criopreservacdo deve estabelecer critérios

que garantam a qualidade em todo o processo de congelamento e armazenamento.

Palavras-chave: Células-tronco hematopoiéticas; transplante de células-tronco
hematopoiéticas autélogo; criopreservagao.



ABSTRACT

Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) is based on the principle of infusion
of autologous or allogeneic CD34 + Hematopoietic Stem Cells into a conditioned
recipient. It is the treatment of high-dose chemotherapy leading to bone marrow
ablation. Until recently, only bone marrow (MO) was used as a supplier of
hematopoietic stem cells, but other sources such as umbilical cord blood (SCUP) and
peripheral blood (SP) are graft alternatives. The infusion of the precursor cells can be
performed days or months after their collection, in this situation, their freezing is
necessary for the cells to remain viable. During cryopreservation and thawing, the
main cause for cell death is not associated with long-term storage at low
temperatures, but rather with cooling and heating processes occurring at different
temperatures, which can lead to the formation of crystals of ice and cell lysis. The
mechanism of action of the cryoprotectant is complex and its protective effect is
linked to its ability to bind to water molecules in the intracellular or cell membrane to
prevent intracellular ice formation. The objective of this work is to elaborate an
operational technical manual for cryopreservation of hematopoietic stem cells from
peripheral blood (SP) and bone marrow (MO). The methodology used was a
systematic review of the literature, considering the existing methods in relation to the
processing and cryopreservation of HTCs and a set of organizational actions
according to current legislation. A technical operational manual was prepared, which
includes the descriptions of the reception, processing, cryoprotectants used,
controlled and uncontrolled freezing methodology, using mechanical freezer, liquid
nitrogen and steam and quality control of hematopoietic stem cells (HTCs). For a
greater safety in the treatment of patients undergoing HSCT, the cryopreservation
laboratory should establish criteria to guarantee quality in all freezing and storage

processes.

Keywords:
Hematopoietic stem cells; autologous hematopoietic stem cell transplantation;

cryopreservation.
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INTRODUCAO
1.INTRODUGAO

O Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH) baseia-se no
principio de infusdo de Células-Tronco Hematopoiéticas CD34", autélogas ou
alogénicas, em um receptor condicionado. O congelamento das células-tronco
hematopoiéticas (CTH) é necessario, pois a viabilidade em temperatura ambiente &
de cerca de setenta e duas horas (1). Contudo as limitagbes quanto a estabilidade
em cultura e a necessidade de criopreservacado dessas células por longos periodos
com garantia de suas fungbes, para aplicagdes clinicas, levaram a busca e ao
desenvolvimento de novos protocolos de criopreservagao (2). A viabilidade obtida
apés submeter as células a esse processo, depende basicamente de sua
capacidade de resistir a desidratacédo e ao dano mecanico decorrente da formagao
de cristais de gelo no seu interior (3). A formacgao de gelo, vitrificagdo, € amplamente
dependente de trés fatores: (l) viscosidade da célula; (Il) taxas de resfriamento e
aquecimento; e (Ill) volume do produto (4).

O resfriamento de células e tecidos interfere em diversas vias
metabdlicas, como na diminuicido da atividade da bomba de sddio e potassio, na
mudanca de fase dos lipidios da membrana plasmatica, na fungcdo de enzimas e na
precipitacdo de substancias. Nas técnicas de criopreservagao, as células sao
primeiramente tratadas com agentes crioprotetores, a fim de protegé-las dos danos
causados pela desidratacdo ou geragao de cristais de gelo. Estes danos estao
correlacionados com a velocidade com que a suspensao celular € congelada. A
desidratagcéo e a geragao de cristais de gelo ocorrem em baixas e altas velocidades
de congelamento, respectivamente. Os procedimentos que s&o aplicados, na
tentativa de minimizar esses danos, sdo basicamente dois: a utilizagdo de agentes
crioprotetores e a velocidade adequada da temperatura de congelamento (2)(5).

Outro aspecto a ser considerado € o transporte da célula colhida até o
laboratorio processador. A distancia entre o local de coleta e os centros de
processamento pode variar significativamente. O tempo ideal para processamento &
até 72 horas pods coleta, portanto, o tempo entre a colheita e 0 inicio da

criopreservacgao deve ser estabelecido para ndo comprometer a viabilidade das CTH

(6).
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Outro fator crucial para o sucesso da criopreservagao € a temperatura de
armazenamento. Alguns estudos sugerem que CTH mantidas entre -70 e -90 °C
podem ficar estaveis por meses ou anos. A manuteng¢ao em nitrogénio liquido a -196
°C, comparadas a fase de vapor e -80°C, protege mais efetivamente as células e os
tecidos dos danos que podem vir acontecer devido a exposi¢cao de temperaturas
mais elevadas, geradas pela abertura de suas tampas, se frequente (7). Porem, o
método de congelamento -80°C é tdo eficaz com custo acessivel quando comparado
ao nitrogénio liquido.

Atualmente n&o existem diretrizes estabelecidas em relacdo ao melhor
crioprotetor e ao volume ideal que deve ser utilizado. A maioria dos centros de

criopreservacgao tem desenvolvido e validado seus proprios protocolos.
2.0BJETIVOS

Elaborar um manual técnico operacional de criopreservacdo de CTH,do
sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO),baseado em estudos que garantam a
melhor técnica para a manutencdo do numero e viabilidade celular, durante o
periodo pds coleta, pré congelamento, congelamento e descongelamento, com

menor custo.

3. REVISAO DA LITERATURA

O TCTH é um tratamento efetivo para doencas hematoldgicas
neoplasicas (leucemias, linfomas) ou ndo-neoplasicas (anemia aplastica, talassemia,
anemia falciforme) ou doengas metabdlicas e auto-imunes (8)(9). Ele consiste no
tratamento de quimioterapia de alta dosagem levando a uma mieloablagéo e
posterior infusdo de CTH para reconstituicdo da fungcao da MO. Esta quimioterapia
prévia a infusdo das CTH é denominada de condicionamento.(9)

O tipo de TCTH pode ser classificado de acordo com o tipo de doador das
CTH. Transplante alogénico € aquele em que a CTH é fornecida por um doador que
nao € o paciente, este doador pode ser aparentado ou nao aparentado (9).

O transplante autélogo é aquele em que o doador das CTH é o préprio

paciente. O transplante singénico é quando o doador é um irm&o gémeo idéntico (9).
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O TCTH também pode ser classificado de acordo com a fonte de CTH. As
fontes de CTH sdo a MO, SP e o sangue de corddo umbilical (SCUP). O antigeno
CD34" é o identificador das células tronco pluripotentes (CTP) nos diferentes tipos
de enxerto. Ele esta presente em 1% a 4% das células da MO responsaveis pela
formacdo das coldénias hematopoéticas e que sao capazes de reconstituir a
hematopoese, indicando que as células progenitoras pluripotenciais estao presentes.
No entanto, as células CD34", na periferia, correspondem a 1/10 da concentracéo da
MO, em condigdes fisioldgicas normais (10).

Por este motivo, as CTP precisam ser mobilizadas com quimioterapia e/ou
fatores de crescimento de granuldcitos para se atingir o numero adequado no
sangue periférico e viabilizar o TCTH (10). Apds o condicionamento, o enxerto
geralmente é infundido a fresco, nos TCTH alogénicos, e nos autélogos podem ser
coletadas e criopreservadas para manter a viabilidade das CTH e posterior infusao
(11).

A reconstituicdo hematopoética apds a quimioterapia mieloablativa para
TCTH alogénico ou autdlogo depende do numero de células CD34" coletadas.
Segundo Sator et al.(11), um limiar minimo de 2-2,5 X 10 ® células CD34%/kg em
colheitas de SP foi associado com um enxerto adequado, mas a reconstituicao
acelerada foi observada com doses mais elevadas de células (11). Outros estudos
relataram que 2.5-5.0 x10 © células CD34" /kg sdo associadas com enxertia mais
rapida, mas as células CD34" minimas/kg no produto para o TCTH autdlogo no
foram definidas ou padronizadas.(12).

Para coletas de CTH-SP e CTH-MO autdlogas e ou alogénicas a
resolucao Brasileira RDC 214/2018 nao define o numero de células, mas diz que a
contagem celular deve ser relevante e com consentimento do médico do paciente
(13). Parkins et al.(14), demonstraram que nos TCTH autdlogos os enxertos
provenientes do SP contendo>5 x10 ° células CD34"/ kg podem ser armazenados,
durante a noite, em temperaturas entre 2-6°C, sem afetar negativamente o tempo de
enxertia precoce. Duvidas existem se 0 mesmo é verdadeiro para produtos contendo
entre 2 e 5 x10 °Células CD34"/ kg. O uso da criopreservagdo no dia seguinte
permite uma melhor avaliagdo do produto, controles da contaminacdo antes da
criopreservacdo e permite ao pessoal processar e congelar de forma mais

conveniente e econdmica, sem precipitacoes. (14).
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A criopreservagao de CTH é tipicamente feita utilizando o dimetilsulfoxido
(Me 2 SO) seguido de congelamento lento (5), com temperatura controlada, usando
equipamentos de congelamento controlado, ou congelamento mecanicos, sem
controle da temperatura.

No congelamento controlado, as CTH do corddo umbilical, MO e as do
SP, as temperaturas sdo reduzidas 1-2°C/min. até atingirem a -40°C. Apos atingir
esta temperatura, a reducao torna-se mais acelerada, 3-5°C/min., até chegar-120°C
(15). No congelamento néo controlado as CTH sao resfriadas a -4°C, e logo apés,
congeladas a temperatura de -80°C em congelador mecanico (15).

Ao longo dos ultimos 20 anos, as CTH do SP foram criopreservadas a -
196°C, -152°C, ou -80°C, refletindo as temperaturas do nitrogénio liquido, nitrogénio
em fase de vapor e congeladores mecanicos, respectivamente. O Nitrogénio em fase
de vapor € o mais utilizado para evitar a contaminagdo de agentes infecciosos
através do nitrogénio liquido(16).

Embora a criopreservagéo usando nitrogénio liquido e o congelamento
controlado sejam adequados para o armazenamento a longo prazo (mais de 10
anos), Detry et al.(16) mostraram que as CTH do SP submetido a congelamento n&o
controlado suportam a reconstituicdo hematopoiética (16).

No estudo retrospectivo de Detry et al.(16), a reconstituicao
hematopoética foi analisada em 666 pacientes que receberam TCTH com SP apods
congelamento a -80°C mantidos com uma duragao mediana de 500 dias (variagao
de 3 - 4148). Foram divididos conforme o periodo de armazenamento em trés
grupos. Grupo | armazenamento <6 meses (tempo mediano de criopreservagao:
51 dias, intervalo: 3 -180), Grupo Il de 6 a 12 meses (tempo mediano de
criopreservagao: 232 dias, intervalo: 186 - 359) e grupo Ill mais de 12 meses
(tempo mediano de criopreservacgao: 714 dias, intervalo: 399 - 4148. A quantidade
de células CD34" e o uso de fatores de crescimento foram positivamente
correlacionados com a recuperagao de neutrofilos. A mediana do tempo necessario
para atingir os neutréfilos de 0,5 x 10% L foi de 12 (1-43), 11 (7—28) e 11 (5-22) dias
nos grupos |, Il e lll, respetivamente. Em contraste, a reconstituicdo de neutrofilos
foi mais rapida nos grupos Il e Il em comparagédo com o grupo | ( P <0,001),
enquanto nenhuma diferenga significativa entre os grupos Il e Ill (P = 0,8) foi

observada(16).
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Concluiu-se que o TCTH com SP submetido a congelamento néo
controlado a -80°C e com solugédo criopreservante com 5% de DMSO e HES
suportou a reconstituicdo hematopoiética, comparavel aos resultados dos enxertos
submetidos a congelamento controlado e criopreservados em vapor de nitrogénio
liquido, mesmo apds um periodo prolongado de armazenamento (16).

A principal preocupacédo com a criopreservagao celular reside no processo
de congelamento que pode danificar as CTH, por isso, a necessidade de adicdo de
crioprotetores para manter a viabilidade celular e a fungao celular no momento do
descongelamento (14).

Os crioprotetores sao substancias quimicas utilizadas para diminuir os
danos causados no processo de criopreservagao e podem agir interna ou
externamente na célula ou no tecido.Os crioprotetores apresentam agéo coligativa
com as moléculas de agua, evitando a formagao de cristais de gelo intracelular ou
ainda reduzindo os danos causados pelas altas concentracbes dos solutos
presentes na suspensao de células, evitando a desidratagado das proteinas (2). Sao
divididos em duas categorias: permeaveis ou intracelulares, que podem passar pelas
membranas celulares, como o dlicerol, etilenoglicol (EG), 1,2-propanodiol e
dimetilsulféxido (Me,SO ou DMSO); e ndo permeaveis ou extracelulares;esse grupo
de crioprotetores atua aumentando a osmolaridade do meio extracelular,
promovendo a passagem de agua do interior das células para o meio extracelular, o
que impede a formacgéao de cristais de gelo em seu interior durante o congelamento.
Nao sdo capazes de penetrar nas células e nos tecidos por serem macromoléculas
com alto peso molecular, entre eles se destacam os hidroxietilamido (HEA),
polivinilpirrolidona, trealose, frutose, sacarose e glicose.(17)(18).

O reagente DMSO é um composto incolor e inodoro com capacidade de
absorcdo de umidade, usado na industria como solvente. E o crioprotetor mais
utilizado devido a sua propriedade coligativa com moléculas de agua livres,
diminuindo a temperatura do ponto de congelamento (2).

O hidroxietilamido (HEA), usado também como expansor da volemia e
como agente sedimentante de eritrécitos, € uma macromolécula (ha apresentagdes
comerciais com diferentes pesos moleculares) que tem reduzido efeito osmético
para o seu peso molecular e que nao se difunde para o interior das células, sendo

por isso denominado de crioprotetor ndo-penetrante.(7).
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Os mecanismos crioprotetores do HEA n&o sdo plenamente conhecidos,
mas envolveria o favorecimento da vitrificagdo do espaco extracelular e, por isso, em
associacdo com um crioprotetor penetrante, reduziria a intensidade das lesdes
provocadas pela desidratacio celular, e formaria uma camada em torno das células,
0 que as protegeria da lesdo mecénica pelos cristais de gelo formados no espago
extracelular. Stiff et al.(19) conseguiram bons resultados com a associagcdo de
DMSO a 5% com HEA a 6% (19)

Imaizumi et al. (20) padronizaram uma solugdo de criopreservagao
composta por hidroxietilamido (HES) e DMSO em salina, com 5% de Etilenoglicol
(EG) a qual apresentou recuperacgédo celular pés descongelamento superior a 80%,
quando comparada com recuperagdao de 20% das formulagbes existentes no
mercado. No entanto ainda ndo se conhece o mecanismo de acdo do EG na
atenuacéo dos efeitos deletérios do DMSO sobre as CTH (2)(20).

Em alguns estudos o EG foi utilizado junto ao DMSO com o intuito de
atenuar o choque osmoético causado pelo DMSO, contribuindo para a melhor
recuperacao da célula e prevenindo a apoptose.(20)

Balci e Can (21) apresentaram a utilizacdo de agentes crioprotetores n&o
penetrantes, como os agucares trealose e sacarose, por estarem relacionados com
baixa toxicidade quando comparados ao DMSO. O mecanismo proposto para a
acao desses dissacarideos € baseado na capacidade dessas substancias
fornecerem uma maior prote¢ao para a membrana celular devido a interagdo com os
grupos de fosfolipidios da membrana celular. Os autores relataram que as solugdes
com concentragdo padrao de DMSO (10%) podem apresentar reducao dos efeitos
téxicos se estiverem na presenca de 0,1M de sacarose (21).

Estudos demonstraram que a trealose quando adicionada as solucdes de
criopreservagao diminuem o tamanho dos cristais de gelo, atenuando os danos
fisicos causados pelo gelo intracelular (2).

Segundo Fischer (1) as células tronco tém sido congeladas com eficacia
utilizando trés diferentes protocolos. No primeiro, as células tronco foram congeladas
com DMSO 10%, HES e albumina ou plasma humano a uma taxa de congelamento
ideal de 1°C/min. mantidas freezers de congelamento controlado e estocados em
nitrogénio liquido; no segundo as células tronco foram congeladas com DMSO 10%

e HES ou plasma humano seguido de congelamento em freezer mecanico -80°C,



18

por um dia, e apods estocados em nitrogénio liquido;o terceiro utilizou o DMSO 10%
com HES 6% diluidos em uma solugédo eletrolitica com albumina 1% e congelados
em freezer mecanico a -80°C (1). Apesar desses trés métodos inicialmente
propostos, ndo existe, na literatura, um método padrao e, em decorréncia disso, em
diferentes centros do mundo, existem inumeros protocolos de criopreservagdo. Ele
concluiu em seu estudo que mesmo em concentragdes celulares relativamente altas
parece possivel obter viabilidades aceitaveis, com perdas minimas, mesmo sem
adicao de outros agentes crioprotetores, como HES e albumina humana (1).

Martinetti et al. (17), utilizaram como crioprotetor a Trealose, um
dissacarideo nao téxico de glicose que preserva a integridade estrutural das células
durante o congelamento e descongelamento. (17). O estudo foi realizado, in vitro,
apenas para criopreservacao de CTH n&o mobilizadas, tendo como finalidade de
pesquisa para identificar de um protocolo mais eficiente evitando a perda de células
que ocorre durante o curso normal de criopreservacédo. As células CD34" foram
criopreservadas por um periodo curto de 20 dias e um outro longo, trés meses, com
um meio contendo diferentes combinagdes de catalase, Me,SO e trealose. O estudo
mostrou que o nimero e a viabilidade das células CD34" foram maiores em todas as
amostras criopreservadas com apenas 1 mL de trealose, quando comparadas com
as solugbes que combinavam um antioxidante (catalase) ou Me,SO.

Um dos problemas encontrados nos protocolos de criopreservagao com
uso de DMSO esta associado aos sérios efeitos colaterais no receptor, apds o
descongelamento e lavagem, como mostrou Windrum et al.(22) em estudo realizado
em 97 centros de transplante. Um total de 38 centros reportaram casos provaveis
ou possiveis de toxicidade cardiovascular relacionada ao DMSO, enquanto 27
mostraram problemas respiratérios, 12 toxicidade no SNC, 11 alteragdes renais e
outros 13, disfungdo hepatica e anafilaxia (22).

Segundo Shu et al. (23) os mecanismos biolégicos que causam as
reacdes apos a infusdo do produto criopreservado sao complexos e ainda nao
completamente compreendidos. Os fatores provaveis incluem o impacto direto do
DMSO, a agregacao celular, os residuos de células mortas poés o
descongelamento, a lise dos eritrocitos, a concentracdo total das células
nucleadas, o volume da suspensao celular, as baixas temperaturas dos produtos,

os desequilibrios eletroliticos e as medicagcbes administradas antes das infusdes,
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além de fatores especificos do paciente como a idade, o peso, a doenga, 0 sexo,
os tratamentos anteriores realizados e quimioterapia (23).

Na ultima década, varios métodos para a remogcdao do DMSO foram
desenvolvidos. Entretanto, ndo ha consenso em relagdo a metodologia a ser
empregada considerando a rapidez, a segurancga, a simplicidade, a automatizacao
ou nao, a eficiéncia e o baixo custo que cause minimos danos e perdas celulares
(23).

Shu et al. (23) em artigo de revisédo, apresentaram varios estudos com o
uso de DMSO com concentragdes mais baixas ou crioprotetores alternativos. A
simples redugdo da concentragdo de DMSO diminuiu a toxicidade, melhorou a
recuperacado da CTH apds a criopreservagao e o descongelamento e a cinética da
pega do enxerto. Portanto, outros crioprotetores, como hidroxietilamido ou
trealose, sdo recomendados para serem combinados com DMSO em baixa
concentragao (23).

A perda celular é outro aspecto importante que se deve levar em
consideragao durante o processo de criopreservacao. Varios fatores podem
influenciar a perda celular, entre eles, podemos destacar a centrifugagdo, as
condigdes de armazenamento, o descongelamento e a destruicdo dos granuldcitos.
Os granulocitos sdo componentes importantes das células nucleadas totais, que
podem n&o resistir ao congelamento e descongelamento, liberando varias citocinas
que podem influenciar na velocidade de enxertia apés o TCTH (24). Os granuldcitos
tém menor tolerancia osmoética e se decompdem durante o0 processo de
descongelamento e sao a principal causa de perda de viabilidade celular entre as
células nucleadas totais do produto de leucaférese pds-descongelamento (24).

O controle de qualidade das amostras processadas deve seguir 0s
requisitos da agéncia reguladora local. Recentemente, um Fo6rum Internacional
solicitou a varios centros no mundo a metodologia empregada no controle de
qualidade pés-descongelamento. Concluiu-se que ha uma grande variagao entre os
centros no que diz respeito ao controle de qualidade pds-descongelamento. Muitos
realizam a contagem total de células no hemocitbmetro, a contagem de células
CD34" e a sua viabilidade, bem como testes clonogénicos, estes néo realizados

universalmente. Além disso, os testes de viabilidade ndo sdo bem padronizados.
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Dependendo da técnica e do reagente de lise utilizado, diferentes resultados podem
ser obtidos (24).

No Brasil, recomenda-se a quantificacdo de células nucleadas totais e as
células CD34", e sua viabilidade, logo apos a coleta. Entretanto a necessidade de
repetir essa avaliagdo pos-descongelamento n&o € obrigatoria (24)

Para a Garantia da Qualidade, a RDC No 214, de 07 de Fevereiro de
2018 (13) no Art.19 recomenda que o laboratério de processamento de CTH de
medula éssea (MO) e sangue periférico (SP) devem implantar e implementar um
sistema de garantia da qualidade de seus processos, o qual devera incluir:
| - equipe técnica e o0s recursos necessarios para o desempenho de suas
atribuicdes;

Il - protecdo das informacdes confidenciais;

lll- supervisdo do pessoal técnico por profissional de nivel superior legalmente
habilitado durante todo o periodo de funcionamento do servigo;

IV - equipamentos, instrumentos, materiais, reagentes e produtos para diagndstico
de uso in vitro utilizados, bem como sua qualificagao e verificagao antes de serem
colocados em uso;

V - utilizagdo de técnicas conforme recomendagdes do fabricante (equipamentos e
produtos) ou, quando couber, conforme validag&o realizada pelo servico;

VI - realizagdo de procedimentos com base em protocolos definidos e, quando
couber,validados;

VII - procedimentos para deteccéo, registro, correcdo e prevencdo de erros e nao
conformidades, incluindo a realizagao de controle de qualidade interno do laboratério
e controle de qualidade da unidade de CTH; e

VIlI- rastreabilidade de todos 0s seus processos.

O controle de qualidade dos produtos depende das caracteristicas do
servigo que os processa, das caracteristicas e origem dos produtos. Em geral, deve-
se medir o volume do produto (mL), seu conteudo de células nucleadas e de CTH
(em geral, definido pela contagem de células CD34+). Também € importante realizar
testes de esterilidade, mesmo que a unidade venha a ser infundida antes da
obtencdo de seu resultado, como costuma ocorrer com o TCTH com enxerto a
fresco, em geral feito no mesmo dia da coleta. Ensaios clonogénicos também podem

ser realizados com o objetivo de avaliar a capacidade funcional das CTH, entretanto,
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estes testes s&do demorados (podem requerer varias semanas de incubagao),
trabalhosos e até certo ponto subjetivos, e por isso, devem idealmente ser feitos
sempre no mesmo laboratério e de preferéncia pelas mesmas pessoas.(7).

A realizacao de testes para avaliar a viabilidade das células pode ser feita
pelo método de citometria de fluxo, ou teste de exclusdo de corante, como o azul de
Tripan. Este ultimo mais barato e de rapida aplicagdo, mas sendo a sua principal
desvantagem a impossibilidade de diferenciar as células mononucleares, o que
impede a definicdo exata do numero de células viaveis. A avaliacao da viabilidade
celular por citometria de fluxo oferece a possibilidade de avaliar especificamente a
célula de interesse.As desvantagens deste método sao decorrentes de seus custos

mais elevados e da necessidade de dispor de pessoal altamente treinado(7).
4. METODOLOGIA

A metodologia empregada foi uma revisdo sistematica da literatura
considerando-se os métodos existentes em relacdo a criopreservacdo das células
tronco. O manual técnico operacional inclui as descrigdes do recebimento,
processamento, congelamento e do controle de qualidade das células tronco
hematopoiéticas (CTH).

Para tanto, foi realizado um levantamento bibliografico nos ultimos dez
anos. Para a revisdo da literatura foram utilizadas as bases de dados como: Scielo,
Lilacs, Pub Med, BVS-Bireme e com as palavras chaves Hematopoietic stem cells;
autologous hematopoietic stem cell transplantation; cryopreservation.

Foram incluidos os sequintes itens na elaboragcdo do manual técnico

operacional, conforme RDC n° 214 de 07 de Fevereiro de 2018(13)

1. Descricdo das instalagdes fisicas, recursos humanos, equipamentos e
instrumentos, materiais, reagentes e produtos para diagndstico de uso in vitro, bem
como metodologias, necessarios as atividades desenvolvidas.

e Artigo 85: A infraestrutura fisica do Centro de Processamento Celular
deve ser constituida por ambientes dispostos de forma a comportar a circulacdo de
profissionais, materiais, reagentes, produtos para diagnéstico in vitro, material
biolégico e residuos, permitindo a sua limpeza e manutengdo, de modo a evitar
cruzamento de fluxos que possa resultar em majoracéo de risco de ocorréncia de

nao conformidades.
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e Artigo 87: A infraestrutura fisica do Centro de Processamento Celular
deve ser constituida, no minimo, por ambientes para a realizagcado das atividades:

v | administrativas;

v" Il de recepgao de material bioldgico;

vV de controle de qualidade

2. Descricdo do procedimento de processamento das CTH de MO e para
o uso em TCTH, incluindo coleta, processamento, acondicionamento,
criopreservagdao, armazenamento, os testes de triagem laboratorial do
doador/paciente e demais testes de controle de qualidade e seguranga, descarte,
liberacdo para uso e transporte.

3. ldentificacdo da equipe administrativa, técnico-cientifica, representante
legal e responsavel técnico do servigo. Todos treinados e qualificados para fungdes
que irao exercer.

e Art. 81: O Responsavel Técnico deve ser profissional de nivel superior
da area da saude, que possua experiéncia pratica de pelo menos 2 (dois) anos em
Centro de Processamento Celular. Paragrafo unico. O Centro de Processamento
Celular deve designar um Responsavel Técnico substituto que atenda as mesmas
exigéncias previstas para o titular.

e Para Centros de Transplante e Processamento Celular o responsavel
técnico e responsavel técnico substituto ficara a cargo de um Médico.

4. Definicdo e validagdo das condigbes de temperatura dos materiais
biolégicos e amostras bioldgicas durante o transporte e também as caixas a serem
utiizadas de forma a preservar a integridade e a estabilidade do material
transportado.

e Conforme a RDC 214 de 07/02/2018 (13) as unidades de MO, SP
coletadas devem ser transportadas até o Centro de Processamento Celular com
mecanismo de registro da temperatura interna do recipiente de transporte no
momento do seu envio, o registro da temperatura de saida deve ser avaliado e
arquivado junto com o registro da temperatura de chegada em temperatura entre
2°C (dois graus Celsius) e 24°C (vinte e quatro graus Celsius) positivos, em
embalagem com componente isotérmico.

e O prazo entre o término da coleta e o inicio do processamento ou da

infusdo a fresco da unidade de células progenitoras hematopoéticas (CPH), para
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transplante convencional, ndo deve exceder 48 (quarenta e oito) horas, o tempo de
transporte dessas unidades deve respeitar tal limite de tempo.

e Amostras fora do padrdo de temperatura e tempo de transporte, fazer
formularios de n&o conformidade, comunicar o médico do paciente sobre os riscos, e
este, deve confirmar se segue ou ndo o processamento.

Isencdo do parecer do Comité de Etica em Pesquisa:

Por ser uma revisao de literatura ndo foi necessario submissao ao comité
de ética em pesquisa da FCM da Unicamp. A pesquisa desenvolvida n&o utilizou
experimento com seres humanos, animais e/ou patriménio génico e conhecimento

tradicional associado.

5. RESULTADOS

Este manual técnico operacional foi elaborado para a criopreservacao de
CTH do SP ou MO utilizando a metodologia de criopreservagdo com sistema
automatizado de congelamento, freezer mecanico -80°C, nitrogénio liquido e ou
vapor e crioprotetores DMSO e HES.

O conjunto de agdes adotadas no manual teve como objetivo garantir a
manutengdo da qualidade das células tronco hematopoiéticas para o uso
terapéutico. Para tanto, o manual contemplou os seguintes aspectos:

- Equipe: Treinada, qualificada e capacitada para desempenho de suas
atribuicdes.

- Auditorias internas peridédicas para verificar conformidade com as
normas aplicaveis, com identificagédo, registro, investigagdo e a execugao de agdes
corretivas e preventivas.

- Sistema: informatizado que garanta a rastreabilidade de todo processo
desde o recebimento, processamento, armazenamento, utilizacio e descarte.

- Backup automatico em nuvem e na sede de informatica que nao seja no
proprio laboratério, servidor com nobreak.

- Sistema de protecdo das informagdes confidenciais, protegido com
senhas e segurancga para hacker.

- Equipamentos: Manutencdo preventiva e corretiva dos equipamentos
trimestrais ou conforme orientagdo do fabricante. Realizacdo de todos os controles

necessarios relativos aos processos criticos
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- Sistema emergencial de energia elétrica: gerador com tempo de entrada
automatica em segundos.

- Nobreak em computadores e equipamentos.

- Validacao e qualificacdo antes de libera-los para uso na rotina.

- Instrumentos, materiais e reagentes: qualificacdo e verificacdo antes de
serem colocados em uso, seguir orientagdes do fabricante.

- Manter registros da origem, validade e numero do lote de todos os
materiais, reagentes e produtos para diagnéstico de uso in vitro utilizados, a fim de
garantir a rastreabilidade.

- Rastreabilidade de todo processo de manutengdo de equipamentos e
controle de qualidade de reagentes e insumos, com registros:

e Queixas técnicas dos equipamentos, instrumentos, materiais,
reagentes e produtos.

e Eventos adversos associados a  coleta, processamento,
criopreservagao, testes de triagem laboratorial do doador/paciente, armazenamento,
controle de qualidade, registros, transporte e liberagao das unidades de CTH.

o Reacbdes adversas associadas a coleta de unidades de CTH e a sua
utilizacdo em transplante, devem ser notificados NOTIVISA.

¢ Registros das agdes implementadas.

- POPs aprovados e vigentes. Escritos em linguagem clara e inequivoca,;

- Controle de qualidade interno do laboratério e controle de qualidade
externo: dos controles de qualidade realizados, inclusive dos controles em processo,
devem abranger:

¢ | lista de parametros e processos a serem analisados;

Il forma de controle e frequéncia dos testes;

Il especificagdes de amostragem, quando couber;

IV limites e critérios de aceitabilidade para os resultados das analises;

V avaliagdo e registro dos resultados das analises

Prevencdo e corregdo de ndo conformidades: atas de reunides,
treinamentos, interagc&o setorial com medidas adotadas.

- Resultados do controle de qualidade

A SEGUIR MANUAL TECNICO OPERACIONAL
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5.1 Objetivo
Promover o processamento adequado para posterior congelamento das

CTH visando obter maior numero possivel de células e garantindo sua viabilidade.

5.2 Aplicagao
CTH provenientes de sangue periférico e medula 6ssea para uso autélogo

e alogénico.

5.3 Responsabilidades
Médico, Biomédico, Bidlogo e Farmacéutico
Técnicos de Laboratorio

Estagiarios

5.4 Amostras

a) Sangue periférico de pacientes mobilizados, para contagem de CD34+
por citometria de fluxo

- Colhidos em tubo com EDTA de 2 ou 4 mL, mantidos em temperatura
ambiente.

b) Bolsas de CTH do SP e CTH da MO: proveniente de sangue periférico
coletado em equipamento de aférese e medula 6ssea coletado em centro cirurgico
por pungédo de cristas iliacas posteriores. Para TCTH autdlogas e alogénicas.

- Mantidas em geladeira de 2-6°C até o momento da criopreservagao

Ao recebimento as amostras serdo cadastradas em sistema informatizado
e vinculado ao processamento com registros da origem, validade e numero do lote
de todos os materiais, reagentes e produtos para diagnostico de uso in vitro, a fim de
garantir a rastreabilidade.

e Serao respeitadas as recomendacgodes de uso do fabricante, condigbes
de preservagao, armazenamento e os prazos de validade. Nao sera permitida a sua
revalidacao depois de expirada a validade.

e Os materiais e reagentes deverdo ser estéreis, apirogénicos e

descartaveis. Regularizados junto a ANVISA.

5.5 Equipamentos
v Capela de fluxo laminar com UV

v Analisador Hematoldégico
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v Microscépio

v' Agitador orbital

v Conector Estéril

v Seladora

v' Centrifuga refrigerada

v Congelador programavel

v Citometro de Fluxo

v Refrigerador 4°C

v" Ultra Freezer -80°C

v" Freezer criogénico -150°C

v' Tanques nitrogénio -196°C

v" Microcomputador e impressora

e Sala de criopreservagao e/ou armazenamento em nitrogénio liquido:

necessario sistema de exaustdao mecanica para diluigdo dos residuos de nitrogénio e
sensor do nivel de oxigénio ambiental com alarmes sonoro e visual, interno e

externo.

5.5.1 Instrumentos
v Equipamentos de protegao individual (EPI)
v" Racks
v Pipetas automaticas
v' Canister
v' Seringa descartavel de 5, 10, 20 e 60 mL
v Plug adaptador macho para bolsa de sangue
v’ Bolsa para criopreservagao
v Envelope Protetor (overwrap)
v' Bolsa pra transferéncia
v" Gelox
v Pincas

v' Extrator de bolsas

5.5.2 Reagentes
v" Dimetilsulféxido (DMSO)
v Voluven 6% ou HES
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v" Solugao de fluidos isotdnica (hidroxietilamido + cloreto de s6dio)
v’ Frasco para Hemocultura
v Alcool 70%

5.6. Procedimento

5.6..1. Coleta das amostras de CTH SP e MO

A coleta das amostras laboratoriais e ou das bolsas contendo as CTH
devera ser executada de forma a evitar riscos de contaminacdo microbiana e troca
de amostras.

Nao deverdo ser aceitas se a identificagdo estiver incompleta e sem o
formulario de solicitacdo preenchido e assinado pelo médico. Devera ser devolvida
para devidas providéncias.

O exame s0 sera realizado mediante a solicitagdo médica.

Deveréao ser adotadas ag¢des preventivas e corretivas para ndo acontecer
transporte de amostras sem as devidas documentagdes e identificagcdes. As nao

conformidades e medidas adotadas deverdo ser documentadas.

5.6.2. Recebimento das amostras
Durante o recebimento das amostras de CTH SP ou MO o profissional
devera conferir o preenchimento do formulario (Apéndice 1), assinar o recebimento
na solicitagdo, data e horario.
Devera constar na solicitagcdo médica encaminhada ao laboratorio:
e Nome completo do paciente/doador;
e Data de nascimento, nome da mé&e (para seguranga do
paciente/doador);

Peso e altura;

Volume coletado;

Volume e tipo de anticoagulante utilizado;

Sorologia e tipagem sanguinea (paciente/doador);
e Contagem pré-coleta de células mononucleares e/ou CD34+ da
amostra periférica.
e Assinatura e numero do conselho do médico
- A amostra sera cadastrada no sistema, que ira gerar etiquetas com

cbdigo de barras referente ao numero do processamento e dados do paciente.
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v' Utiliza-las para identificar os tubos, bolsas, formulario de solicitagao,
formulario de processamento, culturas, canister. Todos os documentos referentes ao
processamento deverdao possuir a mesma identificagdo para assegurar a
rastreabilidade.

- A bolsa sera encaminhada a capela de fluxo laminar que devera ja estar
limpa e esterilizada.

v’ Ligar o fluxo laminar, limpar com alcool 70% e ligar o UV por 30
minutos antes da manipulacao da amostra.

- Homogeneizar bem e, pela bolsa integrada para coleta de amostra,
retirar o volume de 2 mL :

v" 1 mL para hemograma

v" 1 mL para citometria de fluxo

- Caso a bolsa coletada ndo possua este dispositivo, conectar um
acoplador a bolsa para retirada das amostras.

Encaminhar amostras aos respectivos laboratorios.
5.6.3. Dados necessarios para cadastro

Para cadastro do doador/paciente € necessario informacdes pessoais que
devem estar preenchidas no Formulario (Apéndice 1).

- Nome Completo;

- Endereco, n°, complemento;

- Bairro;

- CEP;

- Municipio de Residéncia;

- Data de nascimento;

- Raga;

- Nacionalidade;

- Doenca ou CID;

- N° de telefone de contato.

5.6.4 Inspecao da amostra
Sera realizada inspegao visual da amostra no recebimento:
- Devidamente identificada;

- Presenca de coagulos;
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- Danos a bolsa de coleta;

- Controle de temperatura durante transporte.

e Estas informacdées deverdo ser anotadas no formulario de
processamento.

e Em casos de amostras ndo coaguladas e se coagulo pequeno que nao
atrapalhe a concentracdo das células, realizar o exame. Em casos de

completamente coagulada, o médico sera avisado para providenciar nova coleta.

5.7.Preparo para processamento

1.Coletas em bolsas ndo padronizadas, transferir o volume para uma
bolsa de transferéncia de 600 mL em capela de fluxo laminar.

2. Balancear a centrifuga utilizando bolsas de transferéncia com agua.
Pesar as cagapas antes de colocar na centrifuga.

3. Centrifugar por 20 minutos a 3000 RPM, em temperatura 5°C.

4. A bolsa sera retirada da centrifuga e encaminhada para o fluxo laminar,
colocada no extrator de plasma.

5. Uma nova bolsa de transferéncia sera adaptada para a retirada do
plasma, interromper a extragdo antes da extragdo do buffy-coat. A bolsa sera selada.

6.Retirar 6 mL da bolsa de plasma para hemocultura. O material sera
enviado ao laboratério de microbiologia com as etiquetas de identificagao.

7.Com auxilio de uma seringa de 60 mL, o volume do produto sera
verificado e transferido para as bolsas de congelamento. O volume final ndo podera
exceder 100 mL por bolsa.

8. As bolsas serao identificadas com etiquetas de cddigo de barras

9. O buffy-coat sera colocado no agitador orbital para preparo da solugéao
criopreservante.

e Devera ser ligado o congelador programado, aguardar em torno de
20min para atingir temperatura 20-40°C negativos para recebimento das bolsas.

10. Preparo da solugao criopreservante:

e Sera utilizado 7% de DMSO, Voluven ou HES e plasma autologo.

e Sera realizada uma contagem celular (citometria de fluxo).Com o
volume da bolsa sera calculado o DMSO, Voluven ou HES e plasma a serem

adicionados em mL:
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» Contagem total de leucécitos do CTH fresco x volume da bolsa
coleta/250000= Volume Final (VF)

» VF x 7/100= DMSO mL

» Volume CTH pds processamento +DMSO mL - VF= volume de Voluven
ou HES + Plasma mL

11.A solugédo crioprotetora sera colocada na geladeira por no minimo 10
minutos antes de adicionar ao buffy-coat.

12.A bolsa do buffy-coat sera colocada entre dois gelox para entdo a
administracao da solugao criopreservante previamente preparada item 10 e 11.

e Todos os resultados: hemograma, CD34" viabilidade e quantidade e
controle de qualidade, deverao ser anotados no formulario de processamento
juntamente com os dados do congelamento.

13. Apos adigao do criopreservante, retirar 5 mL da amostra:

v' 2 mL para hemocultura,

v' 2 mL para ependorf que sera congelado para controle de qualidade

v" 1 mL para o hemograma pds processamento.

14. O volume final da amostra a ser criopreservada sera
aproximadamente o dobro do volume do “buffy-coat’, devido adicdo de

criopreservantes.

5.8. Controle de Qualidade do processamento
- Contagem total de células nucleadas
v" CN = n° leucécitos/mL x1.000 x volume bolsa(mL) = ? x10 8 /kg

peso do paciente (kg)
- Quantificagédo de células CD34 positivas,
v' Para quantificar as células CD34 na bolsa e pelo peso do receptor:
Células CD34/mL x1.000 x volume da bolsa coleta(mL) = células CD34x10 6 /kg

peso do receptor (kg)

- Testes de viabilidade por citometria de fluxo das células CD34 positivas
antes e depois do congelamento.

- Analise microbiologica para fungos e bactérias aerdbias e anaerobias.

- Controle diario do nivel de nitrogénio dos tanques e temperatura dos

refrigeradores



31

5.9.Congelamento e Armazenamento:

1.Antes de administrar a solugao criopreservante na bolsa:

e Deverao estar identificada a bolsa criogénica e o canister (protetor
metalico).

e Deverao ser utilizadas etiquetas apropriadas para baixas temperaturas.

» Todos os arquivos e documentos referentes a  este
processamento/paciente deverdo possuir o0 mesmo numero de identificacdo e
etiquetas.

2. Escrever manualmente no protetor metalico, com caneta apropriada
para baixas temperaturas: nome completo, numero de bolsa (gerada pelo sistema),
data de coleta, volume e quantidade de bolsas (pela produgéo:1,2,3...).

3.A solucao crioprotetora sera transferida lentamente para a bolsa de
congelamento com o CTH SP ou MO, sob constante homogeneizagdo manual.

4.0 ar sera retirado, a bolsa homogeneizada e selada abaixo do sitio de
injegdo. O segmento restante devera ser selado rente a bolsa:

v Devera ser congelado junto com a bolsa, no canister, devidamente
identificado com etiqueta, a mesma utilizada na bolsa;

v' Este segmento sera utilizado para controle de qualidade (viabilidade
celular) quando a bolsa for solicitada para transplante.

5. A bolsa sera colocada em um envelope plastico para protecao e selada
com auxilio de seladora de sacos plasticos, este procedimento sera realizado antes
de colocar a bolsa no canister.

Se congelamento nitrogénio (150°C negativos):

6. As bolsas deverao ser levadas para o congelador programavel, colocar
o canister contendo a bolsa dentro da congeladora, colocar o sensor, selecionar o
programa previamente instalado.

Congeladas a uma taxa de 1-2°C/min. até um ponto de temperatura de
aproximadamente —40 ° C. Ent&do, o processo de congelamento até um alvo de -
120°C é realizado em um ritmo mais rapido, cerca de 3—-5°C/min.

Apds o término o grafico de congelamento sera analisado e os dados

serdo arquivados no sistema e na pasta do respectivo doador/paciente.
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7.0 canister sera removido da congeladora e armazenado no container de
nitrogénio, separado, aguardando a liberagdo pelo controle de qualidade e
sorologias para depois ser transferido para outro tanque onde ficara até o uso.

Se congelamento refrigeradores mecanicos (80°C negativos):

8. O canister contendo a bolsa sera colocado em freezer -80°C, até o
congelamento. Mantido separada até a liberagdo do controle de qualidade.

Apods liberacdo da qualidade, a bolsa sera retirada do canister, envolvida
em overwrap estéril e mantida em refrigeragao constante de -80°C.

9. Enquanto se aguarda a liberagcdo dos resultados laboratoriais, a bolsa
ficara em container de nitrogénio ou em freezer -80°C, reservados, aguardando
liberagdo da qualidade. Deverao ser anotados no processamento o numero de raque
onde esta armazenada.

10. Duas aliquotas representativas de cada unidade de CTH, serao
criopreservadas e armazenadas em segmento continuo a bolsa de criopreservagéo,
conjuntamente e sob as mesmas condi¢cbes da unidade de CTH correspondente,

disponiveis para os testes que antecedem o uso da mesma.

5.10. Recomendacgoes

- O resultado final sera enviado ao médico do paciente em formulario
préprio apos liberacédo dos resultados do controle de qualidade e processamento.

- O médico solicitante deve ser informado caso o numero de CD34" da
coleta de SP seja diferente do alvo estabelecido pelo servigo.

- Para congelamento a bolsa ndo deve exceder a concentragao de
2x106/kg de células CD34 positivas, concentragdo celular acima deverdao ser
diluidas. Os volumes acima de 100 mL deveré&o ser fracionados para congelamento.

- Em caso de algum tipo de problema mecanico no tanque de nitrogénio
ou freezer 80°C negativos, o material sera transferido, o mais rapido possivel, em

caixa com gelo seco, para outro tanque de nitrogénio ou freezer.

5.11. Registros da qualidade e rastreabilidade
- Solicitacdo devidamente preenchida e assinada;
- Planilhas de recebimento:

v' Cadastramento e rastreabilidade de exames.

v Rastreabilidade de procedimentos.
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v’ Rastreabilidade de coleta de medula 6ssea ou por aférese.

-Planilha de controle:

v' Comprovante de entrega de células progenitoras hematopoiéticas.

- Laudo com todos os resultados da coleta: entregue em papel timbrado e
assinado pelo profissional responsavel pelo processamento

- Documentacéao das coletas:

v/ Pastas individuais com todas as coletas e resultados: contagem de
CD34", grafico de congelamento controlado, laudo de microbiologia, laudo
sorologico. Nesta pasta devera ser utilizada a mesma etiqueta cadastral.

v' Toda documentacao referente ao processamento deve ser arquivado

por 20 anos.

5.12.Sorologia

- As aliquotas para a realizagcdo de testes laboratoriais deverao ser
acondicionadas em caixas térmicas para transporte, identificadas com etiquetas
(codigo de barras) e armazenadas em temperaturas 2 a 8°C controladas. Devera ser
acompanhada pelas respectivas solicitacdes. Deve acompanhar solicitagdo de quais
exames devem ser realizados na amostra.

- As unidades de CTH com testes microbioldgicos positivos ou com
resultado reagente em pelo menos um dos marcadores para infecgbes
transmissiveis pelo sangue deverdo ser armazenadas em congelador ou tanque
especifico, separado das demais unidades com testes negativos.

- Conforme o art. 113 da RDC n°214 de 07/02/2018 (13), as sorologias
deverédo ser realizadas em amostras autélogas 30 dias antes da coleta, e seréo
validas por todo o periodo de armazenamento. Deverdo ser realizadas as seguintes
sorologias:

1) para HCV: a) detecg¢ao de anticorpo anti-HCV ou detec¢do combinada
de anticorpo + antigeno do HCV; e b) detecg&o de acido nucleico (NAT) do HCV.

2) para HBV: a) detecgao do antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBV) (HBsAg); b) detecgao de anticorpo contra o capsideo do HBV anti- HBc com
pesquisa de IgG ou IgG + IgM; e c) detecgao de acido nucleico (NAT) do HBV.

3) para HIV: a) detecgédo de anticorpos anti-HIV ou deteccdo combinada
de anticorpos contra o HIV + antigeno p24; e b) detecgéo de acido nucleico (NAT) do
HIV.
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4) HTLV | e ll: 1 (um) teste para detecgao de anticorpo anti-HTLV /Il

5) doenca de Chagas: 1 (um) teste para detecgéo do anticorpo anti-Tcruzi.

6) sifilis: 1 (um) teste para detecgédo do anticorpo antitreponémico ou nao-
treponémico.

Paragrafo unico. Testes adicionais devem ser executados, conforme
necessario, para avaliar a possibilidade de transmissdo de outras doencas

infecciosas e nao infecciosas, como doencas hereditarias.

5.13.Liberacao e distribuicao para uso

- Serao fornecidos ao médico assistente do paciente os valores das
contagens celulares e da viabilidade celular, os resultados sorologicos e
microbiolégicos e intercorréncias no processo e armazenamento.

- A solicitagdo para utilizacdo em transplante devera ocorrer mediante
documento de requisigdo com nome legivel, assinatura e CRM de um dos médicos
da equipe responsavel pelo paciente.

v Devera ser solicitado com 07 dias de antecedéncia ao

transplante, para localizacdo da bolsa e controle de qualidade pré infuséo

5.14.Transporte

1.Na coleta: O acondicionamento e o transporte do local de coleta até o
laboratério ocorrera em caixa rigida, com termdémetro para controle de temperatura
com a maxima e minima, mantido a temperatura de transporte de 2°C a 24°C.
Devera ser acompanhado de documento de solicitacido assinada pelo médico do
paciente com as seguintes orientagdes:

| - identificagcao das instituicdes remetente e destinataria, contendo nome,
endereco e telefone;

Il - data e hora do acondicionamento;

Il - identificacdo do responsavel pelo transporte;

IV- no caso de doagéao autdloga, informacgéo,“Apenas para uso autélogo”;

V - adverténcia: "MATERIAL BIOLOGICO HUMANO PARA
TRANSPLANTE. NAO SUBMETER A IRRADIACAO (RAIO X)"; e

VI - sinalizagdo especifica para a embalagem que contenha gelo seco,
nitrogénio liquido, liquido criogénico, gas nao inflamavel ou outro material de

conservagao e preservagao que oferecga riscos durante o processo de transporte, de
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acordo com as normas nacionais e internacionais para transporte de produtos
perigosos.

2. O transporte para o servico de destino devera ser acompanhado com o
documento que contenha as seguintes informagdes:

| - Nome, endereco e telefone de contato do servigo remetente;

Il - Nome, enderego e telefone de contato do servico de destino do
material bioldgico;

Il - relagdo das unidades enviadas, (devidamente identificadas);

IV - Condicdes de conservagao;

V - Data e hora do acondicionamento;

VI - Data e hora da saida;

VIl - identificacdo do responsavel pelo transporte;

VIII - codigo de identificagdo do paciente receptor, quando pertinente.

3. O material criopreservado em temperatura igual ou inferior a -135°C
devera ser acondicionado em contéiner, preferencialmente para transporte a seco
(dry-shipper), que possibilite a manutencdo desta temperatura durante todo o
transporte.

4.-Devera ser acondicionado em um saco plastico e envolvido em uma
manta absorvente

e O volume de nitrogénio liquido deve ser suficiente para manter a
temperatura de até -65°C (negativos) por um periodo minimo de 24 horas além do
horario esperado para a chegada do material ao servigo que realizara a infusao.

5. Controle de temperatura interna do recipiente: sera monitorado durante
todo o periodo de transporte, de modo continuo. Usar dispositivo que possibilite a
verificacdo de variagdes de temperatura fora do limite estabelecido.

6. O registro da temperatura de saida devera acompanhar até o destino
final, onde sera arquivado, juntamente com o registro da temperatura de chegada.

7. Autorizagdo concedida pela autoridade sanitaria federal devera
acompanhar a CTH por todo o periodo do transporte interestadual (25).

Formulario de peticionamento de autorizagdo para transporte
interestadual de unidades de medula 6ssea, sangue periférico e sangue de cordao
umbilical e placentario.

e Servico requerente: Nome Fantasia, Razdo Social E Endereco
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e Responsavel técnico do servico e documentos comprobatoérios;

e Estados e ou Distrito Federal dos quais receberdo o material biologico:
(Relatorio)

o Média estimada de volume mensal de material a ser transportado;

e Tipo de modal de transporte utilizado;

e Em casos de terceirizacdo: dados da empresa transportadora e
contrato.

8.Para a renovagao da autorizagdo para transporte interestadual de
unidades de medula éssea, sangue periférico e sangue de corddo umbilical e
placentario, além da documentacéo listada acima, o servigo devera enviar, também,
relatério de dados do transporte, do ano anterior, contendo o quantitativo de
unidades transportadas, mensalmente, por tipo e por Estado e ou Distrito Federal

e O formulario especifico de peticionamento de que trata o inciso, bem
como os fluxos, mecanismos de envio da documentacdo e os prazos da analise
documental, observardao os protocolos especificos definidos pela ANVISA, cujo
acesso encontra-se disponivel no sitio eletrénico http://www.anvisa.gov.br (25).

9. Temperaturas para transporte de unidades criopreservadas a -150 °C

negativos ou inferior:

¢ Acondicionamento em temperatura igual ou inferior a -135 °C;

e Transporte em contéiner apropriado para transporte a seco (dry-
shipper);

¢ Mantido em embalagem protetora especifica;

e Volume de nitrogénio devera ser suficiente para a manutengédo da
temperatura por um prazo minimo de 48 horas além do horario estimado para sua
chegada ao estabelecimento de destino.

10. No recebimento o servigo de destino devera verificar, registrar e enviar
as seguintes informacdes ao servigo remetente:

| - se a temperatura permaneceu dentro dos limites especificados, durante
o transporte; e

Il - o peso do contéiner, caso o acondicionamento tenha sido em
nitrogénio liquido.

11.Registrar no cadastro das bolsas todas informagdes referente ao

transporte
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12.Todos os registros e arquivos deverao ser mantidos durante o periodo
de armazenamento da unidade de CTH e por periodo minimo de 20 anos apds o

descarte ou a utilizacao terapéutica.

5.15 Descarte
As Aliquotas deverdao ser mantidas durante todo o periodo de
armazenamento da unidade de CTH e, no minimo, por doze meses apds a sua
utilizagao terapéutica, ou até o descarte da unidade.
Devera ser definido em comité o tempo para descarte, podendo ser
implantado:
v Termo de consentimento junto com solicitagdo de processamento, ja
assinada em caso de néo utilizagao autorizagédo de descarte
v’ Busca ativa: contato com equipe médica solicitando autorizagéo
O descarte devera respeitar o PGRSS - Plano de Gerenciamento de
residuos de servigos de saude, de acordo com as normas sanitarias e ambientais

vigentes (13).

5.16 Biosseguranca:

- Empresa contratada para PPRA e PCMSO: normas e condutas de
seguranga bioldgica, quimica, fisica, ocupacional e ambiental.

- Treinamentos e instrucdes de uso para os equipamentos de protecao
individual (EPI) e de protegao coletiva (EPC);

- Em caso de acidentes seguir protocolos de atendimento e comunicar
Recursos humanos

- Treinamento de manuseio e transporte de material e amostra bioldgica.

- A sala de criopreservacao e de armazenamento deve contar com:

e Visualizagao externa do seu interior.

e Sistema de exaustdo mecanica, para diluicado dos tragcos residuais de
nitrogénio, que promova a exaustao forgada de todo o ar da sala de criopreservagao
e armazenamento, com descarga para o ambiente externo do prédio.

e O ar de reposigdo deve ser proveniente dos ambientes vizinhos ou
suprido por insuflagao de ar exterior, com filtragem minima com filtro classe G1.

e Sensor do nivel de oxigénio ambiental com alarmes sonoro e visual,

interno e externo.



38

e As grelhas de captacédo do sistema de exaustdo mecéanica devem ser
instaladas proximas ao piso.

Alarmes sonoro e visual, interno e externo a sala de criopreservacao e
armazenamento, alertem possiveis falhas no suprimento de nitrogénio. Termémetro
para monitoramento de temperatura ambiental, que indique valores maximo e

minimo.
6.DISCUSSAO

O TCTH é um tratamento efetivo para as doengas hematoldgicas, nao
hematologicas e doencas metabdlicas. Consiste na infusdo de CTH, autdlogas ou
alogénicas, para restaurar a funcdo da medula Ossea apos a realizagdo do
condicionamento, que consiste numa quimioterapia de alta dosagem. Nos
transplantes autélogos, o tempo da coleta e da infusdo néo coincidem, geralmente é
necessario o congelamento do enxerto, sendo necessario um laboratério de
criopreservagao que utilize técnicas adequadas para o processamento e
armazenamento das CTH. O objetivo principal € a manutengédo da viabilidade do
produto coletado, ja que estes sao viaveis até setenta e duas horas em temperatura
ambiente. Um desafio para a qualidade do armazenamento é o tempo entre a coleta
e o inicio da criopreservacao, motivo pelo qual €& importante um laboratério
processador na instituicdo onde ocorre a coleta de CTHe o TCTH.

O laboratério de criopreservagao tem importante papel na qualidade e
viabilidade das CTH, pois € o responsavel pelas varias etapas da criopreservagao,
como protocolos de processamento, congelamento em temperaturas inferiores
80°,150° C ou nitrogénio, cultura microbiolégica, contagem celular e uso de
crioprotetores, a fim de protegé-las dos danos causados pela desidratagdo ou
geracgao de cristais de gelo.

Em busca de melhores solugcdes para as diretrizes de um laboratério, a
literatura analisada apresenta sugestbes de protocolos a serem utilizados para a
criopreservagao de CTH, como por exemplo, o uso de DMSO a 10% sob uma taxa
de congelamento programado equivalente a 1-2 °C/min., decrescendo até a
temperatura de estocagem em nitrogénio. Esta técnica demanda um custo maior
para a manutencédo de um laboratério de criopreservacao, tornando-se inviavel para

muitos hospitais que realizam um numero de TCTH. Tal situacdo gerou novos
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estudos com técnicas alternativas de congelamento, e com eficacia equivalente,
como a utilizagdo de congeladores mecanicos a -80°C e redugédo na concentragéo
do DMSO para 7% e 5%.

Uma outra alternativa atrativa de congeladores € o freezer criogénico -
150° C que utiliza uma menor quantidade de nitrogénio em seu sistema. Este freezer
tem a capacidade de manter a temperatura de armazenamento uniforme, diminui a
contaminagao das bolsas, restringe o fornecimento de liquidos, a evaporagao de
liquidos e com baixos custos operacionais.

Devido a grande discussdo em relacdo a toxicidade do DMSO, estudos
sugerem sua reducdo e complementagcdo com outros crioprotetores, como o
hidroxietilamido (HES), um coadjuvante extracelular, a fim de facilitar a eluicdo e
reduzir os efeitos colaterais durante a infusdo. E também uma técnica com melhor
custo-beneficio em relagdo aos investimentos a médio/longo prazo, ja que seréo
utilizadas doses menores de DMSO.

A implantacdo de um laboratério de criopreservagcdo requer um alto
investimento inicial, além da necessidade de manutengédo de insumos e reagentes a
longo prazo, como por exemplo, o nitrogénio e o DMSO, que s&o, em
parte,responsaveis pelo custo elevado de manutencio do laboratério. A reducéo da
porcentagem de DMSO para 7%, adicionando outro protetor, o HES, e o
congelamento em refrigeradores a -150°C, que utiliza menos nitrogénio, pode ser
uma alternativa mais barata para a implantacdo de um laboratério de
criopreservacgao. Outra vantagem seria a manutengao da qualidade, da viabilidade e
0 menor risco de contaminagdo do produto final oferecido ao TCTH. Ja que, a
diminui¢do do custo nunca pode comprometer a seguranga do processo geral de
criopreservacgao.

As evidéncias mostram que congelador programado, freezer -80°C e
freezer criogénico -150° C, ndo apresentam diferenca significativa em relagdo a
manutencao da qualidade.

Para o inicio de um laboratério, o uso do congelamento -80°C &€ um
meétodo atrativo, mais simples e que consegue garantir a preservagao celular, a
viabilidade da célula, sem comprometer a cinética de pega e com um custo acessivel

ao laboratério.



40

Outro ponto questionavel é a infusdo a fresco do produto. Método
sugerido por alguns grupos, com eficacia semelhante aos congelados. Entretanto,
existe a limitacdo de nao ser universal para todas as doencas, sendo restrito na
maioria das vezes aos linfomas e mielomas. Um grande atrativo é a redugao
significativa dos custos, ja que ndo utiliza os crioprotetores e congeladores. N&o
proporia esta técnica para um laboratério e servico de TCTH em instalagao, por ser

ainda um procedimento em desenvolvimento.

7.CONCLUSAO

Para maior seguranga no tratamento do paciente o laboratério de
criopreservacgao deve estabelecer critérios:

e Manter um sistema da qualidade que garanta as atividades
relacionadas a assisténcia ao paciente/doador, como coleta, processamento,
armazenamento, testagem, distribuicdo, administragdo e monitoramentos pods-
administracdo de terapias celulares estejam em conformidade com os requisitos
especificados em Legislagdes e protocolos.

e Fornecer treinamentos para todos os funcionarios que realizem
atividades que afetam a qualidade do produto, através de programas de educagéo
continuada.

o Definir as especificacbes dos equipamentos antes da aquisicao,
qualificar todos quanto ao uso pretendido e identifica-los. Qualificacdo da instalagao,
operacional de desempenho e calibracdes.

e Registrar e rastrear todos os processos: obtengao, processamento,
armazenamento, distribuicdo ou administracdo do produto, condi¢cdes e tempo de
armazenamento, destino do produto incluindo descarte.

e Garantir avaliagcdo e qualificacdo de fornecedores de materiais,
produtos ou servigos.

e Validar processos através do controle de qualidade que é importante
quando abrange todos 0s processos.

e Definir métodos de testagem e os valores e/ou limites aceitaveis para
caracteristicas criticas definidas para cada produto, como recuperacéao, viabilidade

celular, esterilidade, etc.
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LABORATORIO DE CRIOPRESERVACAQ

Formulario de envio
Prontuario: Data atendimento:
Nome do paciente:
Nome da mae:
Data de nascimento: RG: Sexo: Raga:
Endereco: N Bairro: Cidade: CEP:
Convenio: CNS: Telefones:
Peso: Altura: Patologia/CID: Material:
Nome do Doador:
Prontuario:
Data da coleta: N° coleta:
Volume coletado:
Anticoagulante: Volume anticoagulante:
Sorologias: Tipagem sanguinea:;
WBC Pré: D34+ Pré:

Assinatura e carimbo do médico:

Obs:

Data Horario recebimento:

Assinatura e carimbo:




9.1.APENDICE 2

Fluxograma do processo de Criopreservacio
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