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As células provenientes do sangue do cordao umbilical podem ser criopreservadas durante anos.
Para averiguar a viabilidade e poténcia celulares apds este procedimento, é necessdrio a
avaliacao de varios parametros, tais como a contagem de células totais nucleadas, a contagem
de células CD34+ e a viabilidade celular total.

Com o objetivo de avaliar e comparar a viabilidade e poténcia celular das células de sangue do
cordao umbilical, antes e apds o processo de criopreservacao no Laboratdrio de Criopreservacao
BebhéVida, realizou-se um estudo observacional, analitico, transversal. Este estudo teve por base
0s registos dos parametros analiticos efetuados as unidades de sangue do cordao umbilical
(USCU) antes e apds a criopreservacao em unidades descongeladas no periodo entre janeiro de
2015 e dezembro de 2022.

Apés criopreservacao, as USCU analisadas demonstraram uma diminuicao de 31,78% e 50,41%
de células totais nucleadas e de células CD34+, respetivamente, e uma viabilidade celular total
média de 90,53%. Quanto ao crescimento de unidades formadoras de coldnias, 85,42% das
USCU apresentaram crescimento. Foi ainda encontrada uma correlagao negativa na comparacao
entre o tempo de criopreservacao e a contagem total de células nucleadas, no entanto o valor da
correlacao foi baixo.

Os resultados obtidos encontram-se de acordo com o descrito na literatura e demonstram que
as USCU incluidas neste estudo, até um periodo maximo de 10 anos de criopreservacao,
continuam a cumprir os critérios de qualidade. Com estes resultados, comprova-se a eficacia e

confianca nas USCU criopreservadas como fonte de CEH.

Palavras-chave: Células estaminais; Transplantacao; Sangue; Cordao umubilical;

Criopreservacao



Abstract

Umbilical cord stem cells can be cryopreserved for years. To assess their viability and potency
after this procedure, the evaluation of various parameters is required, such as the count of total
nucleated cells, the count of CD34+ cells, and total cellular viability.

To evaluate and compare the cellular viability and potency of umbilical cord blood cells before and
after cryopreservation process at the Laboratério de Criopreservacao BebéVida, an
observational, analytical, cross-sectional study was conducted. This study was based on the
records of analytical parameters performed on umbilical cord blood units (USCU) before and after
cryopreservation of units thawed between January 2015 and December 2022.

After cryopreservation, the analyzed USCU demonstrated a decrease of 31.78% and 50.41% in
total nucleated cells and CD34+ cell, respectively, and an average total cellular viability of
90.53%. Regarding the growth of colony-forming units, 85.42% of the USCU exhibited growth. A
negative correlation was also found when comparing the cryopreservation time and the total
count of nucleated cells, however, the correlation value is low.

The results obtained are in accordance with what has been described in similar studies and
demonstrate that the USCU included in this study, up to a maximum cryopreservation period of
10 years, continue to meet quality criteria. These results confirm the effectiveness and reliability

of cryopreserved USCU as a source of hematopoietic stem cells.

Keywords: Stem cells; Transplantation; Blood; Umbilical Cord; Cryopreservation
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Introducao

O parto € um momento crucial na vida de todas as espécies vivas e tem sido uma constante na
histéria da humanidade. Atualmente existem diversos conhecimentos, equipamentos médicos e
tecnologias que auxiliam os profissionais de satide no acompanhamento e realizacao do parto,
proporcionando seguranca tanto paraamae como para o bebé. Este avanco na medicina do parto,
permitiu a descoberta e a valorizacao de produtos bioldgicos que antes eram descartados, tal
como o corddo umbilical. (1)

O cordao umbilical é uma estrutura anatémica que conecta o feto ao utero materno durante a
gestacao e é designado cientificamente de “funiculus umbilicalis”. O cordao é constituido por duas
artérias e uma veia, envolvidos por uma gelatina mucoide chamada gelatina de Wharton, que tem
como funcdes a protecao e permitir a flexibilidade da estrutura. (2,3)

As artérias do cordao umbilical tém a funcao de conduzir sangue com baixo teor de oxigénio e
nutrientes residuais do feto para aplacenta, onde sao eliminados e o sangue é de novo oxigenado.
Por seu lado, a veia umbilical é responsavel pelo transporte de sangue rico em oxigénio e
nutrientes da placenta para o feto. (3)

Esta ligacao entre o feto e a placenta através do cordao umbilical é crucial para o
desenvolvimento fetal, fornecendo ao bebé os nutrientes e oxigénio necessdrios para um
crescimento adequado até ao momento do nascimento. (2,4)

Apds o parto, o cordao umbilical é normalmente cortado e o que resta é a cicatriz umbilical,
conhecida popularmente como “umbigo”. (4)

A compreensao da importancia do cordao umbilical remonta a idade média, uma vez que sempre
se acreditou que esta estrutura era essencial para o desenvolvimento fetal. No entanto, uma
compreensao mais precisa da funcao e anatomia do cordao umbilical surgiu apenas com o
avancar da ciéncia e da medicina. (1) Naidade média e renascimento, acreditava-se que o cordao
umbilical era um “tubo de vida” que ligava a mae e o bebé, e que a sua interrupcao resultaria na
morte fetal. Com o avan¢o da anatomia e fisiologia, nos séculos XVI e XVII, os cientistas
comecaram a estudar a funcao do cordao umbilical. O século XIX foi marcado por avancos
significativos na obstetricia, surgindo a técnica de clampagem do cordao umbilical apds o
nascimento, sendo que no século XX esta técnica tornou-se pratica comum nos partos

hospitalares. (5)
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Atualmente, a clampagem do cordao umbilical é pratica comum realizada logo apds o

nascimento, e muitas vezes o cordao € cortado alguns minutos apds o parto.(6)

1.1. Sangue do cordao umbilical

0 sangue do cordao umbilical apresenta-se hoje como uma fonte promissora de células
estaminais hematopoiéticas (CEH), células estas que podem ser usadas no tratamento de
patologias hematoldgicas em criancas e adultos. No entanto, existem muitas outras células que
podem ser isoladas do sangue do cordao umbilical (SCU), nomeadamente células estaminais
mesenquimais (CEM), progenitores endoteliais (PE), células estaminais somdticas nao restritas
(USSCQ), células T requladoras (Treg), células Natural Killer (NK), células dendriticas e linfdcitos T.
(7)

As CEH sao células estaminais multipotentes que mantém a hematopoiese através da formacao
de todas as linhagens hematopoéticas, durante o periodo fetal e toda a vida adulta. Sao
caracterizadas pela expressao de antigénios CD34 e CD45. (8)

As CEM, também presentes no SCU, sao caracterizadas como células indiferenciadas, com
capacidade de autorenovacao, com uma alta capacidade proliferativa e com o potencial de
diferenciacao em diferentes tipos celulares, incluindo ostedcitos, condrdcitos, adipdcitos,
cardiomidcitos e neurdnios. (9) A medula dssea (MO) apresentava-se como a principal fonte
destas células, no entanto, o procedimento de aspiracao de MO é altamente invasivo e a
frequéncia, o potencial de diferenciacao e a expetativa de vidamaxima das CEM derivadas da MO,
diminui significativamente com o aumento da idade. (10)

0 sangue do cordao umbilical é também um reservatdrio de progenitores endoteliais. Estes sao
capazes de gerar enumera descendéncia de células maduras, tais como células endoteliais,
células musculares lisas e células hematopoiéticas, e estao presentes no SCU numa
concentracao superior aquela encontrada no sangue periférico.(11) Existe também uma
populacao de células estaminais embrionarias (CEE) com grande capacidade pluripotente. Estas
células sao provavelmente a populacao mais primitiva de células estaminais presentes no SCU.
(7)

0 SCU é uma fonte inicial atrativa de células T requladoras (Tregs) devido a grande quantidade de
Tregs que existem naturalmente em circulagao e a caréncia de células T de memdria no feto, em

comparacao com sangue periférico (SP) adulto. (12)
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Os linfécitos T e as células dendriticas também estao presentes no SCU, os primeiros
demonstrando a mesma capacidade e funcionalidade daqueles encontradas no SP adulto, e as
segundas tendo um papel fundamental na resposta imune, uma vez que funcionam como
interface entre os sistemas adaptativo e imune. (13)

As células Natural Killer (NK) sao um subconjunto de linfécitos em circulagdo no SCU com
importantes funcées naimunidade e reqgulacao da hematopoiese. (7)

Os diferentes tipos celulares encontrados no SCU sao alvos de novos estudos na drea da
medicina regenerativa, permitindo a descoberta de novos tratamentos e opc¢des para outras
doencas (14), tais como lesdes cerebrais (15-17), acidentes vasculares cerebrais (16,18-20),
doenca de Parkinson (20), doenca de Alzheimer (20) e esclerose lateral amiotrdfica (20). Alvos
terapéuticos das células estaminais do sangue do cordao incluem aplicagdes ortopédicas para

reparacao de cartilagem, fusao da medula espinal e medicina regenerativa. (21-24)

1.1.1. Células Estaminais Hematopoiéticas

0 uso de SCU como fonte de CEH foi sugerido pela primeira vez em 1982 por Hal Broxmeyer a
Edward A. Boyse e a Judith Bard. Desde essa data, surgiram diversos estudos sobre aimportancia
destas células. (25)

Verificou-se que as CEH presentes no sangue do cordao apresentavam extensa capacidade de
proliferacao, ultrapassando as células progenitoras da MO, e o nimero destas células numa tnica
colheita de sangue do cordao apresentava o mesmo alcance do nimero de células associado a
um transplante de sucesso de MO. (26) Outra descoberta importante foi o facto de o sangue do
cordao umbilical poder ser criopreservado durante mais de 20 anos, com uma recuperacao
eficiente de CEH. (27)

As células estaminais hematopoiéticas e progenitoras presentes no sangue do cordao umbilical
podem ser caracterizadas de acordo com a frequéncia com que ocorrem, a sua
imunofenotipagem e a capacidade de produzirem células formadoras de coldnicas (CFCs), sendo
este um marcador de reconstituicao hematopoiética. (28)

Um mililitro de sangue do cordao umbilical contém aproximadamente 8000 eritroblastos, entre
13000 e 24000 unidades formadoras de colénias (CFUs) de granuldcitos/macréfagos (CFU-
GM), e entre 1000 e 10000 de CFUs de granuldcitos/eritrcitos/macréfagos/megacaridcitos

(CFU-GEMM). (29)
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Quando comparado com a medula dssea, o sangue do cordao contém uma propor¢ao mais
elevada de células estaminais. (30)

0 marcador imunofenotipico das CEH é a alta expressao CD34, um antigénio que regula a adesao
celular hematopoiética as células estromais. (31)

Wagner et al. tem vindo a demonstrar que a transplantacao de sangue do cordao umbilical com
até dois antigénios sem compatibilidade HLA, causa menos doenca do enxerto contra o
hospedeiro (GVHD) do que transplantes de medula 6ssea com compatibilidade total. (32) Esta
diminuicao de GVHD pode ser devida a fatores do sangue do cordao do dador, tais como baixo
numero de linfécitos no enxerto, pouca interacao das células T do dador com as células
apresentadoras de antigénios, diminuta funcao citotoxica das células T e diminuicao da
proliferacdo de células T imaturas do dador. (33,34)

As células estaminais do sangue do cordao tém demonstrado potencial para serem
transformadas em diferentes tipos celulares quando tratadas em culturas celulares especificas

e apresentam capacidade de produzir tecido de um drgao especifico. (35)

1.1.2. Transplante de células estaminais hematopoiéticas

O primeiro transplante hematopoiético em que foi usado SCU como fonte de células
hematopoiéticas foi realizado no Hospital Saint-Louis, em Paris, Franca, em outubro de 1988. 0
doente foi um menino de 5 anos com anemia de Fanconi,um sindrome hereditdrio de faléncia da
MO, que recebeu sangue do cordao HLA compativel da sua irma gémea homozigética. (36) O
transplante foi um sucesso, e hoje o recetor estd vivo e sauddvel, apresentando uma cura
completa das manifestacoes hematoldgicas da doenca. (36)

O sucesso abriu portas para um novo caminho nos transplantes alogénicos de sangue do cordao
uma vez que: (a) uma unica unidade de SCU contém CEH suficientes para reconstituir
definitivamente o sistema linfo-hematopoiético do recetor; (b) uma unidade de SCU pode ser
colhida durante o parto sem causar dano ao recém nascido ou a mae; e (c) células estaminais
hematopoiéticas do SCU podem ser criopreservadas e transplantadas para um recetor depois de
descongeladas, sem perderem a sua capacidade de repopulacao. As principais vantagens do uso
de sangue do cordao sao a auséncia de risco para as maes e dadores, o risco reduzido da
transmissao de infecoes e a capacidade de armazenar sangue do cordao criopreservado,

previamente testado e com a tipagem HLA, disponivel para uso imediato. (37)
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A Eurocord analisou os resultados dos transplantes de sangue do cordao em criancas com
diferentes patologias. Em 147 doentes, a maioria com leucemia, a incidéncia cumulativa de
recuperacao de neutrdfilos foi de 90%, e os incidentes de GVHD aguda e crdénica foi de 12% e 10%
até 2 anos, respetivamente. Em 5 anos, os incidentes cumulativos de mortalidade sem relapso e
comrelapsoforam 9% e 47%, respetivamente, e a probabilidade de sobrevivéncia livre de doenca
foi 44%. A dose celular e 0 estado da doenca constituiram importantes fatores para o sucesso do
transplante. (38)

Grandes progressos tém sido realizados ao longo dos anos na selecao de doentes, modificagoes
no acondicionamento das amostras, e melhores escolhas de sangue do cordao para transplante
de acordo com a dosagem celular e tipagem HLA, fatores que contribuem para uma melhoria no
que respeita ao transplante pediatrico de sangue do cordao umbilical e, consecutivamente, a um
aumento da sua procura. (25)

No futuro, podem vir a ser realizados transplantes de sangue do cordao para combater também

doencas nao hematoldgicas, tais como doencas autoimunes e doencas degenerativas. (25)

1.2. Bancos de armazenamento e criopreservacao de células estaminais

Desde as primeiras investigacoes que se percebeu que as células do sangue do cordao umbilical
podem ser armazenadas a -196°C e depois descongeladas para serem utilizadas nas diferentes
aplicacdes clinicas. (26,39)

Recorrendo a um processo de armazenamento eficiente, as unidades de sangue do cordao
podem ser mantidas durante mais de 20 anos, sem existir comprometimento das suas
propriedades bioldgicas. (27)

O primeiro banco de armazenamento de sangue do cordao foi criado em Nova lorque em 1994.
Hoje estima-se que cerca de 800000 unidades de sangue do cordao encontram-se
armazenadas em bancos publicos de 45 paises e mais de 4 milhdes de unidades permanecem
criopreservadas em hancos privados, em quase 100 paises. (40)

A criacao destes bancos resultou numa diminuicao do tempo de procura de dadores compativeis.
Em alguns casos, o tempo necessario para encontrar um dador compativel pode ter um grande
impacto na progressao da doenca. (36)

O crescimento da procura de armazenamento de sangue do cordao umbilical impulsionou

questdes de estudo, inicialmente nao existentes, tais como o melhor método de colheita,
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processamento e armazenamento das unidades de sangue do cordao; expansao das células
estaminais ex vivo; avaliacao de doencas genéticas e infeciosas, o risco de GVHD aguda ou
cronica, percentagem de recaidas com malignidade apds transplante; a potencialidade para
terapia genética com transplante autdlogo e as questdes éticas e sociais envolvidas na colheita

e armazenamento de unidades de sangue do cordao umbilical. (41)

1.3. Transporte e Processamento

O protocolo recomendado para a colheita de SCU, propde clampar o cordao umbilical apds o
nascimento do bebé, mas antes da expulsao da placenta, limpar e desinfetar para prevenir
contaminacao com sangue materno ou agentes infeciosos. O cordao umbilical é depois perfurado
em condicoes estéreis, permitindo a saida do fluxo sanguineo livremente, com auxilio da
gravidade, para um saco de colheita estéril que contém anticoagulante. (42)

0 sangue do cordao pode ser colhido a qualquer hora e enviado desde o local de colheita até ao
banco de armazenamento, onde é processado e criopreservado. A distancia entre o local de
colheita e o local de processamento pode variar significativamente. Consequentemente,
determinar o maximo de tempo permitido entre a colheita e o inicio do processamento e
criopreservacao, sem comprometer a viabilidade e a poténcia das células, é crucial. (43)

As unidades de sangue do cordao devem idealmente ser processadas nas proximas 24h a seguir
a colheita, podendo, no entanto, ir até as 72h. (42)

Outro parametro que influencia a percentagem de células nao vidveis para transplante é a
temperatura de armazenamento. Apesar de nao existir um consenso na temperatura 6tima a
aplicar, o sangue do cordao apresenta um armazenamento 6timo a 4'C-8'C ou 22+4°C a
temperatura ambiente. (44-46)

Devido as limita¢6es intrinsecas do baixo volume e consequentemente baixa dosagem celular
proveniente das especificacdes da colheita de SCU, torna-se crucial a minimizacao de perdas
celulares e a maximizacao de recuperacao celular durante todos os passos de processamento.
(47)

O SCU é identificado e pesado e feita a medicao do volume, sendo necessario realizar uma
contagem celular total, nimero de células totais nucleadas, glébulos vermelhos nucleados e
contagem de células CD34+, antes do processamento, de modo a perceber o efeito na viabilidade

e qualidade das células, depois da sua manipulacao e armazenamento a longo prazo. (44,46,48)
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As unidades processadas sao posteriormente testadas para microrganismos aerdbios e
anaerdbios, de modo a perceber a presenca de contaminacdes cruzadas de bactérias ou fungos,
com origem no canal de parto ou sepsis sistémica na mae ou no bebé. Unidades contaminadas
bacteriologicamente devem ser descartadas. (48)

Os dois grandes fatores na selecao de unidades de sangue do cordao para transplantacao sao a
dosagem celular e a compatibilidade HLA. A dosagem celular esta reportada como células totais
nucleadas, e varia entre 0,8 e 3 x10° células por cada 120 ml de unidade colhida. A dose minima
exigida para garantir um excerto ndao se encontra definida, no entanto, a probabilidade de sucesso
de enxerto e do transplante estd relacionada com uma dose celular mais alta. (29,49)

A viabilidade a longo prazo das células congeladas demonstrou-se um importante parametro a
ponderar quando se comecou a realizar este processo de preservar as células. No entanto, é hoje
sabido que os protocolos de criopreservacao aplicados permitem em média uma recuperacao de
80% de células totais nucleadas (TNC) e recuperacao de 90% de células progenitoras. (42,48)
Atualmente, a contagem de TNC é um método protocolado e reprodutivel que permite a avaliacao
da poténcia das unidades de sangue do cordao no momento da selecao para transplante. A
contagem de CD34+ e CFUs estd associada com o potencial do enxerto (32,50,51). A quantidade
de CD34+ correlaciona-se com a probabilidade de sucesso do transplante, isto €, quanto maior a
quantidade de CD34+, melhor a probabilidade de o transplante de sangue do cordao ser bem

sucedido a longo prazo. (52)

1.4. Criopreservacao

Apesar das investigacoes dedicadas a outras técnicas de armazenamento, como por exemplo a
dessecacao, a criopreservacao mantém-se a técnica mais usada e a mais fiavel para um
armazenamento a longo prazo de células e tecidos. (53)

As etapas principais da criopreservacao de SCU incluem a preparacao cuidadosa das amostras,
que envolve a remoc¢ao de impurezas, se necessario, sequida da adicao de crioprotetores e o
acondicionamento apropriado das amostras, sendo posteriormente submetidas a um processo
de arrefecimento controlado, no qual a temperatura é diminuida de forma gradual, com o objetivo

de evitar a formacao de cristais de gelo. (53,54)
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Apds a congelacao, as amostras sao armazenadas em recipientes devidamente isolados,
contendo azoto liquido, com temperaturas que atingem -196°C, garantindo que a atividade
metabdlica e as reagoes quimicas sejam interrompidas, com afinalidade de evitar a deterioracao
das amostras. (54,55)

Quando necessario, as amostras sao descongeladas de forma controlada, recorrendo a um
processo de aquecimento gradual, de modo a evitar danos celulares decorrentes de mudancas
bruscas de temperatura. Apds o descongelamento, a viabilidade e a poténcia das amostras sao
avaliadas, com o objetivo de assegurar a sua qualidade para uso em estudos cientificos, terapias
celulares e transplantes. (55)

O sangue do cordao umbilical pode ser eficazmente criopreservado recorrendo a
criopreservantes, sendo o dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% ou menos, o criopreservante mais
usado atualmente, podendo ser criopreservado durante décadas sem degradacao ou perda de
poténcia significativas. (53,54,56)

No entanto, a criopreservacdo e a descongelacao, sao processos que aceleram as lesoes
celulares, aumentando a apoptose e a necrose. (57-59) Essencialmente, poténcia reduzida e
baixa recuperacao da funcao celular associadas a uma md execucao do processo de
criopreservacao, estao correlacionadas com o risco de faléncia do enxerto de sangue do cordao.
(50,60)

As amostras de SCU descongeladas, sao analisadas e testadas com o objetivo de determinar a
manutencao da sua qualidade, poténcia e viabilidade, sendo realizados a contagem de TNC, a
contagem de células CD34+, a viabilidade celular, o screening microbioldgico e a contagem de
CFUs. (46,52)

A poténcia das unidades de sangue do cordao criopreservadas é um importante indicador da sua
capacidade regenerativa ap6s o processo de criopreservacao. A poténcia é um indicador da
atividade bioldgica das células estaminais do cordao umbilical, que permitem o desenvolvimento
de progenitores hematopoiéticos. (46)

Os dados obtidos na andlise dos critérios apds a criopreservacao, permitem realizar uma
comparacao com os dados obtidos antes da criopreservacao e, assim, auferir sobre a influéncia

deste processo na qualidade, na poténcia e na viabilidade celulares das células. (61)
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar a viabilidade e poténcia celular de células de
sangue do cordao umbilical, antes e apds o processo de criopreservacao, de forma a determinar

a eficdcia e o sucesso deste processo no Laboratdrio de Criopreservacao BehéVida.

3. Métodos

Foi realizado um estudo observacional, analitico, transversal, efetuado por consulta de registos
no Laboratdrio de Criopreservacao BebéVida.
A amostra em estudo compreendeu os registos de unidades de sangue do cordao umbilical que
foram descongeladas no periodo entre janeiro de 2015 e dezembro de 2022. Para cada unidade
foram recolhidas as seguintes varidveis:

e Identificacdao da amostra;

e Datade criopreservacao;

e Datade descongelacao;

¢ Quantidade de células totais nucleadas antes da criopreservacgao;
¢ Quantidade de células totais nucleadas apds descongelacao;
e Viabilidade celular CD34+ antes da criopreservacao;
e Viabilidade celular apds a criopreservacao;
e Contagem de CD34+ antes da criopreservacao;
e Contagem de CD34+ apds a descongelagao;
e Screening microbioldgico antes da criopreservacao;
e Screening microhioldgico apds descongelacao;

e Crescimento de unidades formadoras de coldnias.

Os dados foram obtidos a partir dos relatdrios de avaliacao regular da qualidade das unidades
criopreservadas na BebéVida, que permite ao servi¢o registar os dados da data de
criopreservacao, data de descongelacao e dos parametros que foram enumerados
anteriormente. Os dias totais de criopreservacao foram calculados recorrendo a data em que as
unidades foram processadas e congeladas e a data em que foram descongeladas e avaliadas. Os

restantes dados encontravam-se compilados nos relatdrios de avaliagao regular.
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Os registos resultaram dos testes laboratoriais implementados no laboratdrio e realizados para
determinacgao e avaliacao dos diferentes parametros. Todas as técnicas foram executadas de
acordo com as instrucées do fabricante e dos procedimentos existentes no servico. Durante o

periodo em estudo nao se realizaram alteragcdes nas metodologias utilizadas.

3.1. Procedimentos laboratoriais

Recorreu-se a técnica de citometria de fluxo, realizada de forma automadtica no aparelho BD
FACSCanto Il, para realizar a contagem de células totais nucleadas, células CD34+ e CD45+, de
acordo com as instrugdes do fabricante BD Biosciences®. (62)
A dtica do citdmetro BD FACSCanto Il consiste numa fonte de excitacao com até trés lasers: um
azul (488 nm, estado sélido de 20 mW arrefecido a ar), um vermelho (633nm, 17 HeNe) e um
violeta (405 nm, estado sélido de 30 mW). A dtica de excitacao a laser ilumina as células na
amostra, e a 6tica de recolha direciona os sinais de dispersao de luz e fluorescéncia através de
filtros espectrais para os detetores. (62)
Todos os resultados de citometria de fluxo sao monitorizados e validados através da execucao
do controlo de qualidade interno diario, avaliando assim todos os processos e resultados
analiticos com fiabilidade. Trimestralmente é executado o controlo de qualidade externo — UK
NEQAS e semestralmente é realizada a manutencao do citémetro.
Para arealizacao do screening microbiologico, sao colhidas amostras em dois frascos de meio de
cultura BACT/ALERT®, um em anaerobiose e outro em aerobiose, e sdo enviados para analise
num laboratdrio externo. Os resultados sao depois enviados, analisados e aprovados. A colheita
é realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante. (63)
Os frascos de meio de cultura BACT/ALERT® da BIOMERIEUX proporcionam um ambiente ideal
para a recuperacao de uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos e
micobactérias. (64)
Para a selecao das unidades a ser criopreservadas, estas tém de corresponder aos critérios,
sendo eles:

e Numero de células totais antes de criopreservagao: 2200 000 células/unidade;

e Viabilidade celular total antes da criopreservacao: 270%;

e Periodo maximo entre a colheita daamostra e a criopreservacao nao exceder as 72 horas.
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Assim, as unidades terao de cumprir os requisitos acima expressos para serem criopreservadas
pela BebhéVida. Para além desses, a BebhéVida inclui ainda como critérios de exclusao e de
inclusao os presentes no quadro 1. Se a unidade nao cumprir os requisitos especificados, é

considerada "nao conforme”.

Critérios de Exclusao

Resultados positivos para um ou mais dos marcadores virais: HCVM, HBC, HIV, CMV (IgM), no

rastreio analitico do 32 trimestre;
Infecao por SARS-CoV-2 até 7 dias antes do parto;
Infecdo, sepsis e/ou infecao grave por HIN1 até 7 dias antes do parto;
Infecao ativa por Toxoplasma no parto (anti-Toxoplasma IgM+);
Resultado positivo para um microorganismo resistente aos antibidticos/antimicéticos de uso
comum (ex: amoxicilina/acido clavulanico; Imipenem; Pip/tazobactam; Ciprofloxacina);
Presenca de uma doenca hematoldgica ou metabdlica hereditaria diagnosticada no feto por
amniocentese ou bidpsia das vilosidades coridnicas (ex: drepanocitose, talassemia major,
imunodeficiéncias congénitas, doencas metabdlicas).
Identificacao da integridade celular;
Resultados positivos na testagem da poténcia:
e (élulas CD34 vidveis 2 70%
e Células CD45 vidveis 2 45%

Crescimento de unidades formadoras de coldnias.

Quadro 1 Critérios de Exclusao e de Aceitagcdo

A bolsa de colheita utilizado pela BebéVida para a obtencao das amostras de SCU contém o
anticoagulante citrato fosfato glicose adenina (CPDA).

O protocolo de criopreservacao inicia-se com a refrigeracao da camara de criopreservacao até
4°C e a colocacao da bolsa de colheita selada overwrap, que contém a amostra, na respetiva
cassete de aluminio. De sequida, a cassete de aluminio identificada e a criobolsa para CEM
derivadas do SCU sao colocadas a refrigerar no congelador de taxa controlada, sendo efetuada

uma descida gradual da temperatura - 1°C/min até atingir os -60°C e 5°C/min até atingir os -



140°C. A curva de congelacao deve ser interpretada no fim de cada processo de congelagao. O
tempo mdximo entre aadicao de crioprotetor e acriopreservagao daamostranao deverd exceder
0s 30 minutos.

Depois de terminado o protocolo de criopreservacao, as cassetes de aluminio e as criobolsas
devem ser colocadas no contentor Biostor 5®, e este deve ser movido para perto do tanque de
criopreservacdo previamente selecionado. As amostras sao armazenadas na gaveta ou rack do
tanque de criopreservacao previamente definida. Durante o armazenamento, deve evitar-se a
exposicao das unidades de SCU a temperatura ambiente. (65)

O crescimento das CFUs é um parametro usado para avaliar a viabilidade e a qualidade das
células estaminais hematopoiéticas presentes no sangue do corddo umbilical. E realizado
recorrendo ao meio MethoCult™, cumprindo as instrucdes do fabricante.

O MethoCult™ usa meios de cultura semi-sdlidos a base de metilcelulose, que sao formulados

para promover o crescimento e a diferenciacao de células estaminais hematopoiéticas.(66)

3.2. Anadlise estatistica

Os dados assim obtidos foram sistematizados e analisados descritivamente nos programas
Excel® e Statistical Package for Social Science® (SPSS) versao 28.0.0.0, sendo apresentados
na forma de tabela e graficos.

Para comparar os resultados obtidos antes e apds o processo de criopreservacao foi realizado
inicialmente o teste da normalidade (Shapiro-Wilk) e subsequentemente o teste de Wilcoxon.
Para estudar a possivel relacao entre o tempo de criopreservacao e as diferencas encontradas
nas contagens de TNC e CD34+ foi realizado o primeiro teste da normalidade e posteriormente o
Coeficiente de Correlacao de R6 de Spearman. As diferencas foram consideradas significativas

com p<0,05.
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4. Resultados

No periodo entre janeiro de 2015 e dezembro de 2022 foram descongeladas 48 unidades de
sangue do cordao umbilical (USCU) criopreservadas na BebéVida.

Podemos observar no Grafico 1 que o ano com mais USCU descongeladas foi 2015 com 10 USCU,
seguindo-se o ano de 2018 com 9 e os anos de 2016, 2017, 2019 com 6 USCU cada. O ano com

menor ndmero foi 2021, com apenas 3 USCU descongeladas.

Numero de unidades/ano

12

10

0 I I I | I I I I

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

B )] oo

Numero de unidades descongeladas
N

Ano

Gréfico 1 Distribuigdo do nimero de unidades descongeladas por ano
Na tabela 1 é possivel verificar o tempo médio de criopreservacao das USCU, por ano de

descongelacao. Observa-se que o periodo mais longo de criopreservacao foi de 3967 dias (10,86

anos) e o periodo mais curto foi de 54 dias.
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Ano n Médiade diasde Periodo maximo Periodo minimo Desvio padrao
criopreservacao de de
criopreservacao = criopreservacao
(dias) (dias)

2015 10 960 2597 54 92,36
2016 6 1712 3033 395 201,22
2017 6 1554 3967 63 254,12
2018 9 221 484 101 206,20
2019 6 570 786 392 108,98
2020 4 500 643 415 108,98
2021 3 870 945 757 150,16
2022 4 1073 17 907 103,93
Total 48 906 3967 54 175,24

Tabela 1 Distribuicao do periodo de criopreservagdo, em dias, por ano em que foram descongeladas as unidades

4.1. Caracterizacao microbiolégica da amostra

Foi realizado um screening microbioldgico em todas as unidades antes e apds o processo de
criopreservacao.

Antes do processo de criopreservacao, 39 das 48 USCU (81,25%) demonstraram serem estéreis,
5 USCU (10,41%) nao apresentaram resultado registado e 4 (8,33%) testaram positivo para 3
diferentes microrganismos: Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis e Klebiella
pneumoniae.

Apds o processo de descongelacao, 40 USCU (83,33%) demonstraram serem estéreis, 4 USCU
(8,33%) nao apresentaram resultado registado e as 4 USCU (8,33%) que anteriormente testaram

positivo, voltaram a positivar para 0 mesmo microrganismo.

4.2. Caracterizacao celular das USCU

Na tabela 2 pode ohservar-se a caracterizacao celular na totalidade da amostra e por cada ano,
incluindo a diferenca, em termos percentuais, entre os valores obtidos antes e apds o processo
de criopreservacao.

Antes do processo de criopreservacao, o valor minimo de células totais nucleadas foi de 30,12 x
108 células e o valor maximo foi de 1851,74 x 10° células. A média do total das USCU foi de 553,37
+ 432,02 x10° células.
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Apds a criopreservacao, o valor de TNC mais baixo foi de 8,6 x 108 células e o valor mais elevado

foide 1333,50 x 108 células. A média do total das USCU foi de 377,53 + 343,70 x 108 células.
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Ano

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

Total

n Criopreservacao
(dias) média

desvio padrao

10 960 £1139

6 1712,33 £1424,93
6 1554 £1869,72
9 221+165,60

6 570+169,62

4 500 +106,64

3 869,67 + 99,40
4 1072,5 120,01
48 906 +175,24

Tabela 2 Distribuicao das varidveis por ano

+

Contagem de
TNC (x106) pré
criopreservacao
médiazdesvio

padrao

384,09 +271,02
343,00 +284,96
348,71 +361,95
669,05+491,88
737,22 +621,28
783,49+364,39
919,70 + 476,42
558,26 +292,23

553,37 +432,02

Contagem de
TNC (x106) pés
criopreservacao

média + desvio

padrao

295,01+244,99
234,44 + 291,46
283,80 + 345,42
217,86 105,61

604,12 £ 516,85
686,84 + 380,46
717,55 + 451,09

394,12 + 266,27

377,53+343,70

Diferenca entre

Contagem

de Contagem de

contagemde TNC  CD34+ (x106) pré CD34+ (x106) pés

pré e pos

criopreservacao

(%) média

2319
31,65
18,62
67,44
18,05
12,34
2198
29,40

31,78

criopreservacao
médiatdesvio

padrao

0,78 1,41
164+355
0,80+1,26
2,02+219
124057
219174
195+1M

123+0,98

1,41+1,82

criopreservacao
médiatdesvio

padrao

0,57+1,08
132:2,92
0,23+0,45
01401
0,68+0,46
139+0,65
1,79+1,07
0,55 0,35

0,70+1.23

Diferenca entre

contagem de
CD34+ pré e pos
criopreservacao
(%) médiazdesvio
padrao

27,23
19,77

70,75
92,84
45,09
36,49
8,05

55,60

50,41

Viabilidade
celular (%) pos
criopreservacao
médiazdesvio

padrao

93,52 +5,56
94,58+ 324
75,18 +25,90
93,78 +8,26
97,43 +1,84
93,68+6,78
94,86 +5,67
75,98 +29,83

90,53 +15,41
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Gréfico 2 Valores de TNC antes e apds o processo de criopreservacao

E possivel verificar que apds o processo de criopreservacao existiu uma diminuicao, de forma
global, de 31,78% na contagem de células totais nucleadas, apresentando uma média de 175,84
x 108 células e mediana de 112,53 x106 células. (Tabela 2)

Esta diferenca observada entre a contagem de TNC antes e apds a criopreservacao (grdfico 2) é
estatisticamente significativa (tabela 3). Uma vez que estas varidveis ndo seguem a distribuicao
normal, foi aplicado o teste de Wilcoxon, como € possivel observar na tabela 3.

Relativamente a contagem de células CD34+, antes do processo de criopreservacao, 0 menor
valor obtido foi de 0,03 x10° células, e o maior valor registado foi de 8,86 x 10° células. A média
do total das USCU foi de 1,41+ 1,82 x 10° células.

Apds a criopreservacao, o menor valor foi de 0,01 x 108 células, e o maior valor foi de 7,26 x 10°
células. A média do total das USCU foide 0,70 +1,23 x 10° células.

Quanto a viabilidade celular das células CD34+, antes da criopreservacao obteve-se uma média

de 95,25 +10,02%, com o valor minimo de 50% e mdaximo de 100%.
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Teste da normalidade Teste nao paramétrico

Shapiro-Wilk Teste de Wilcoxon
Estatis n Sig. n Estatis Erro Estatistica Sig.
tica tica padrao teste
padroniza
do
TNC 0,858 48 <001 48 0,000 97,499 -6,031 <0,01
antes
TNC 0,830 48 <001
apos
CD34+ 0,0725 48 <001 48 7,000 91523 -5,829 <0,01
antes
CD34+ 0,567 48 <0,01
apos

Tabela 3 Teste de normalidade Shapiro-Wilk e teste de Wilcoxon com valores de contagem celular de TNC e CD34+ antes e apds
a criopreservagao

E possivel verificar que apés o processo de criopreservacao existiu tambhém neste caso uma
diminuicao, de forma global, de 50,41% na contagem de células CD34+, com média de 0,71 x 10®
células e mediana de 0,22 x 10° células. (Tabela 2). Esta diferenca observada entre a contagem
das células CD34+ antes e apGs a criopreservacao (grafico 3) é estatisticamente significativa,

conforme se pode observar na tabela 3.

18



10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Células CD34+ x10°

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

Unidades descongeladas

e \/3lor das células CD34+ antes da criopreservagao

e \/alor das células CD34+ apds a criopreservagao

Grdfico 3 Valores das células CD34+ antes e apds a criopreservacao

Em relacao a viabilidade celular total apds a criopreservacao obteve-se uma média total das
USCU de 90,53 +15,41%, com um valor minimo de 27,78% e um valor maximo de 100%. (Tabela
2)

O ultimo parametro avaliado foi o crescimento de unidades formadoras de coldnias nas USCU
apds o processo de criopreservacao e descongelacdo, sendo que 41 USCU (85,42%),
apresentaram crescimento e 7 USCU (14,58%) nao apresentaram resultado de crescimento de

CFUs.

4.3. Relacao entre o tempo de criopreservacao e TNC e células CD34+

De modo a comparar o tempo de criopreservacao e as contagens celulares TNC e células CD34+
recuperadas, procedeu-se a uma analise estatistica.
Inicialmente, foi realizado teste a normalidade da amostra. Como é possivel observar na tabela 4,

o valor de p<0,01, indica que os dados ndo sequem uma distribuicao normal.
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Teste de Normalidade

Shapiro-Wilk
Estatistica n Sig.
Dias 0,722 48 <001
Diferenca 0,561 48 <,001
TNC
Diferenca 0,615 48 <,001
CD34+

Tabela 4 Resultados do teste de normalidade

Seguidamente, realizaram-se as correlacdes nao paramétricas utilizando o coeficiente de

correlacao de R6 de Spearman entre o tempo de criopreservacao e a diferenca dos valores de

TNC pré e pds criopreservacao (tabela 5), e também do tempo de criopreservacao e a diferenca

dos valores de CD34+ pré e pés criopreservacao (tabela 6).

Coeficiente de Correlacao R6 de Spearman

Dias

Tempo de criopreservacao (Coeficiente de 1,000
(Dias) Correlacao

Sig. (2

extremidades)

N 48
Diferenca TNC pré e pos (oeficiente de -0313
criopreservacao Correlacao

Sig. (2 0,030

extremidades)

N 48

TNC
-0.313

0,030

48
1,000

48

Tabela 5 Resultados do coeficiente de correlacdo de R de Spearman (Tempo de criopreservacao (dias) e diferenca TNC pré e pds

criopreservacdo)
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Coeficiente de Correlacao R6 de Spearman

Dias
Tempo de criopreservacao  (oeficiente de 1,000
(Dias) Correlacao
Sig. (2
extremidades)
N 48
Diferenca CD34+préepos  (oeficiente de -0,283
criopreservacao Correlagao
Sig. (2 0,051
extremidades)
N 48

CD34+
-0,283

0,051

48
1,000

48

Tabela 6 Resultados do coeficiente de correlacdo Rd de Spearman (Tempo de criopreservacao (Dias) e diferenca CD34+ pré e pds

criopreservacdo)

Conforme se pode observar na Tabela 5, foi encontrada uma correlagao negativa na comparagao

efetuada. A existéncia de correlacao negativa indica que existe uma correlagao inversa entre as

duas variaveis, tempo de criopreservacao e a contagem de TNC. No entanto, o valor da correlacao

é haixo.

Na Tabela 6 é possivel observar que nao existe correlacao entre as varidveis analisadas, isto €,

entre o tempo de criopreservacao e a contagem de células CD34+.
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5. Discussao

0 sangue do cordao umbilical € uma fonte valiosa de células estaminais hematopoiéticas, células
que podem ser usadas para transplante ou para diferentes fins no campo emergente da terapia
celular. 0 SCU apresenta a grande vantagem de poder ser colhido e criopreservado durante anos,
sem apresentar alteracdes significativas que comprometam a sua utilizacao. (67)

As unidades de sangue do corddo analisadas neste estudo foram armazenadas durante um
periodo maximo de 3967 dias (10,85 anos), ndo se prevendo, de acordo com a literatura,
alteracoes significativas na qualidade e poténcia das amostras apds o processo de
criopreservacao. (54,55,68-71)

Embora a maioria dos estudos apontem neste sentido, existem estudo com resultados
diferentes. (71,72) Broxmeyer et al. comparou a recuperacao das TNC com o niimero de CFU-
GEMM e CFU-GM, antes e apds a criopreservacao, e nao encontrou diferencas significativas apds
a criopreservacao de SCU até um maximo de 23,5 anos. (27,71,72) Yamamoto et al. reportou que
a contagem de TNC, a contagem de CD34+ e o numero de CFU-GM decresceram apds
criopreservacao, no entanto, a recuperacao da contagem de TNC, a contagem celular de CD34+e
o numero de CFU-GM nao alterou significativamente entre as unidades de SCU criopreservadas
durante 1 més e aquelas criopreservadas durante 10 anos. (54)

Para garantir que o processo de criopreservacao ocorreu de forma linear, é necessdria a analise
de alguns parametros que permitem auferir sobre o sucesso do procedimento.

Neste estudo foram avaliados parametros antes do processo de criopreservacao, como a
contagem de TNC, contagem de células CD34+, viabilidade celular das CD34+ e a realizacao de
screening microbioldgico. Apds o processo de criopreservacao foram avaliados estes mesmos
parametros, bem como a contagem de CFUs. Para este estudo, foram comparados e analisados
estatisticamente os valores das contagens de células TNC, os valores da contagem das células
CD34+ e foi analisado estatisticamente a correlacao entre o tempo de criopreservacao e a
diferenca desses valores.

No periodo analisado neste estudo, foram descongeladas no total 48 USCU. O nimero maximo
de amostras descongeladas num ano foi de 10 USCU em 2015 e o nimero minimo foi de 3 em
2021. Este numero reduzido de amostras descongeladas em 2021 coincidiu com a mudanca da
direcdo clinica do Laboratdrio, no entanto esta diminuicao deverd estar relacionada com as

alteracdes que se fizeram sentir apds a pandemia de SARS-CoV-2, tanto as alteracoes
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socioeconémicas, como a diminuicao da taxa de natalidade, o que consequentemente, levou a
uma menor procura dos servicos oferecidos pelo laboratdrio. (73)

Um dos parametros a ter em consideracao neste estudo foi o screening microbioldgico, realizado
antes e apds a criopreservacao. Este procedimento é considerado como um dos critérios
indispensdveis para o armazenamento de sangue do cordao umbilical em bancos de
armazenamento, de modo a evitar infecdes microbioldgicas para o futuro recetor. (36,74) De
forma geral, as USCU que testarem positivo no screening microbioldgico sao rejeitadas nao
sendo armazenadas, no entanto, existem alguns estudos publicados em que foram
transplantadas USCU contaminadas, uma vez que ndo se encontravam disponiveis outras
opcdes compativeis para esses recetores. (75-77) Estes recetores que receberam produtos de
SCU contaminado nao desenvolverem nem experienciaram nenhum sintoma clinico severo
adverso ap6s transplante. (75,76,78) Assim, neste caso as USCU contaminadas, presentes neste
estudo, foram criopreservadas e analisadas. Os 3 microrganismos presentes nas 4 USCU
(8,33%) — Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae, sao
microrganismos encontrados na flora comensal da pele humana (75,76,78,79), assim como na
flora vaginal e do trato gastrointestinal (77,79), sendo que muito possivelmente estes
microrganismos tiveram a sua origem da mae, durante o parto.

As USCU podem ser criopreservadas durante anos em azoto liquido, até serem necessarias, e a
sua qualidade deve permanecer minimamente inalterada. E, no entanto, esperado que se
verifiqgue uma diminuicao dos valores em todos os parametros testados apds o processo de
criopreservacao, uma vez que as células acabam por sofrer um leve dano celular inerente ao
procedimento. (16,17)

A contagem de TNC é considerada um parametro muito importante, uma vez que esta associada
com arapidez, sucesso e sobrevivéncia do transplante de CEH. Assim sendo, a contagem destas
células tem sido usada como um critério de selecao para as USCU. (80,81)

Neste estudo, a contagem de células totais nucleadas antes da criopreservacao foi, em média,
553,37 + 432,02 x10° células, e apds a criopreservacao foi, em média, 377,53 + 343,70 x 10°
células, apresentando uma diminui¢cao média de 31,78% apds o processo de criopreservacao. A
diferenca entre estes valores antes e ap0s a criopreservacao foi estatisticamente significativo.
Estes valores cumprem com os critérios propostos pelo laboratdrio, sendo que antes da

criopreservacao se obteve sempre valores superiores a 0,2 x 108 células totais nucleadas.
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A contagem das células CD34+ também tem sido associado com a sobrevivéncia pds transplante
e o desenvolvimento de GVHD, e juntamente com a contagem de TNC, apresenta-se como um
importante critério na selecao de USCU. (32,82)

Os resultados obtidos neste estudo antes da criopreservacao foram, em média, 1,41+ 1,82 x 10°
células e apds a criopreservacao foram, em média, 0,70 + 1,23 x 10° células, exibindo uma
diminuicao média de 50,41%. A diferenca é tamhém estatisticamente significativa.

Uma mais alta qualidade das células criopreservadas estad relacionada com uma percentagem
mais alta de viabilidade celular total apds a criopreservacao, o que por sua vez, influencia o
sucesso do resultado do transplante de células estaminais. (55)

Neste estudo, obteve-se uma viabilidade celular, em média, de 90,53 £ 15,41%.

Os valores obtidos neste estudo para os parametros avaliados e descritos anteriormente
apresentam-se entre o intervalo de valores encontrados em outros estudos realizados, com
condicoes semelhantes a este. (68-70,83-85)

Kim et al, Anagnostakis et ale Yamamoto et al realizaram estudos nos quais comparam valores
de TNC e células CD34+ antes e apds a criopreservacao e reportaram valores apds a
criopreservacao para as células totais nucleadas entre 330 x 106 e 547 x 10° células e para as
células CD34+ valores de 0,66 x 10° células e 1,02 x 10° células. (68,83,84)

Kudo et al Kim G. etal Rosenau etale Yang et altambém realizaram estudos semelhantes a este,
no entanto obtiveram valores superiores, tanto de células TNC como de células CD34+.
(69,70,85,86) No entanto, permitem validar e comparar a diminuicao dos valores obtidos para os
parametros avaliados neste estudo, sendo que estas distincoes podem justificar-se pelas
diferencas que existem nos protocolos, materiais e meios aplicados na criopreservacao das
USCU, assim como fatores como o tempo de criopreservacao, condicoes de colheita,
armazenamento e transporte. (44,61,86)

Relativamente a correlacao entre o tempo de criopreservacao e adiferencados valores de células
totais nucleadas e células CD34+ antes e apos a criopreservacao. Apenas se observou uma
correlacao inversa entre o tempo de criopreservacao e a contagem de TNC, ou seja, quanto maior
o tempo de criopreservacao, menor a quantidade de células totais nucleadas presentes na
amostra. Estes dados vao de encontro ao sustentado noutros estudos semelhantes. (68,69,83-
85)

As contagens celulares de TNC, CD34+ e CFUs tém demonstrado ser relevantes medidores da

poténcia associados com o sucesso de transplante de células estaminais hematopoiéticas

24



provenientes do SCU. Caracteristicas que podem contribuir ou afetar a poténcia hematopoiética
em intervalos de tempo definidos incluem 1) colheita e proficiéncia do método de processamento,
volume e contagem celular; 2) método de criopreservacao, proficiéncia, meios usados, volume,
concentracdo e ndmero e tipo de contentor; 3) condices e tempo de armazenamento e 4)
método de descongelacao, proficiéncia e meio usado. (70)

Para ser possivel ter disponivel mais sangue do cordao armazenado para transplantacao, é
pratica comum dos bancos de criopreservacao publicos descartarem USCU com baixas taxas de
recuperacao ou que nao tenham conseguido atingir o nimero minimo definido de células
definidas pelo prdprio banco. No entanto, isto nao se aplica aos bancos de criopreservacao
privados, uma vez que o objetivo destes bancos € a criopreservacao de SCU para potencial uso
no futuro, especialmente em medicina regenerativa, independentemente da perda de células
durante o processamento. (86)

Estudos sobre a qualidade das amostras de SCU e a sua correlacdo com o tempo de
criopreservacao devem ser continuados, assim como estudar a influéncia da duracao da
criopreservacao na recuperacao hematoldgica apds transplante de células estaminais
hematopoiéticas.

As varidveis nao controladas neste estudo que podem ter condicionado estes resultados, incluem
afalta de dados sobre aidade gestacional, o local de colheita, o tempo decorrido entre o parto e a
colheita do sangue do cordao, temperatura e transporte das amostras, tempo decorrido entre a
colheita e a entrega no laboratdrio. No entanto, foi confirmado que todos estes critérios foram
cumpridos de acordo com o estipulado nos protocolos de qualidade e seguranca, salvaguardando

que existe sempre diferencas incontorndveis nos aspetos acima mencionados.
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6. Conclusao

A transfusao de componentes provenientes do sangue do cordao umbilical é um procedimento
cada vez mais procurado e solicitado nas dreas da medicina regenerativa e terapia celular. A
descoberta da capacidade regenerativa principalmente das células estaminais hematopoiéticas,
foi um passo fundamental no desenvolvimento de técnicas de armazenamento e
criopreservacao de SCU. A preservacao da qualidade e poténcia das células do SCU apds a
criopreservacao é um importante e preocupante fator, e continua a ser alvo de interesse para
diferentes estudos.

Este trabalho permitiu auferir sobre a qualidade das USCU selecionadas para criopreservacao e
posterior transplante de células estaminais hematopoiéticas na BebéVida. Os dados mostram
que a qualidade das USCU, até um periodo mdximo de 10 anos de criopreservacao, foi mantida.
Com estes resultados foi possivel averiguar o impacto da criopreservacao em células do sangue
do cordao umbilical, assim como a efetividade do processo e dos protocolos utilizados, uma vez
que os valores obtidos cumpriram os requisitos do laboratdrio e vao de encontro aos dados da

literatura.
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