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Resumo

O presente Relatdrio de Estagio, é constituido por duas partes em que se descreve: Estagio no Servico
de Terapia Celular (STC) e o Estudo de Caso.

0 estdgio no STC do IPOPFG, EPE, foi realizado por 6 meses, teve como objetivos desenvolver
competéncias no ambito de processamento e criopreservacao de Produtos de Terapia Celular, tendo sido
efetuadas metodologias de avaliacao da qualidade e a integracao na rotina laboratorial.

0 estudo de caso foi desenvolvido sobre a Avaliacao da Qualificacao do Banco de Células, no STC do
IPOPFG, EPE, tendo como objetivo verificar se a Qualificacao do Banco de Células do STC se mantém atualizada
face ao referencial regulamentar e da literatura. O suporte conceptual baseou-se na revisao da literatura,
utilizada para a construcao de uma check/ist instrumento de suporte para a realizacao do trabalho. Apesar da
literatura existente sobre este tema ser limitada, os resultados obtidos permitiram verificar que a Qualificacao
do Banco de Células do STC do IPOPFG, EPE, estd de acordo com a mesma.

Quer arealizacao deste estagio hem como realizacao de trabalhos sobre temas relevantes para o STC
foi enriquecedora, permitiu ter um contacto direto com a realidade do mercado de trabalho, assim como a

aquisicao e desenvolvimento de novas competéncias, quer a nivel profissional quer a nivel pessoal.

Palavras-chave: Terapia Celular; Banco de Células; Qualificacao; Standards, Checklist



Abstract

This Internship Report, consists of two parts in which it is described: Internship in the Cellular Therapy
Service and the Case Study.

The internship in the STC of IPOPFG, EPE, was carried out for 6 months and aimed to develop skills in
the processing and cryopreservation of Cell Therapy Products, having been carried out methodologies of quality
assessment and integration into the laboratory routine.

The case study was developed on the Evaluation of the Qualification of the Cell Bank, in the JTS of
IPOPFG, EPE, aiming to verify if the Qualification of the Cell Bank of the ITS is up-to-date in relation to the
regulatory reference and the literature. The conceptual support was based on the literature review, which was
used to build a checklist, which was a support instrument for this study. Although the existing literature on this
topic is limited, the results obtained allowed us to verify that the Qualification of the Cell Bank of the STC of
IPOPFG, EPE is in accordance with the same.

Both the completion of this internship and the work on topics relevant to the JTS were enriching,
allowing for direct contact with the reality of the labour market, as well as the acquisition and development of

new skills, both professionally and personally.

Keywords: Cell Therapy; Biological Specimen Banks; Qualification; Standards; Checklist



Organizacao do Relatério de Estagio

Este relatério descreve o Estagio realizado no Servico de Terapia Celular (STC), do Instituto Portugués
de Oncologia do Porto Francisco Gentil (IPOPFG, EPE), bem como o projeto desenvolvido sob proposta da
instituicao sobre o tema “Qualificacao do Banco de Células, no STC do IPOPFG, EPE”. De modo a organizar estas

duas componentes de estagio este relatdrio esta organizado em dois capitulos:

e (apitulo | - contextualiza o estagio, objetivos, metodologias e procedimentos realizados no STC e
competéncias adquiridas e desenvolvidas neste servico. Neste capitulo, explora um elemento
fundamental do STC que é o Sistema de Gestao da Qualidade, o qual tem um papel relevante na
realizacao do projeto desenvolvido no capitulo Il.

e (apitulo Il - desenvolve o projeto, com as subdivisdes da introducao, objetivos, metodologia,

resultados, discussao e conclusao.
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CAPITULO - Estégio

1. Instituicao e contextualizacao do estdgio

0 Estdgio foi realizado no Servico de Terapia Celular (STC) no Instituto Portugués de Oncologia do Porto
Francisco Gentil, Entidade Publica Empresarial (IPOPFG, EPE) e teve uma duragao de 6 meses.

O STC utiliza diversas Terapias Celulares, integradas nas Imunoterapias e Transplantacao, como
tratamento de diversas patologias hematoldgicas e nao-hematoldgicas. Na tabela 1 estao enumeradas
algumas patologias em que as Terapias Celulares sdo utilizadas como tratamento (1, 2).

0 STC tem uma grande e diversa atividade na colheita, processamento e armazenamento de Produtos
de Terapia Celular (PTC) destinados a Transplantacao e a produgao de Medicamento de Terapia Avanca (MTA),
e prima pela seguranca do doente e pela elevada qualidade dos produtos que disponibiliza, no pais e para o

estrangeiro, o que lhe permite ter amplo reconhecimento a nivel nacional e internacional.

Tabela 1: Exemplos de patologias hematoldgicas e nao-hematoldgicas que no tratamento pode usar Terapias Celulares

Patologias hematoldgicas e nao-hematoldgicas
Amiloidose Leucemias Crénicas
Anemia Apldsica Linfoma Cutaneo das células T
Anemia de Fanconi Linfoma de Hodgkin
Doencas autoimunes Linfoma Nao-Hodgkin
Doengas da pele Mieloma Muiltiplo (MM)
Doencas hereditarias Neuroblastoma
Doencas Histociticas Retinoblastoma
Leucemias Agudas Sarcoma de Ewing

2. Objetivos do estdgio

O estdgio realizado no STC teve como objetivo principal aplicar os conhecimentos tedricos e
desenvolver competéncias praticas na drea das Terapias Celulares, permitindo adquirir autonomia profissional
e cientifica, para uma melhor integracao no futuro profissional. Para atingir este objetivo, foi importante integrar
equipa de trabalho na rotina laboratorial do servico, o que permitiu compreender a logistica e os procedimentos

realizados no STC.



3. Contextualizacao do Servico de Terapia Celular

0 STC iniciou a sua atividade em 19889, e surge com esta sua denominagao em 2006 pela juncao da
Aférese e da Criobiologia. O STC desenvolve atividade de consulta a dadores e doentes, colheita de PTCs por
aférese e Medula Ossea (MO) no bloco operatério (BO), analise, processamento e armazenamento de PTCs
destinados a transplantacao, para o tratamento de diversas patologias. Atualmente, tem implementado
multiplas imunoterapias na sua atividade, e desenvolve trabalhos de investigacao e colabora em ensaios
clinicos na area.

0 STC encontra-se distribuido pelos Pisos 1, 2 e 3 do Edificio E (laboratdrios) do IPOPFG, EPE. No piso
1 estad instalada a Sala de Criopreservacao (SC) interligada com a drea de processamento. No piso 2 encontra-
se a area administrativa partilhada com a Imunohemoterapia, e no piso 3 estao localizadas as dreas clinica e
laboratorial. A area clinica é constituida por dois gabinetes médicos, onde se efetua a avaliagao dos doentes e
dadores, e por duas salas de aférese, onde se realiza a colheita de PTCs, sendo que uma destas esta destinada
e adaptada para doentes pediatricos. A area laboratorial é constituida pelos Laboratérios de Biologia Celular
(LBC), de Citometria de Fluxo (LCF), de Criobiologia (LC) e pelo de Terapia Celular (LTC). O LBC e o LCF sao
destinados a atividades de controlo de qualidade (CQ) dos PTCs, enquanto os LC e LTC sao utilizados para a
realizacao do processamento de PTCs e descongelacao destes e de MTAs.

0 STC é constituido pela Diretora de Servico a Dra. Susana Roncon e por uma equipa multidisciplinar,
que integra Médicos especialistas na area de Imunohemoterapia, Técnicos Superiores de Diagndstico e
Terapéutica (TSDT), Técnicos Superiores de Satde (TSS), Enfermeiros, Assistentes Técnicos (AT) e Assistentes
Operacionais (A0). O STC tem um organograma estruturado de forma a garantir a interagao entre os diversos
grupos de profissionais e permitir a dinamica e o bom funcionamento do servico assim como a qualidade dos
produtos.

Neste capitulo sao abordados, mais pormenorizadamente, os diferentes processos e procedimentos
realizados no STC, nomeadamente a avaliacdao de doentes e dadores, a colheita, rececao, processamento,

armazenamento e distribuicao de PTCs e MTAs.
3.1. Avaliagao de doentes e dadores

A avaliacao clinica de doentes e dadores € a primeira etapa a ser realizada em todo o processo, a
dadores/doentes enviados pelo Servico de Transplantacio e Medula Ossea (STMO), pelo Centro Nacional de
Dadores de Células de Medula Ossea, Estaminais ou de Sangue do Corddo (CEDACE) e outros servicos, apds
rececao do pedido de avaliacdo do dador/doente proposto para colheita de PTCs ou tratamento de fotoferese
(s6 doente). Esta avaliacao é feita pelo médico responsavel, no gabinete médico do servico. Nesta consulta o
médico fica a conhecer a histdria clinica do doente/dador, realiza um exame fisico e pede exames
complementares de diagndstico. Para os dadores é necessdrio fazer o rastreio a doencas crénicas, doencas
genéticas, alteracoes da funcao cardiaca, hepdtica ou renal e doencas potencialmente transmissiveis.

Para a elegibilidade do dador é obrigatéria a pesquisa de marcadores de doencas infeciosas,

nomeadamente ao anticorpo contra o Virus da Hepatite C (VHC), ao antigénio de superficie do Virus da Hepatite
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B (VHB) e ao anticorpo coreda Hepatite B, aos anticorpos contra Virus linfotrépico da Célula T humana (VLTH)
1e 2, aos anticorpos contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) 1 e 2, testes de dcidos nucleicos (TAN)
para VHB, VHC e VIH, andlise especifica ou ndo para o 7reponema pallidium e outros agentes infeciosos (3, 4).
Devido a atual situacao pandémica da Sindrome Respiratéria Aguda Grave - Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), é
necessdrio um teste negativo a doenca por Coronavirus 2019 (COVID-19) ou comprovativo de recuperacao para
arealizacao da colheita. Concomitantemente o médico prescreve os fatores de crescimento.

Posteriormente, 0 dador tem uma consulta de enfermagem onde sao avaliados os acessos venosos,

colhidas amostras, e entregues os fatores de crescimento, com a explicacao sobre o que sao e a sua funcao.
3.1.1.Tipos de dadiva

Existem dois tipos de dadiva: a autéloga e a alogénica, sendo que a Ultima se subdivide em dadiva
alogénica relacionada e nao-relacionada (5, 6).

Na dadiva autéloga, o doente e o dador sao o mesmo individuo, ou seja, o doente colhe as células
pretendidas, estas sao processadas e criopreservadas e, posteriormente, descongeladas e reinfundidas no
doente (7). Na dadiva alogénica, o doente e dador sao individuos diferentes (7). O dador colhe Células
Progenitoras Hematopoiéticas (CPH) para o doente, estas sdo processadas e infundidas a fresco ao doente. A
diferenca entre os dois tipos de dddiva alogénica, é que na dadiva alogénica de dador relacionado, o dador tem
grau de parentesco com o doente (ex. pai, irmao, primo..), ja na dadiva alogénica de dador nao-relacionado, o
dador e o doente ndo tém qualquer tipo de grau de parentesco (8). Existe a obrigatoriedade de anonimato, quer

para o doente quer para o dador.

3.2. Mobilizagao e colheita de produtos de terapia celular

A colheita de PTCs é realizada ap4s a mobilizacao com fatores de crescimento. Estes fatores permitem
a deslocacao das CPHs presentes na MO para o sangue periférico (9). O fator de crescimento mais utilizado é o
Granulocyte — Colony Stimulating Factor (G-CSF), devendo a dose ser de 10 ug/kg/dia (10). Apds 4-6 dias de
administracao de fator de crescimento, o nimero de CPH é elevado no sangue periférico, realizando-se a
colheita, normalmente no 5° dia de mobilizagao (11, 12). A utilizacao destes fatores permite que a colheita seja
mais eficaz, evitando que o dador seja submetido a diversos procedimentos de colheita (13).

Na eventualidade de maus acessos venosos o dador é proposto para colocacao de Cateter Venoso

Central (CVC), para que a colheita ndo se torne um processo moroso para o dador.

3.2.1. Métodos de colheita

A colheita de PTC € realizada, fundamentalmente, por dois métodos, diretamente na MO ou aférese
(14).

A colheita efetuada na MO é feita em BO, onde o dador se encontra sob o efeito de anestesia geral (15).
0 dador tem uma preparacao prévia, que inclui: no dia anterior a colheita, é internado, sao realizados dois banhos
antisséticos, um no dia do internamento e outro no dia da colheita. No BO o dador anestesiado, na colheita sao

realizadas multiplas puncdes nas cristas iliacas posteriores com agulhas estéreis descartaveis, sendo que a
3



zona lombar é previamente lavada e desinfetada para evitar contaminacao da MO e as zonas adjacentes sao
protegidas por campos estéreis (15, 16). O procedimento de colheita inicia com a preparacao do meio de
anticoagulante (ACD) no saco de colheita, heparinizagao das seringas de aspiragao de MO que € introduzida num
saco de colheita estéril pré-preparado. O volume de medula éssea a colher depende de mudiltiplos fatores,
nomeadamente do peso do dador, sendo que o limite estabelecido é entre 15-20 ml/kg, do peso do recetor e do
ndmero de células pretendidas (17). Uma das desvantagens deste método € que, sendo um sistema aberto,
existe maior risco de contaminacdo do produto.

Atualmente a colheita por aférese é o método mais utlizado. O tipo de aférese utilizado no STC é a
citaferese. Esta colheita é feita em equipamentos, designados por separadores celulares, que fazem a selecao
das células pretendidas, sendo os restantes componentes reinfundidos ao doente/dador (18, 19). E feita a
anticoagulagao do sistema de tubuladuras, com uma solugao anticoagulante, contendo citrato e heparina (19).
Trata-se de um processo moroso, que decorre entre 3 e 4 horas, apesar disso, permite uma recuperacao mais
facil e rdpida do que a colheita de MO (20). Este método permite um sistema de colheita fechado e,

consequentemente, um menor risco de contaminacao do produto.

3.2.2. Tipos de produtos de terapia celular

3.2.2.1 Células progenitoras hematopoiéticas

As CPH sao células estaminais que tém a capacidade de se diferenciar em diferentes linhagens
celulares e formar células adultas (ex. eritrdcitos, leucdcitos, plaquetas) (21, 22). Este tipo de células pode ser
proveniente de diversas fontes, nomeadamente da MO, do sangue periférico e do Sangue do Corddao Umbilical
(SCU) (23, 24). As CPH de maior interesse para a recuperacao da hematopoiese, e para o tratamento de diversas
patologias, sao as células CD34* (25). Numa ddadiva de dador autdlogo, dependendo da patologia, sao
necessarias de 2,5 a 5x10° CD34*/kg de peso do recetor e numa dadiva alogénica entre 4 a 6x10° CD34*/kg de
peso do recetor (26, 27). A quantidade de células CD34* necessaria estd diretamente relacionada com o tipo de

patologia do recetor.

3.2.2.2 Células mononucleares

A colheita de Células Mononucleares (CMN) é realizada por aférese. Estas células sao utilizadas para
tratamentos de fotoferese extracorporal (FEC), pelos métodos /n/ine, em que o processo de fotoativacao se
realiza durante o procedimento, no préprio equipamento de colheita, ou por métodos offline, em que a
fotoativacao das células autélogas é realizado em laboratério num equipamento, o MacoGenic, que irradia o
produto com luz ultravioleta, apds o tratamento com um agente fotossensibilizador, o Psoraleno (28, 29). Este
tipo de células é utilizado para o tratamento da Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) e do Sindrome
de Sezary (Linfoma Cutaneo das células T) (30, 31). As CMNs sdo usadas também quando o doente temrisco de
recaida pds-transplante, procedendo-se a infusao de linfacitos T do dador (ILD) (32). Mais recentemente, em
2018, as CMN tém sido utilizadas em novas terapias celulares, especificamente, na producao de células

Chimeric Antigen Receptor (CAR) T.



3.2.3. Controlo de qualidade no sangue periférico

Na colheita de CPH, para ter uma estimativa do nimero de células CD34* do produto no final da colheita,
é feita a contagem de células CD34* em amostra colhida no sangue periférico, e enviado para o LCF, situado na
area de CQ. Este sera o melhor indicador para a previsao do numero de volémias a fazer e nimero de células
CD34* colhidas no final da colheita (33, 34).

Quando a amostra chega ao LCF, esta é colocada num agitador automadtico para garantir a
homogeneidade da amostra. De sequida, realiza-se um hemograma para obter as contagens hematoldgicas do
dador no momento da colheita, sendo de principal interesse a contagem dos leucdcitos.

Para a contagem de CD34* sao necessdrios dois tubos de citometria, um dos tubos é o controlo
negativo, no qual ndo se coloca os anticorpos monoclonais CD34 e CD45, isto permite afirmar que as células do
dador nao tém fluorescéncia prdpria, o outro tubo coloca-se a amostra + anticorpos (35). A sequir, adiciona-se
o FACSLyse, que é um reagente utilizado para lisar os eritrdcitos, mantendo os leucdcitos intactos (35). Ao
realizar uma centrifugacao permite que as células de interesse, se depositem no fundo do tubo de centrifugacao,
pois, estas sao células maiores e mais densas. Apods a rejeicao do sobrenadante é necessario ressuspender o
pellet, e paraisso é utilizado o Facs Flow. Por fim, agitar no vortex e adquirir de imediato no citémetro.

Para calcular o nimero de células CD34*/ul no sangue periférico é utilizado a seguinte férmula:

e Nocélulas CD34*/pl no SP = leucdcitos x10°/L X % células CD34*, sendo que a % células
CD34* é obtida por Citometria de Fluxo (CF)

Estd descrito em artigos que, apenas se avanca com o procedimento de colheita quando o n.2 de células
CD34* > 10/uL, no sangue periférico (36). Isto, para que o dador nao seja submetido a intervencdes
desnecessarias. Assim, o resultado é comunicado ao médico responsavel e se o nimero de células CD34*/pL
for baixo é tomada a decisao de continuar ou interromper a colheita. Se a decisao for interromper o
procedimento de colheita, 0 enfermeiro termina o procedimento e o produto colhido é eliminado, ap6s avaliacao
da qualidade. Sempre que isto acontece é necessario um registo de ocorréncia, com a justificacao do motivo da
eliminacao e os dados referentes a colheita e ao doente, em femplateproprio.

No caso de o procedimento de colheita continuar, no final da mesma o enfermeiro responsavel por essa
colheita regista na aplicacao informatica Quality Assurance Partner 10 (QAP10) os dados do produto final (ex.
volume total, de citrato e de heparina), sendo emitida uma etiqueta de colheita de acordo com o /nternational
Society of Blood Transfusion (ISBT) 128, que serd colocada no saco de colheita para identificacao da mesmae
que substitui a etiqueta tempordria. De seguida, o AO transporta o saco de colheita, numa mala térmica
devidamente identificada, a temperatura ambiente, acompanhado do processo do doente, para a drea do
processamento. O procedimento para a contagem de células CD34* no sangue periférico encontra-se descrito

por nds na Figura1.
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Figura 1: Procedimento laboratorial para a contagem de CD34* no sangue periférico

3.3. Rececao de Produtos de Terapia Celular

3.3.1. Produtos colhidos no servico de terapia celular

A rececao dos PTCs é feita pelos TSDT, na drea do processamento, onde juntamente com o AO,
responsavel pelo seu transporte, confirmam a identificacao do dador e, num femplate é registado os dados do
produto, data e hora da rececao, juntamente com uma assinatura de ambos.

Apos arececao domesmo, o técnico verifica aintegridade do saco e o aspeto macroscaopico do produto
(37). No laboratdrio, o produto é agitado suavemente para garantir a homogeneidade do mesmo, isto para que
a amostra retirada para o CQ seja representativa do produto total de colheita. Retira-se a amostra para um dos
tubos anexos ao saco e identifica-se 0 mesmo com uma etiqueta com os dados do dador (Figura 2). Essa
amostra vai para o LCF para a realizacao do hemograma e para aimunofenotipagem das populacées celulares.

Por ultimo, para determinar o volume do PTC, pesa-se 0 saco e retira-se a tara do mesmo. Se o PTC é
para uso autdlogo fica armazenado do frigorifico de 2-82C durante a noite, enquanto no PTC para uso alogénico

é calculado o volume para infusao a fresco, em funcao das células CD34" pedidas.

Figura 2: Colheita de amostra para o controlo de qualidade do produto
Fonte: Fotodo LCdo STC.



3.3.2. Produtos colhidos em outros centros

Paraarececdo de PTCs de outros centros nacionais e internacionais, a data e hora prevista de chegada
do mesmo, sao enviadas previamente por correio eletrénico para o Diretor de Servico e para o Gestor da
Qualidade, juntamente com a identificacao do transportador.

O transportador identifica-se e os dados sao confirmados de acordo com os dados anteriormente
recebidos por correio eletrénico. O transporte do PTC é feito numa mala térmica, com controlo de temperatura,
entre 21°C<10°C (37). O profissional responsdvel pela rececao, verifica a temperatura na abertura do contentor
de transporte (38). Juntamente com o saco de colheita, vém amostras para a realizacdo de testes laboratoriais,
nomeadamente para o grupo ABO/Rh, serologia virica, sifilis e testes de acidos nucleicos.

Os restantes procedimentos sequem os descritos para os PTCs colhidos no STC.
3.4. Area de Controlo de Qualidade

A drea de CQ é constituida pelos LCF e LBC, sendo que nesta sao executados testes laboratoriais para
0 CQ dos PTCs.

3.4.1. Avaliacao da qualidade dos produtos de terapia celular

A avaliacao da qualidade dos PTCs é um parametro indispensdvel na preparacdao de CPH para
transplante ou destinados a outras terapias. Esta avaliacao assegura a conformidade do produto com os
requisitos do servico e das leis que regulam esta drea. Todos os produtos colhidos no STC ou em outros centros
passam por um processo de avaliacao da qualidade capaz de assegurar e garantir a seguranca e eficacia dos
mesmos. Os parametros de qualidade dos PTCs avaliados ap6s a colheita sao:

e Contagem de leucdcitos;
e Hematdcrito;

e Imunofenotipagem,;

e Viabilidade celular;

e Ensaios clonogénicos;

o Esterilidade;

e GrupoABO e Rh;

e  Estudo citogenético/genético (se aplicavel).

Estes parametros sao determinados de acordo com os procedimentos descritos nos pontos 3.4.1.2 a

3.4.1.3.2 deste capitulo.
3.4.1.1 Citometria de Fluxo
A CF permite analisar mdltiplos parametros fisicos e quimicos das células (39). As células estao

suspensas numa corrente de fluxo e passam, uma a uma, por um feixe de luz, sendo detetados pela sua

dispersao de luz ou a sua fluorescéncia (39, 40). O Forward Scatter (FSC) e o Side Scatter (SSC) sao detetores



de dispersao da luz que permitem avaliar o tamanho e a complexidade das células, respetivamente (39). Para
avaliar a fluorescéncia das células estas sao conjugadas com fluorocromos (39).

No STC, a CF é utilizada para os testes laboratoriais de CQ, nomeadamente para a determina¢ao da
imunofenotipagem das populagoes celulares no sangue periférico e no PTC, determinar a viabilidade de

produtos descongelados e para a contagem de linfdcitos e outras células, no tratamento da DECH.

3.4.1.2 Imunofenotipagem das populagées celulares

A amostra retirada apds rececao do PTC é usada para a realizacao do hemograma e para a
imunofenotipagem das populacdes celulares. O procedimento laboratorial realizado para a imunofenotipagem
das populagdes celular encontra-se descrito na Figura 3 (41).

Para as contagens celulares, a amostra é diluida 1:10 com uma solucao salina, Facs Flow. Neste
procedimento sdo necessarios trés tubos de citometria: um sera o controlo negativo (apenas amostra), um para
as contagens de CD34*/kg e outro para contagem de linfdcitos (CD3*). A contagem de linfdcitos é para conhecer
a razao entre a percentagem de linfécitos T helper (CD3CD8*) e a percentagem de linfdcitos T citotdxicas
(CD3CD4*). Quanto maior esta razao for, mais benéfico é para o doente. Estas percentagens sao obtidas por CF,
tal como a % CD34".

A contagem de CD34*/kg permite saber qual o nimero de células obtidas no final do procedimento de
colheita. Para obter o niimero final de CD34*/kg é necessdrio fazer uma série de cdlculos, tais como:

e Total de leucdcitos x 108 = [leucdcitos x 10°/mL X volume final (mL)] x 100
e Leucdcitos x108/kg = Total de leucdcitos x 108 + Peso do recetor

e Total de células CD34* x10° = Total de leucdcitos x108 X % células CD34*
e (élulas CD34*/kg = Total de células CD34* x10° + Peso do recetor

Diluicéo daamostra 110

900 pl FACSFLOW
+

100 pl amostra diluida

| Controlo Negativo ‘ | Contagem de CD34+ e CD45+ ‘ ‘ Contagem de Linfécitos ‘

5uCD3+
5 CD4+
10 ulCD45+ 541 D45+
10 ulCD34+ 10 plCDB+

100 pl amostra diluida 100 pl amostra diluida 100 pl amostra diluida

Figura 3: Procedimento laboratorial para aimunofenotipagem das populagées celulares

Apos a determinacao do n.2 CD34*/kg, o técnico comunica ao médico responsavel o resultado. Se
o dador nao colher o valor estipulado, devera fazer nova colheita no dia seguinte. Se o dador nao apresentar

condigoes para uma nova colheita, pelo que que esta nao serd realizada.



3.4.1.3 Funcionalidade das populacées celulares

3.4.1.3.1 Células progenitoras hematopoiéticas colhidas por aférese

Para avaliar a funcionalidade das CPH colhidas por aférese é retirada uma amostra dos PTCs, apenas
na 12 colheita. A funcionalidade é avaliada através da capacidade de diferenciacao e de proliferacao das células,
nomeadamente a sua capacidade clonogénica (42). Para isto, sdo quantificados trés tipos de unidades
formadoras de coldnias (CFU), mais especificamente Unidades Formadoras de Coldnias-Eritroide (CFU-E),
Unidades Formadoras de Colénias- Granuldcito Macréfago (CFU-GM) e Unidades Formadoras de Coldnias-
Granuldcito, Eritrdcito, Mondcito, Megacaridcito (CFU-GEMM). O objetivo é quantificar o nimero de CFU-GM x
10°/kg de peso do recetor. O valor ideal de CFU-GM x10°/kg depende do tipo de PTC, sendo que nas CPH deve
ser 21,0x10° CFU-GM/kg (25). O procedimento laboratorial para a determinacao da funcionalidade encontra-se
descrito na Figura 4.

A cultura de coldnias é realizada em meio de metilcelulose, este meio tem fatores de crescimento
recombinantes, o que permite o crescimento das unidades formadoras de colénias (42). Nos pogos do meio é
colocada a amostra e nos restantes pocos € adicionada agua destilada estéril, para que as células tenham a
humidade suficiente para crescer. Incubam em estufa de CO> a 37°C, apds 14 dias de incubacao faz-se a
contagem, no microscdpio invertido, do n.2 de CFU-E, CFU-GM e CFU-GEMM dos dois pogos com o meio de
metilcelulose (Figura 5). Para determinar o CFU-GM x10°/kg calcula-se:

e CFU-GM x10° Total = [Total leucdcitos X (n.2 CFU-GM + n.2 CFU-GEMM)] = 50
e CFU-GM x105/kg = CFU-GM x10° Total + Peso do doente ou dador
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Figura 4: Procedimento laboratorial para a determinagao da funcionalidade das CPH colhidas por aférese
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Figura 5: Unidade Formadores de coldnias. 5.A. Eritroide; 5.B Granuldcito Macrdfago; 5.C Granuldcito, Eritrécito, Mondcito,
Megacaridcito (43).

3.4.1.3.2 Medula Ossea

No caso da MO, o nimero ideal de CFU-GM/kg é de 20,1x10° CFU-GM/kg (25). O procedimento
laboratorial para a avaliacao da funcionalidade das CPHs provenientes da MO difere do procedimento das CPHs
colhidas por aférese, e estao desenhados na Figura 6.

Quando adicionar a amostra + Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ao Ficoll deve-se inclinar o tubo
para que os produtos nao se misturem, para que no final da centrifugacao as diferentes camadas formadas
estejam bem diferenciadas. A camada de interesse para este procedimento é a porcao com as células
nucleadas. Para o meio de metilcelulose, a amostra no caso da MO, a concentracao deve ser ajustada de 1x10°
células nucleadas /mL (42). Para determinar o CFU-GM x105/kg calcula-se:

e CFU-GM x10° Total =[Total de leucécitos X (n.2 CFU-GM +n.2 CFU-GEMM)] = 10 (MO tem um gradiente
de densidade diferente das CPHs colhidas por aférese);

e CFU-GM x105/kg = CFU-GM x10° Total + Peso do doente ou dador
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Figura 6: Procedimento laboratorial para a determinacao da funcionalidade das CPHs obtidas por colheita na MO

3.5. Area do Processamento

A drea do processamento é constituida pelo LC e o LTC, sendo que nestes laboratérios os TSDT

realizam o processamento propriamente dito dos PTCs.

3.5.1. Processamento de Produtos de Terapia Celular
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O processamento dos PTCs é feito em ambiente controlado, de forma a evitar qualquer tipo de
contaminacao. Os LTC e LC sao salas limpas com o ambiente controlado, equipadas com um sistema de
Aquecimento, Ventilacao e Ar Condicionado (AVAC), que permite um controlo de temperatura e pressao e
asseguram a eliminacao de particulas muito pequenas. Para verificar se o sistema AVAC funciona
corretamente, os LTC e LC tem uma avaliacao semestral por duas empresas externas acreditadas. Para além
disso, os TSDT fazem o controlo microbioldgico do ar, em repouso e atividade, mensalmente. Este controlo é
feito colocando placas de gelose de sangue, em pontos pré-definidos, de acordo com a drea dos laboratdrios.
As placas sao abertas e ficam 4 horas expostas ao ar, sendo que a colheita é feita por sedimentacao. Apds esse
tempo, as placas sao fechadas e identificadas de acordo com os pontos de colheita, e sao levadas para o
laboratdrio de Microbiologia, acompanhadas de uma requisicao, onde incubam durante sete dias, apos os quais
sao emitidos os resultados. Em caso de contaminacao, e dependendo do nimero de coldnias e do
microorganismo contaminante, é aberta uma ocorréncia para investigacao da causa, acompanhamento e
resolucao da mesma.

A utilizacao destes laboratdrios é restrita a profissionais autorizados, que tém obrigatoriamente de
usar Equipamento de Protecao Individual (EPI), nomeadamente fato descartavel, touca, mdscara, luvas e
protetores de calcado (44).

A entrada do LTC, tem adjacente uma antecamara (AC) onde os profissionais fazem a lavagem e
desinfecao das maos e trocam o EPI, para que o ambiente do laboratdrio seja o mais estéril possivel. Este
laboratdrio é constituido por duas camaras de seguranca hioldgica (CSB) do tipo Il equipadas com filtros High
Eficiency Particulate Air(HEPA). Os procedimentos do processamento de PTCs, nomeadamente a colheita de
amostras para o controlo microbioldgico, a preparacao da solucdo de criopreservacao e a filtracdo de MO sao

realizados numa CFL para manter a esterilidade do produto (45).

3.5.1.1 Células progenitoras hematopoiéticas colhidas por aférese

As CPHs colhidas por aférese para uso autdlogo sao criopreservadas enquanto as CPH para uso
alogénico sao infundidas a fresco, com validade até ao mdximo de 72 horas apés a colheita (46, 47). Nas
colheitas de CPHs para exportacao, retiram-se amostras para o CQ das mesmas, de acordo com o ponto 3.4.1.

Quando rececionadas as CPHs provenientes de outros centros retiram-se, igualmente, amostras para
os testes laboratoriais de CQ. Se o produto tiver uma concentragao 2400x10°/L, este € diluido com albumina
humana a 5%. Este procedimento é realizado em CFL, de maneira a evitar a contaminacao do produto. Em certos
casos, quando o nimero de células é superior ao necessario para o transplante, é calculado pelo médico
responsavel o volume a infundir. Na eventualidade da realizagcao de um segundo transplante, ou a patologia
justifique a criocongelacao de linfdcitos, as células remanescentes sao criocongeladas, de acordo com o

protocolo de criocongelacao, descrito no ponto 3.5.1.1.1, e armazenadas em azoto a s-150°C.

3.5.1.1.1 Criocongelagao de Células Progenitoras Hematopoiéticas
As CPHs para uso autdlogo sao criopreservadas num periodo maximo de 24 horas apds a colheita,
assim como as células remanescentes de dadores alogénicos relacionados. No entanto, para as células
rececionadas do exterior, colhidas em outros centros, esta estipulado um periodo maximo de 72 horas. A

criopreservacao de CPHs permite manter as caracteristicas fisicas e quimicas das células, enquanto o doente
"



faz a preparacao pré-transplante, que pode incluir ciclos de quimioterapia ou radioterapia, para que,
posteriormente, possa fazer o transplante (48).

0 procedimento de criocongelacao € feito apés adicao de uma solugao de criopreservacao, composta
por Dimetilsulféxido (DMSO) e albumina humana a 5% (49). 0 DMSO é um agente crioprotetor (ACP) que evita
aformacao de cristais de gelo que provocam lesao celular (50). A albumina humana, sendo uma solucdo rica em
proteinas, é uma fonte de nutrientes para as células (47, 50). O volume de DMSO e de albumina humana a 5%
necessarios, dependem do volume e da concentracao inicial do PTCs, sendo que o volume de albumina deve ser
pelo menos o dobro do volume de DMSO para que este ndo seja prejudicial para as células. Os sequintes cdlculos
permitem chegar aos volumes necessarios a constituicao da solucao de criopreservacao:

e Consideramos a densidade =1, Volume inicial = volume (peso) — (tara do saco);

e N.2total células = concentracao WBC X volume inicial;

e Encontrar uma concentragao ideal entre 80-350 x10°/L, de forma que vol. Albumina = 2x vol. DMSO;
e Volume final = N.2 total células + Concentracao ideal;

e Volume DMSO =10% do volume final;

¢ Volume de albumina = volume final — (volume inicial + volume DMSO).

A solucao de criopreservacao é feita na CFL. Num saco de transferéncia é colocado, em primeiro lugar,
a albumina humana a 5% e depois, lentamente, é adicionado 0 DMSO, sendo que a medida que adicionamos este
deve-se homogeneizar a solugao (51). A juncao destes reagentes provoca uma reacao exotérmica, sendo
necessdrio colocar a solucdo num frigorifico, idealmente a 4°C, durante um periodo minimo de 30 minutos (52).
Enquanto a solucao arrefece, o TSDT identifica os sacos de criopreservacao com etiquetas de processamento
e conecta-os ao sistema de distribuicao, em conector estéril para evitar contaminacoes (51).

Quando a solucao estiver arrefecida, liga-se o congelador programado de arrefecimento gradual,
chamado de Planer. S6 quando o congelador atingir a temperatura ideal (4°C), se inicia a adi¢ao da solucao de
criopreservacao as CPHs, com homogeneizacdo continua (53). Terminado este processo, é retirada uma
aliquota de produto para um criotubo, para eventuais estudos posteriores, sendo que este é, de igual modo,
criopreservado, para manter as caracteristicas do produto.

Posteriormente, o produto final é distribuido uniformemente para sacos de criocongelacao em Acetato
Vinilo de Etileno (EVA), sendo retirado o ar dos sacos para evitar danos durante o armazenamento. O niimero de
sacos criopreservados por produto celular depende de vdrios fatores, nomeadamente do nidmero de
transplantes programados, a celularidade e volume do produto inicial.

Os sacos com o produto final sao selados duas vezes e colocados em sacos secundarios, para evitar a
contaminacao do produto e a lesao do saco primario durante o0 armazenamento. De seguida, estes sao postos
numa placa metdlica arrefecida e, posteriormente, colocados no Planer. Para a congelacdao de CPHs, o
arrefecimento é de -1°C por minuto até atingir -60°C e depois -5°C por minuto até atingir os -120°C (53). Esta
criocongelacdo tem uma duracao de 72 minutos. No final, o equipamento emite um grdfico com a curva da
criocongelacao que, posteriormente, é digitalizado e guardado no processo do dador na aplicacao informdtica
QAP10.
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Por ultimo, os sacos sao colocados em caixas devidamente identificadas, de acordo com o sistema
ISBT 128 e sao transportados em contentor de azoto liquido para serem transferidos para a tina de

armazenamento, descrito no ponto 3.6, até a realizacao do transplante.

3.5.1.1.2 Descongelacao de células progenitoras hematopoiéticas
A descongelacao de CPH é programada pelo médico responsdvel do STMO e transmitida ao Diretor de
Servico do STC. 0 STMO envia para 0 STC uma requisicao devidamente preenchida com:
o Identificacao do doente;
e Diagndstico do doente;
e Tipodeinfusao;
e Pesododoente;
e N.2de células CD34+/kg do doente pretendidas;
o |dentificacao do servico requisitante;

o Identificacao e assinatura do médico requisitante.

0 processo é localizado na aplicacao informatica QAP10 e é retirado o processo fisico, sendo este
avaliado pelo diretor de servico. No dia anterior ao transplante, dois TSDTs retiram as células do
armazenamento e transferem as mesmas para o contentor de transporte. A descongelacao é feita no LC.

0 método utilizado pela maioria dos centros, e até ha pouco tempo no STC, é a descongelacao em
banho-maria a 37°C (51). Apesar de este ser um método muito rapido, a dgua constitui uma fonte de
contaminacao para o produto e, por isso, atualmente a descongelacao de CPHs no STC, é realizada no SAHARA
TSC (54, 55). Este equipamento ndo utiliza dgua, a descongelacao é feita com apoio de compressas de gel
aquecidas, tem um sensor de infravermelho que permite um maior controlo da temperatura durante todo o
processo (54, 55).

A descongelacao comeca, apenas, quando o AO responsavel pelo transporte das células para o
transplante, atribuido pelo STMO, chegar ao STC. Para este processo sao necessarios pelo menos 2 técnicos. O
TSDT retira um saco do contentor de transporte e confirma os dados com o outro técnico, que tem o processo
do doente (dupla confirmacao). Apds esta confirmacao, o TSDT verifica a integridade do saco e aspeto
macroscopico do produto e coloca-o no equipamento de descongelacao, que durante a descongelacao
homogeneiza as células. Ao longo da descongelacao, o TSDT deve verificar o aspeto do produto. Quando o
produto ndo tiver cristais de gelo, retira-se 0 saco do SAHARA. E importante que a temperatura do produto nao
ultrapasse os 4°C, porque o DMSO torna-se tdxico para as células e destréi-as, a esta temperatura.

De seguida, retira-se, na CFL, uma amostra para CQ, nomeadamente, para determinar a viabilidade
celular e para o controlo microbioldgico, de forma a garantir que nao existiu contaminacao durante o
processamento e armazenamento. Por dltimo, substitui-se a etiqueta de armazenamento para uma etiqueta de
distribuicao, escreve-se a validade do produto e coloca-se o produto num saco estéril. Volta-se a confirmar a
identificacdo com 0 AO, o qual coloca o saco numa mala térmica, previamente preparada, para a sua distribuicao.

Os procedimentos relativamente a distribuicao de CPH estdo descritos no ponto 3.7.
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3.5.1.1.2.1 Viabilidade celular
A viahilidade celular permite avaliar a propor¢ao de células no produto que apresentam integridade
membranar (56). Esta é realizada por dois métodos: azul de tripano e por 7-amino-actinomicina D (7-AAD). O
azul de tripano é um corante que penetra as células sempre que a membrana estd danificada e cora de azul o
citoplasma das mesmas, sendo estas células nao vidveis (57, 58). 0 procedimento laboratorial para determinar

a viabilidade celular pelo método de azul de tripano encontra-se descrito na Figura 7.

Diluicao da amostra 1:10 A— Fazeralmpeza da
Camara de Neubauer
900 ul FACS FLOW 20 plazul tripano
+ I +
100 pl amostra =71 - 20 plamostra

Células coradas de azul:

naoviaveis Contarasareas
Células nao coradas: assinaladasa vermelho

células viaveis

Figura 7: Procedimento laboratorial para a determinacao da viabilidade celular pelo método de azul tripano

Para obter a percentagem de células vidveis, faz-se a soma do nimero de células coradas de azul e nao
coradas dos 5 quadrados assinalados a vermelho sendo a % células vidveis = n.2 células nao coradas + (n.2
células coradas + n.2 células nao coradas) (59).

No método por 7-AAD, a viabilidade é obtida por CF, em que se obtém a % células viaveis de CD34* e
CD45*. 0 7-AAD é um composto fluorescente que possui elevada afinidade pelas cadeias de ADN, ligando-se a
estas irreversivelmente (60). O procedimento laboratorial para determinar a viabilidade celular por 7-AAD

descrevemos na Figura 8.

Controlo Negativo Diluicao daamostra 110
10 plCD34+ 900 pl FACSFLOW
10 plCD45+ “—— +
100 ul amostra | —— —— | 100 ylamostra diluida e 11 100 pl amostra

Agitare Incubar 12 minutos

Adicionar cerca5 gotas Adicionar 10 pl7-AAD
de Quicklysis apenasnaamostra

I

Incubar5 minutos

Adquirir no Citometro de
Fluxo

Figura 8: Procedimento laboratorial para a determinagao da viabilidade celular pelo método 7-AAD

Apos a obtencao da viabilidade celular por estes dois métodos, o TSS comunica o resultado em % ao
médico responsavel. Se a % for inferior a 40%, estes podem decidir a descongelacao de mais sacos, com o

ohjetivo de garantir que o doente é transplantado com o nimero suficiente de células viaveis.
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Figura9: Células vidveis sem coloragao e células ndo-vidvel corada de azul (61)
3.5.1.2 Medula dssea

A colheita de MO é um procedimento efetuado no BO, realizado em sistema aberto, pelo que existe

maior probabilidade de contaminacao (15). Apés a colheita, a MO é enviada para o laboratério em mala térmica
a temperatura ambiente, e rececionada pelo TSDT. Numa primeira fase, a MO passa por um procedimento de
filtracao, para retirar agregados celulares, espiculas dsseas e pequenas particulas presentes no produto. Esta
filtracao realiza-se numa CLF. Apds filtracao, sao retiradas amostras para os testes de CQ, nomeadamente para
o controlo microbioldgico, imunofenotipagem das populacgdes celulares, funcionalidade e confirmacdo do grupo
ABO/Rh. Determina-se o volume de MO, retirando a tara do saco ao peso do produto e divide-se pela densidade
da MO (1,05).

0 passo seguinte no processamento da MO depende da compatibilidade do grupo ABO dador/recetor.
A MO compativel seque para infusdo apds processamento, distribuicdo no sistema informdtico QAP10 e
identificacao com a etiqueta de distribuicao. Se a MO for ABO major incompativel, ou seja, o recetor tem
anticorpos capazes de reagir com os antigénios do dador, faz-se uma centrifugacao invertida para retirar os
eritrdcitos do dador (62, 63). Se a MO for ABO minor incompativel, em que o dador possui anticorpos que reagem
com os antigénios do recetor, realiza-se uma centrifugacao para retirar o plasma do produto (62, 63). No caso
de a MO ser ABO com incompatibilidade bidirecional, realizam-se os dois procedimentos ja descritos (63). Estes
procedimentos previnem a hemdlise aguda e grave no doente, durante ou apés a infusao.

Determina-se o volume final de MO destinada a infusao e, de sequida, faz-se o procedimento de

distribuicao, descrito no ponto 3.7.

3.5.1.3 Células mononucleares
Em dadores autdlogos as colheitas de CMN, no STC, sao utilizadas para o tratamento da DECH e do

Sindrome de Sezary, através da FEC, e para fornecimento a empresas farmacéuticas para a producao de células
CART (30, 31).

3.5.1.3.1 Fotoferese extracorporal
A FEC Off-line é um tratamento de segunda linha na DECH, aguda ou crénica (28). Este procedimento
utiliza 8-metoxipsoraleno (8-MOP), que exposto a irradiacao ultravioleta, as células entram em apoptose e
quando reinfundidas no doente, as células T induzem uma resposta requladora (28, 64).
Tal como os outros PTCs, o processamento de CMN é realizado em CFL. Numa primeira fase, pesa-se
0 saco para determinar o volume de solucao salina a adicionar e faz-se a conexao estéril com o saco de
iluminacao. Se o volume final for <300 ml deve-se perfazer o volume com uma solucao salina até aos 300 ml e

adicionar 3 ml de 8-MOP, para que o produto tenha a concentracao final de 0,2 pug/mL (65). Para os doentes
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pediatricos, dependendo do peso do doente, o volume deve ser 100 ml, perfazendo o volume com a solucao
salina e adiciona-se apenas 1 mL de 8-MOP. A sequir, é retirada uma amostra para o controlo microbioldgico e
retira-se o ar do saco, para que a irradiacao seja mais eficaz.

0 MacoGenic é o equipamento que permite fazer a irradiacdo das células, estando o produto em
agitacao continua. Identifica-se e coloca-se o saco de iluminacao no equipamento, entre 10 a 15 minutos. No
final, o equipamento emite um relatdrio de confirmacao de produto irradiado e onde consta os seguintes dados:
temperatura, intensidade, energia e rotacdes e uma etiqueta com indicacao que o procedimento foi realizado
corretamente.

Por dltimo, apds a realizacao do processamento deste na aplicacao informdtica QAP10, este emite uma
etiqueta de distribuicao para identificar o saco. De sequida, o produto é enviado para a sala de aférese para a
reinfusao das células ao doente.

Para verificar se o tratamento estd a ser eficaz ou nao, noinicio de cada colheita é retirado uma amostra
de sangue periférico do doente para avaliacao da qualidade das CMN e os restantes componentes celulares (CC).
A guantificacao destes componentes é feita por CF, cujo procedimento estd esquematizado na Figura10. O racio
entre as % de CD8*, células T helper, e de CD4*, células T citotdxicas, permite avaliar a evolucao do tratamento,

sendo que o objetivo é que este racio aumente ao longo das sessdes de FEC Off-/ine(64).

(m"tagin‘ restantes
Controlo Negativo | [ contagem de Celuias Treg | [ contagem de Linfocitos | componentes celulares

5ulCD3+ 5,1CD16
5l CD3 PE 5l CD4+ 541CD19
10 l (D3 Cocktail 51 CD45+ 5l (D56
Células T 10 ulCD8+ 5l (D3

100 plamostra 100 ul amostra 100 plamostra 100 pl amostra

Adquirir no Citometro de
Fluxo

Cocktail Células T = CD25" + (D127 baixa + (D4 *
CD16: mondcitos

CD18: linfécitos B

CDS56: Células NK

CD3: Células T

Figura 10: Procedimento laboratorial para quantificar as CMN e os restantes CC

3.5.1.3.2 Células CART

As células CART sao uma Terapia Celular recentemente utilizada no tratamento de doencas
hematoldgicas (67, 68). Sao células geneticamente modificadas, classificadas como MTA (67, 68). A producao
destas células é um processo moroso e complexo, sendo que é exclusivamente realizada por empresas
farmacéuticas autorizadas para a sua producao. O STC tem protocolos de parceria com a Novartis e a Gilead.

No protocolo com a Gilead, o STC, faz apenas a colheita de CMN e envia o produto a fresco, sem
qualquer tipo de processamento. Enquanto, no protocolo com a Novartis, 0 STC faz a colheita de CMN e a sua
criopreservacao. O procedimento de criopreservacao de CMN é idéntico ao de criopreservacao de CPH, sendo
que difere no racio da solucao de criocongelacao e no programa de criocongelacao do Planer. Neste programa

o0 equipamento arrefece -1°C por minuto até atingir os -40°C, com compensacao para o ponto eutéctico, e depois
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arrefece -10°C por minuto até atingir os -80°C. Ap0ds a criocongelacao, estas sao armazenadas, em azoto em
fase gasoso, até serem enviadas para a farmacéutica para a producao de células CART (69).

Quando concluida a sua producao, as células CART sao reenviadas para o IPOPFG, EPE e armazenadas
até ainfusao das mesmas. A descongelacao destas células é realizada em banho-maria a 37°C, e para um maior
controlo de qualidade das células, a temperatura, durante a descongelacao, é controlada pela sonda do banho e
por uma segunda sonda colocada, diretamente, no hanho-maria (69). Nestas células nao se faz qualquer tipo de

CQ, sendo distribuidas para infusao sem qualquer modificagao.

3.5.1.4 Sangue do Cordao Umbilical
Durante um longo periodo de tempo, 0 STC rececionava, processava e criopreservava SCU de dadivas
familiares dirigidas. Atualmente, apesar de ainda ter criopreservados SCUs cuja validade ainda nao foi atingida,

0 STC ja nao processa estas dadivas.
3.6. Armazenamento

Apos a criocongelacao dos PTCs, estes sao transferidos para um contentor de transporte de azoto
liquido e transportados até a sala de criopreservacao. Esta é utilizada, apenas, para 0o armazenamento de PTCs.
0 acesso é restrito, a funcionarios autorizados, com a utilizagao do cartao de identificacao, autorizada pelo
diretor de servico e pelo Servico de Instalacées, Equipamentos e Transportes (SIET).

Os sacos que contém as CPH para uso autdlogo e as células remanescentes para uso alogénico sao
armazenadas em caixas metadlicas, no interior de uma tina de azoto liquido até -196°C (53). Os PTCs com
marcadores de doenca infeciosa positiva, sao armazenados numa arca frigorifica a -150°C, para evitar
contaminacao cruzada. As CMN para producao de células CART e as células CART sao armazenadas numa tina
de azoto em fase gasosa com temperatura < -156°C (53).

As caixas onde os PTCs sao colocados estao numericamente identificadas para que se possa saber o
local exato onde os PTCs foram armazenados. A localizacao é colocada na aplicagao informatica QAP10 e num
template em papel, onde estao registados todos os PTCs armazenados.

Os PTCs ficam armazenados até serem utilizados para transplante, sendo que neste periodo o doente
é submetido a tratamentos de quimioterapia e/ou radioterapia. Em situacdo de falecimento do doente ou o
periodo de criopreservacao for 215 anos, estes sao eliminados e utilizados para a realizacao de estudos,

devidamente autorizado por consentimento informado.
3.7. Distribuicao

A distribuicao de PTCs é a ultima fase de todo o processo. Esta pode ser interna, feita para o prdprio
IPOPFG, EPE, ou para exterior para centros nacionais ou internacionais.

No caso em que os PTCs sao distribuidos para 0 STMO, no IPOPFG, EPE, apds o seu processamento, 0
técnico responsavel retira a etiqueta de processamento e coloca uma etiqueta de distribuicao. Antes de

entregar os produtos, o técnico e o AO responsavel pelo seu transporte confirmam os dados presentes na
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etiqueta relativos ao doente (dupla confirmagdo). Apés confirmagao de todos os dados por ambos os
profissionais, estes assinam um femplate de envio, onde se regista os PTCs distribuidos pelo servigo.

O contentor de transporte dos PTCs é uma mala térmica devidamente identificada, em que se coloca
uma sonda para o controlo da temperatura, desde a saida do STC até a entrega para infusao no doente. Assim,
consegue-se garantir que o PTC cumpre com os parametros de qualidade de temperatura, para ser realizado
umainfusao segura (70). A temperatura de transporte realiza-se entre 21°C<10°C. Os CPHs para transplante sao
acompanhados do relatdrio de infusao, onde estao discriminados os dados:

¢ Identificacao do dador;

o Identificacao do recetor;

e Tipode produto;

e Volumedo produto;

e Conteudo celular enviado;

e Contetdo celular de reserva (se aplicavel);

e Resultados dos testes microbioldgicos;

e Marcadores de doencas discriminados e data de realizacao dos mesmos;

e Responsavel.

Quanto aos PTCs distribuidos para outros centros, o procedimento tem algumas diferencas, em relacao
ao processo de distribuicao interno. 0 STC € notificado com antecedéncia, por correio eletrénico, da data e hora
de recolha, a identificacao do courierresponsavel pelo transporte e os possiveis voos de partida do mesmo. A
distribuicao é realizada por 2 profissionais, o diretor de servico e o técnico. Estes confirmam com o couriertodos
os dados relativos ao doente e ao produto. Os PTCs sao, igualmente, transportados num contentor, mas em

malas térmicas para longo percurso com controlo e o mesmo intervalo de temperatura, entre 2+12Cs+10°C.

4. Sistema de Gestao da Qualidade do Servico de Terapia Celular

0 STC segue e aplica as leis e diretrizes nacionais e internacionais e, baseado nestas, disponihiliza
servicos e produtos que cumprem com as normas de seguranca e garantia de qualidade. As autorizacoes,
certificacdes e acreditacdes sao um reconhecimento do trabalho desenvolvido pelo servi¢o,aumentando assim,
a confianca dos dadores/doentes e dos parceiros.

0 STC é um servico:

e Autorizado pela Direcao Geral de Saude (DGS), para exercicio de atividade de colheita,

processamento, analise, distribuicao e exportacao de células cumprindo os requisitos da Lei n.2
12/2009, e respetivas alteragdes a Lein.21/2015 e Lein.2 99/2017 (70-72);

e Autorizado pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacao (IPST), para importacao de

células de origem humana;

e Referenciado pelo CEDACE como centro de colheita e exportacao de progenitores

hematopoiéticos periféricos, medula éssea e linfdcitos;
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e Autorizado pela Food and Drug Administration (FDA) para distribuicao de CPHs colhidas por
aférese e MO para os EUA, de acordo com os requisitos especificos;

e Acreditado pela Joint Accreditation Committee — \SCT & European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) (JACIE), para a colheita de células progenitoras hematopoiéticas de
medula dssea e por aférese e processamento minimamente manipulado (37);

e Certificacdo do Sistema de Gestdo da Qualidade pela Norma Portuguesa (NP) /nternational
Organization for Standardization (1S0) 9001 (73).

A garantia da qualidade e seguranca dos produtos, é assegurada por critérios de qualificacao e
validacao bem definidos, com aplicacao nos processos, infraestruturas, equipamentos, materiais, reagentes,
sistemas, fornecedores e pessoas (37).

Foram desenvolvidos pelo servico varios documentos, capazes de satisfazer as exigéncias da lei
nacional, e das normas internacionais, dos quais se destacam trés manuais, o0 Manual da Qualidade, Manual de
Seguranca (MS) e Manual da Seguranca do Azoto. Existem, também, varios planos, para planificacao das
atividades, sdo os Planos de: Gestao da Qualidade, Emergéncia, Auditorias, Gestdao de Pessoas e Comunicacao,
Manutencdo e o de Avaliacao de Risco.

0 Manual da Qualidade descreve e representa grande parte do Sistema da Gestdo da Qualidade (SGQ)
do STC, sendo que nele estao descritos:

e Asplantas e as instalac6es de todo o servico;

e Asautorizacoes e certificacoes das atividades realizadas no servico, pelas autoridades
competentes;

o Osprofissionais e quais as suas funcoes e responsabilidades;

e Processo de implementacao de novas infraestruturas, equipamentos, materiais, reagentes e
sistemas;

e Aforma como todos os documentos utilizados no servico sao estruturados;

e O planeamento da qualificacao de instalacdes, procedimentos, equipamentos e materiais;

e Todos os processos, designados de Activity Flow Charts (AFC) (ex. Consulta a dadores de

PTCs; Obtencao de PTCs; Processamento de PTCs).

Foram também elaborados os standards operating procedures (SOP), que sao orientacdes escritas,
com uma descricdo detalhada de todos os procedimentos, desde a realizacao da colheita, processamento,
manutengao de equipamentos, armazenamento, entre outros (74). Para o registo das atividades de colheita, CQ,
processamento, armazenamento e distribuicdo foram criados documentos de registo designados por
templates, e os documentos associados aos planos.

Todos os documentos foram elaborados e atualizados de 2 em 2 anos por profissionais do STC, de
acordo com as exigéncias da JACIE, os documentos atualizados alteram a versao anterior que é identificada
como obsoleta, e é mantida em arquivo por 10 anos, ho entanto os registos sao mantidos por um periodo de 30
anos (37,70).
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A implementacao do SGQ permite uma melhoria continua nas atividades e processos realizados e,
consequentemente, aumenta a fiabilidade e seguranca dos dadores e doentes nos servicos prestados no STC
(73). A utilizacdo de boas praticas possibilita, também, um maior reconhecimento, a nivel nacional e
internacional, perante as autoridades responsaveis e competentes.

Para garantir esta melhoria continua do servico, sao realizadas auditorias anuais aos diversos
processos, por auditores qualificados, autoinspecdes por profissionais do servico, as nao conformidades
resultantes das auditorias sao registadas e tratadas (74, 75). No inicio de cada ano € feita a revisao do SGQ,
baseada no relatério anual das atividades do servico, onde sao emitidas conclusdes, avaliados os indicadores
de qualidade e a satisfacao dos clientes, o que permite definir um plano de atividades para esse ano.

A rastreabilidade é um elemento importante na garantia da qualidade e sequranca do produto (76). Em
2020, o STC implementou a aplicacao informdtica, QAP10, de gestao laboratorial, destinada a servicos de
Terapia Celular. Esta aplicacao é capaz de assegurar e tracabilidade dos doentes e dadores, dos produtos
colhidos, bem como a rastreabilidade do material e reagentes usados, e utilizadores afetados ao processo. E um
elemento fundamental para garantir a sequranca dos dados, e permite rastrear os PTCs ao longo de todo o
processo.

A seguranca de dados na aplicagao informdtica QAP10 consegue-se através das seguintes funcoes:

e Registos associados aos profissionais envolvidos em cada etapa, por utilizacao de uma senha
apos introducdo do nimero mecanografico e datas associadas a cada episddio;

o Confidencialidade assegurada por utilizacao da aplicacao apenas por profissionais
autorizados e por perfis com definicao de autorizacaes;

e Importacao de dados do dador/doente do OASIS (aplicacao do IPOPFG, EFE);

e Registo tinico de dador/doente com pesquisa por nimero do IPOPFG, EFE, nome ou apelido
e numero de colheita;

e Atribuicao de um niimero tnico de colheita associado aos dados do dador/doente;

o Oregisto de material e reagentes por lote, data de validade e fornecedor, que, fica associado
a cada colheita e processamento realizados;

e Associacao dos produtos processados ao laboratério e a CFL;

e Gestao do armazenamento nas tinas de azoto liquido e em fase gasosa;

e Associacao de documentos digitalizados ao processo do dador/doente;

e Gestao da manutencao das instalacoes, equipamentos e stocks, com alertas definidos pelo
operador;

e Garantia de cépias de seguranca com periodicidade regular;

e Avaliacao periddica do funcionamento do software e hardware, por auditorias e

autoinspecaes.

A identificacao do produto estd sujeita a atribuicao de um niimero tnico de colheita, designado de
Ndmero de Identificacao da Dadiva (NID), este inclui o local que atribui 0 ndmero, 0 ano e o nimero sequencial,

esta associado aos dados do dador/doente pela aplicagao QAP10. As etiquetas geradas nas diferentes fases,
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sao emitidas pela aplicacao QAP10, de acordo com o ISBT128. O ISBT 128 é um standard que regulamenta a
terminologia para a identificacao unica de produtos de origem humana internacionalmente, o que permite
uniformizar a identificacao dos produtos através da sua codificagao (77).

Para além do suporte informatico, existe ainda o processo em suporte de papel, codificado por cores,
em capas que compilam os dados da colheita, processamento e validacao dos procedimentos, também
associado aos profissionais por nimero mecanogrdfico e assinatura.

Pelo papel que a qualidade tem no desenvolvimento do caso realizado, os conceitos e definices sobre
este tema serao abordados no Capitulo Il — Estudo: Qualificacao do Banco de Células do Servico de Terapia

Celular do IPOPFG, EPE.

5. Casuistica do Servico de Terapia Celular

Durante o periodo de estdgio, compreendido entre 6 de outubro de 2021 e 31 de marco de 2022,
realizaram-seno STC:

e 240 colheitas, das quais 101 foram CPHs colhidas por aférese, 132 CMNs, 6 MO e 1 células T;

e As CPHs, 16 foram infundidas a fresco, 75 criopreservadas e 10 foram exportadas;

e As CMNs, 5 foram destinadas a producao de células CART e 127 para fotoferese, incluindo
método /nlinee offline

e As 6 MO colhidos foram todas exportadas;

e Foram transplantados 94 doentes, sendo que foram realizadas 79 descongelacoes e
rececionados, para infusao a fresco, 14 CPHs colhidas por aférese e 1 MO (ABO Major

incompativel).

Neste periodo, foi possivel a estagidria integrar nas atividades de rotina do servico. Realizou a
descongelacao de 16 CPHs eliminados, criopreservados em azoto liquido, e o respetivo CQ, supervisionada por
um TSDT. Esta atividade permitiu a obtencao de conhecimentos tedricos e praticos nos procedimentos
realizados, principalmente na drea do processamento e CQ. Realizou a Qualificacao de uma tina de
criopreservacao em Azoto na fase Gasosa, denominada de Tina 8 no STC, é. Esta foi realizada a partir do
preenchimento de uma checklist, ja formulada no servico, para a qualificacao de equipamentos, onde foram
verificados os parametros para a qualificacao da tina, a nivel de instalacao, operacionalidade e desempenho.

A Ultima atividade realizada foi a validacao do Contador Hematoldgico XN-450, recentemente
adquirido pelo STC. Para a validacao, foram realizados hemogramas de 10 amostras do sangue periférico e 10
amostras de produto de citaferese no Contador Hematoldgico XN-450 e no Contador Hematoldgico XN-10 do
servico de Hematologia. Os parametros comparados foram a contagem leucocitdria, a contagem dos eritrdcitos,
hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, volume corpuscular média, hemoglobina corpuscular média,
concentracao de hemoglobina corpuscular média, amplitude de distribuicao das plaquetas, volume plaquetario
médio, percentagem de plaquetas grandes, procalcitonina, concentracao de neutrdfilos, concentracao de
linfdcitos, concentracdo de mondcitos, concentracao de eosindfilos, concentracdao de basdfilos e os
granuldcitos imaturos. Apds a obtencao dos resultados, foi feito um tratamento estatistico dos mesmos. Foi

realizado um teste T para a comparacao das médias dos parametros avaliados e verificou-se que nao havia
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diferencas estatisticamente significativas. Desta forma, foi possivel concluir que, o Contador Hematolégico XN-

450, produz resultados consistentes e sobreponiveis aos do XN-10.

6. Trabalhos desenvolvidos no estagio e formacoes

Durante o periodo de estagio, houve a oportunidade de realizar trabalhos e realizar formacdes de temas

relacionados com as Terapias Celulares. Realizou os sequintes trabalhos:

VO Poster “Correlacdo entre o nimero de células CD34* CFU-GM em maus e hons

mobilizadores: experiéncia de um centro”, foi selecionado para apresentacao oral no XII
Congresso da Associacao Portuguesa de Imuno-hemoterapia, 2022 (Anexo 1). Este trabalho
teve como objetivo comparar a colheita de 30 bons e 26 maus mobilizadores, realizadas entre
janeiro de 2020 e dezembro de 2021, e perceber se existe correlacao entre o nimero de
células CD34* e a sua funcionalidade (unidades formadoras de colénias). Também foi-se
verificar se a idade, patologia, peso, a dosagem de fator de crescimento, o nimero de células
CD34* obtido no sangue periférico estavam diretamente relacionadas com o ndmero de
células CD34* no produto final.

0 Poster ‘Estudo comparativo de duas técnicas de descongelacao de células progenitoras
hematopoiéticas", apresentado no Xl Congresso da Associacdao Portuguesa de Imuno-
hemoterapia, 2022 (Anexo 2). Neste trabalho a estagidria participou na descongelacao de
PTCs, utilizando o método banho-maria.

0 Poster "Avaliacao da eficacia da colheita de células mononucleares por aférese e posterior
producao de células CAR-T", apresentado no Xl Congresso da Associacao Portuguesa de
Imuno-hemoterapia, 2022 (Anexo 3). Neste trabalho a estagidria participou na recolha de

dados.

Foram realizadas as seguintes formacoes:

< 2 2 2 2 2

Na aplicacao informdtica QAP10, destinada a gestao de PTC (3h, outubro 2021);

Simulacro de incéndio no STC (50 minutos, dezembro 2021);

CARTITUDE-5, sobre as novas terapias com a utilizacao de CART Cells (2:30h, dezembro 2021);
Aplicacao da Escala de Lansky (1h, janeiro 2022);

Contador Hematoldgico XN-450, pela Sysmex Portugal (3h, janeiro 2022);

Offline Extracorporeal Photopheresis (ECP) with MacoGenic G2 rev. 3 devices by MacoPharma —
Product & Application (3h, fevereiro 2022).

Manuseamento de Azoto e procedimentos de seguranca, pela AIR LIQUIDE (3h, novembro 2021).
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CAPITULO Il - Estudo de caso: Qualificacdo do Banco de Células do Servico de Terapia Celular do
IPOPFG, EPE

1. Introducao

0 STC é um servico que garante o fornecimento de PTCs e MTAs para os servicos de STMO e
Hematooncologia, respetivamente. 0 STC estd integrado no Departamento de Medicina do IPOPFG, EPE.O STC
é servico autorizado para o exercicio de atividade de colheita, processamento, armazenamento e distribuicao,
incluindo exportacao de PTCs, nomeadamente, CPH do sangue periférico, MO, SCU, CMN e linfdcitos. A infusao
dos PTCs permite uma linha de tratamento eficaz de doencas hematoldgicas, como mielomas, leucemias,
linfomas e outras doencas nao-hematoldgicas (1, 24).

Paragarantir que o doente é submetido aintervenc6es seguras, na obtencao einfusaode PTCs e MTAs,
é fundamental certificar que existem boas praticas de fabrico em todas as etapas do processo, com inicio nos
processos, infraestruturas, equipamentos, materiais, reagentes, sistemas, fornecedores e profissionais,

devidamente qualificados e procedimentos validados (37, 38).
1.1.  Objetivo e finalidade

Com este trabalho pretende-se avaliar a Qualificacao do Banco de Células do STC do IPOPFG, EPE.
Para isto, no processo de verificacao, sao abrangidos todos os processos, infraestruturas, equipamentos,
materiais, reagentes, sistemas, fornecedores e profissionais relacionados com a Avaliacao do Dador/Doente,
Colheita, Processamento, Armazenamento, Distribuicdo e o Sistema Informatico (78). Considerando a
obrigatoriedade do cumprimento das leis e requlamentos pelas quais as Terapias Celulares se regulam e as suas
Politicas da Qualidade, estes sao fatores a abranger na verificacao.

Abibliografica sobre a Qualificacao de Banco de Células € relativamente escassa, motivo pelo qual este
trabalho pretende abordar esta tematica de forma critica e verificar que o servico cumpriu com as normas de
qualidade. Com arealizacao da Qualificacao do Banco de Células, espera-se demonstrar o cumprimento das leis
e reqgulamentos que orientam para a seguranca e confiahilidade dos servicos prestados, aos doentes e dadores

e, consequentemente, fortalecer a credibilidade perante os parceiros do servico e as autoridades competentes.
1.2. Sistema da Gestao da Qualidade

0 SGQ, pela constante evolucao tecnoldgica e cientifica, é considerado um sistema dinamico e é
definido como “...uma filosofia e pratica de gestao que se traduz no envolvimento de todos os que trabalham na
organizacao num processo de cooperacao que se concretize no fornecimento de produtos e servicos que
satisfacam as necessidades e as expectativas dos clientes’ (79). O foco principal das instituicdes deve ser a
satisfacao das necessidades dos clientes.

0 desenvolvimento e aimplementacao de um SGQ permitem as instituicoes desenvolver estratégias e

métodos para atingir o controlo, a garantia e a melhoria da qualidade dos processos e produtos que se propoem
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disponibilizar. Desta forma, o SGQ proporciona as instituicoes “melhorar o seu desempenho global e
proporcionar uma base sdlida para iniciativas de desenvolvimento sustentavel (73).

As normas ISO, nomeadamente, NP ENISO 9000, NPEN ISO9001e NP EN IS0 9004, sao a referéncia
para apoiar as instituicdes a desenvolver e implementar um correto e adequado SGQ e, consequente, que estas

consigam obter o reconhecimento pelos servicos prestados e produtos fornecidos (73, 80, 81).
1.2.1.  Qualidade: conceitos e ferramentas

A qualidade representa, segundo a norma ISO 9000, o " Grau de satisfacao de requisitos dado por um
conjunto de caracteristicas intrinsecas de um objetd’ (80). Para que as entidades consigam prestar servigos
com qualidade, estas devem estabelecer objetivos de qualidade, que posteriormente, podem ser avaliados por
indicadores da qualidade.

Para que os objetivos da qualidade sejam cumpridos, as entidades devem entender os conceitos de
controlo da qualidade, garantia da qualidade e melhoria da qualidade. O controlo da qualidade foca-se “na
satisfacao dos requisitos de qualidade’, a garantia da qualidade estabelece a “confian¢a na satisfacao dos
requisitos da qualidade’ e a melhoria da qualidade foca-se "na melhoria da aptidao para satisfazer os requisitos
da qualidade’ (80). Estes processos fazem parte da gestao da qualidade, sendo importante percebé-los paraa
implementacao correta de um SGQ e para a sua respetiva gestao (80).

0 SGQ usa ferramentas que auxiliam as instituicoes a implementar e manter um SGQ mais eficaz,
sendo duas das mais importantes, o ciclo Plan-Do-Check-Act(PDCA) e o pensamento baseado no risco (73).

0 ciclo PDCA, também chamado de Ciclo da Qualidade, foi desenvolvido por Walter A. Shewhart (82).
Esta é uma ferramenta utilizada para o auxilio no diagnéstico, andlise e progndstico de problemas e para a sua
solucdo, permitindo a melhoria continua dos processos e procedimentos (73). Estd dividida em 4 fases (73, 82):

e 12fase: Planear (p/an) - estabelecer um plano, onde se defina os objetivos pretendidos e quais
as estratégias, acoes e métodos para atingir esses objetivos;

e 22fase: Executar (do) —implementar o que foi planeado, na fase anterior, e ensinar e treinar os
profissionais e a instituicao para as tarefas determinadas;

e 32fase: Verificar (check) — comparar os resultados obtidos com os objetivos estabelecidos na
12 fase e verificar se esses foram ou nao atingidos;

e 42 fase: Atuar (acf) - fazer as correcdes necessdrias para evitar que o problema se repita e
para consequir atingir os objetivos. Podem ser necessarias diversas correcoes até atingir os

objetivos estabelecidos.

A melhoria continua, a otimizacao do uso dos recursos, reducao dos custos e a utilizacao em diversas
areas de atividade sao algumas das vantagens na implementacao desta ferramenta por parte das
instituicdes/servigos (83).

0 pensamento baseado no risco €, atualmente, uma preocupacao e ao qual a NP EN ISO 9001 da
enfase. Esta ferramenta permite as instituicdes identificar erros e/ou desvios que possam acontecer no

decorrer das suas atividades e adotar estratégias para corrigir ou minimizar a ocorréncia ou repeticao desses
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erros e/ou desvios (73). Consequentemente, possibilita as instituicdes diminuir as ndo-conformidades e ter um

maior crescimento dos servigos prestados e produtos fornecidos, com qualidade (73).
1.2.2. Legislagao aplicavel ao servico de terapia celular

A criacao de leis e a existéncia de autoridades responsaveis pela avaliacao do cumprimento das
mesmas, é uma mais-valia para que sejam implementadas e cumpridas as boas praticas nos servicos, e assim
obter autorizacao para o exercicio das atividades e reconhecimento das mesmas.

A JACIE e a Association for the Advancement of Blood & Biotherapies (AABB) foram das primeiras
entidades a desenvolver standards para as atividades de colheita, processamento, armazenamento e
distribuicao de PTCs (37, 47). Atualmente, a JACIE, juntamente com a Foundation for the Accreditation of Cellular
Therapy (FACT), publicou a 82 edicao de standards para “colheita, processamento e administracdo de PTC
hematopoiéticos' e a AABB publicou, em 2021, a 102 edicao de standardspara " Servigos de Terapia Celular (37,
47). A aplicacao das orientacdes dos standards, juntamente com o cumprimento das diretivas, permite a sua
acreditacao e autorizacao (84, 85). A acreditacao consiste na “avaliacdo e reconhecimento da competéncia
teécnica de entidades para efetuar atividades especificas de avaliacdo da conformidade’, o que obriga que os
servigos demonstrem maior qualidade no exercicio das suas atividades (85, 86).

Em termos juridicos, a diretiva 2004,/23/CE foi a primeira diretiva emitida pelo Parlamento Europeu,
relativamente as “normas de qualidade e seguranca em relagdo a dddiva, colheita, andlise processamento,
preservacao, armazenamento e distribuicdo de tecidos e células de origem humana' (87). Esta foi o ponto de
partida para que centros, como o STC, aplicassem e cumprissem boas praticas nas suas atividades. O
seguimento desta norma europeia permite aos diversos centros ter normas de desenvolvimento de
procedimentos e atuacao com o mesmo nivel de qualidade e seguranca.

0 governo portugués adotou e transpos a diretiva 2004,/23/CE paraalein.212/2009 (70), sendo que,
mais tarde esta ja teve duas alteracdes, a lein.21/2015 e alein.2 99/2017 (71, 72). Os requisitos desta lei foram

uma orientacao e ponto de partida para o desenvolvimento da estrutura fisica e funcionamento do servico.
1.3. Validacao vs Qualificacao

A qualificacao e a validacao sao conceitos que, apesar de, estarem sempre interligados, tém definicoes
diferentes. A qualificacdo pode ser considerada uma etapa inicial da validacao (88). A realizacao destes
processos é essencial para provar a seguranca e bom desempenho de todas as atividades e processos

realizados nos servicos (88).
1.31. Validacao

Segundo a diretiva 2006/86/CE a Validacao é “o estabelecimento de dados documentados que
proporcionem um elevado grau de seguranga de que um processo, uma peca de equjpamento ou um meio
ambiente especificos produzem, de forma consistente, um produto que cumpre especificagoes e atributos de

qualidade previamente determinados; valida-se um processo a fim de avaliar o desempenho de um sistema no
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que respeita a sua eficacia com base no uso pretendido’ (89). Ou seja, a validagdo permite demonstrar que um
determinado procedimento obtém, com consisténcia, os resultados esperados (89).

A validagao comprova a qualificacdo do desempenho, no STC, é aplicada aos procedimentos (ex.
Colheita de PTCs; Criopreservacao de CPHs; Descongelacao de CPHs) (90). Quando o servico adquire novos
equipamentos ou instalacdes, faz-se a validacdo dos procedimentos realizados nos mesmos (91). Na
manutencao corretiva de um equipamento, € necessdrio fazer a revalidagao dos procedimentos (88, 91).

Para arealizagao da validacao é importante estruturar um Plano de Validagao (88). Este é planeado por
um grupo de profissionais, que deve definir as respostas as perguntas: como, onde, quando e quem ird realizar
a validacao (90). No documento de validacao deve constar o objetivo, a logistica, as atividades, a amostra, os
critérios de aceitacao e exclusao, os resultados e a conclusao, que deve ser inequivoca relativamente a
consisténcia dos dados e ao propdsito a que se destina (92). Fica registada num documento prdprio assinado
pelos profissionais responsaveis e validado pelo diretor do servico. Este é a evidéncia documentada que faz

prova aos auditores.
1.3.2. Qualificacao

As orientacoes das Good Manufacturing Pratice (GMP) definem a qualificacdo como a “A¢do de
comprovar e documentar que guaisquer instalacoes, sistemas e equipamentos estao devidamente instalados

e/ou funcionam corretamente e levam aos resultados esperados’ (88).
1.3.3. Onde e quando se aplica a qualificacao?

A qualificacao é aplicada a processos, infraestruturas, equipamentos, materiais e reagentes, sistemas,
fornecedores e pessoas (88, 91, 93). Para determinar se estas entidades necessitam ou nao de qualificacao e
qual o tipo de qualificacao é necessario fazer a avaliacao do impacto e perceber a sua complexidade e criticidade
(94).

0 impacto pode ser direto ou indireto (94). O impacto direto abrange aqueles que tém influéncia direta
na qualidade do produto enquanto no impacto indireto sao categorizados aqueles que nao tem influéncia direta
na qualidade do produto, sendo esta categorizacao da responsabilidade do servico (94). Os processos,
infraestruturas, equipamentos, materiais e reagentes, sistemas e pessoas categorizadas com impacto direto
necessitam de qualificacdo (94).

A United States Pharmacopeiadefende categorizar equipamentos e sistemas em diferentes grupos de
qualificacao de acordo com a utilizacao e importancia dos mesmos para as atividades das instituicdes, sendo
estes divididos em 3 categorias (95):

e Grupo A: instrumentos/equipamentos que ndao medem grandezas e ndo necessitam de
calibragao (ex. vortex, centrifugas);
e Grupo B: instrumentos/equipamentos que medem grandezas e parametros como,

temperatura e pressao, e que necessitam de calibragao (ex. estufas, balangas);
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e Grupo C: instrumentos/equipamentos analiticos que necessitam de testes de

operacionalidade e performance para a sua utilizacao correta (ex. espectrémetros, CFL).

Nos instrumentos/equipamentos categorizados no grupo C, pelo servico, é obrigatdrio a realizacao da

respetiva qualificacdo. Aos atribuidos ao grupo B necessitam apenas de qualificacdo basica.

A qualificacao destes elementos é realizada na criacao de um novo servico. Quando o servico jd esta

implementado, de acordo com US Pharmacopeia, realiza-se a qualificacao dos elementos ja existentes. A

aquisicao de novas infraestruturas, equipamentos, materiais e reagentes, sistemas, processos e pessoas, hbem

como a criacao de novo processos e integracao de pessoas obriga a requalificacao (95).

1.3.4. Fases da Qualificacdo e as suas definicoes

A qualificacao esta dividia em quatro fases: a de concecao/design (QC), a de instalacao (QI), a

operacional (Q0) e a de desempenho (QD) (38, 88, 95). 0 Manual de Boas Praticas da Autoridade para os

Servicos de Sangue e da Transplantacdo (ASST) define (38):

= QC: “verificagdo documentada que a concegao proposta das instalagoes, sistemas e materiais

feitos a medida se adequam ao uso aos quais se destinam. Trata-se do primeiro elemento da

validacao de novos sistemas, instalacoes ou materiais’.

= Ql: "verificacdo documentada que as instalacoes, sistemas, materiais e equipamentos, tais

como foram instalados ou modificados, estao em conformidade com as especificacoes

regulamentares e com as dos cadernos de encargos e que as recomendagcoes do fornecedor

foram tidas em conta. Comporta, no minimao, 0s seguintes elementos:

Localizacao, estado e ligagoes;

Aparelhos de medicao e afericao;

Materiais e reagentes necessarios;

Documentagao relativa ao inicio de atividade, verificagao e manutengao;

Planos de instalagcao’.

= QO: "verificagdo documentada que as instalagoes, sistemas, materiais e equipamentos, tais

como foram instalados ou modificados, funcionam como o previsto. Sucede a uma

qualificacdo de instalacao satisfatdria. Comporta, no minimo, os seguintes elementos:

Ensaios de funcionamento da instalacao, do sistema ou do material
correspondendo as necessidades do procedimento, especificamente sao:
testes funcionais (alarmes, operacionalidade do software) e verificacdo dos
programas (plano de calibracdo, plano de manutengao, procedimentos de
operacao, limpeza, manutencdo e calibragao, treino dos operadores
envolvidos)-

Ensaios realizados nas condicoes limite de utilizacad'.

=> QD: "verificacao documentada que as instalacoes, sistemas, materiais e equijpamentos, tais

como foram dispostos e em condicées reais ou simuladas de utilizacdao, funcionam
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corretamente e de forma reprodutivel e permitem obter as especificacoes esperadas sobre o
produto. Deve sequir a passagem bem-sucedida das etapas de qualificacdo de instalacao e
operacional. Comporta, no minimeo, os seguintes elementos:
o Ensaios realizados com os produtos habitualmente processados, analisados
ou preservados no equipamento;

o Ensaios realizados nas condigoes limite de utilizacad'.

Apds arealizacao de todas as fases da qualificacao, devem ser redigidas as conclusoes e descritas em
um documento estruturado para tal. 0 STC elaborou o Plano de Gestao da Qualidade e o documento associado
P.STC.11.01 — Registo de Qualificacdo, préprio para a qualificacao. Este documento é assinado pela pessoa

responsavel pela qualificacao e aprovado pelo diretor de servico.
1.4. Qualificacao do Banco de Células

A qualificacao de Banco de Células é um requisito para os servicos de Terapia Celular e, por isso, a sua
realizacdo constitui um grande desafio. Para a realizacao desta qualificacao é fundamental que todas as

entidades, ja descritas e essenciais para o funcionamento correto do servico, sejam englobados na mesma.
1.41. Processos

Os processos e procedimentos, normalmente, estao interligados, mas representam conceitos
diferentes. Aos processos realiza-se a qualificacao, enquanto nos procedimentos é realizado apenas a sua
validacao (90, 91).

Os processos do STC sao adequados ao seu contexto e cumprem com 0s requisitos da legislacao
relevante, normas, standards; estao divididos em processos técnicos, processos organizacionais e de suporte.
Estes estdo descritos sob a forma de fluxogramas, e sdao designados de AFC. Estes descrevem os objetivos e
atividades associados a cada processo, descreve as entradas e saidas, bem como toda a documentacao
associada. No STC, a atualizacao destes e dos restantes documentos do SGQ é bienal ou sempre que for
necessdrio, de acordo com as leis e os standards.

Os procedimentos técnicos representam as atividades realizadas no produto (ex. criocongelacao de
PTCs no congelador programado) e, pelo que, devem ser devidamente validados, de forma a comprovar a

consisténcia dos resultados por parte dos mesmos (96, 97).
1.4.2. Pessoas

Segundo as GMPs para Advanced Therapy Medicinal Products (ATMP), as instituicdes devem ter um
quadro e manter pessoal em numero suficiente para a realizacao das suas atividades (92). As fungdes e
responsabilidades de cada grupo profissional devem ser estabelecidas e documentadas pelo servigo (98).
Apesar de cada profissional ter o seu papel, € importante que todos comuniquem e interajam entre si para uma
melhor prestacao de servicos. A evidéncia disso no STC sao as reunides de servico, validadas pelas atas de

reuniao, e a consulta de grupo para discussao de cada doente.
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A entrada de novos profissionais, a instituicdao deve selecionar pessoas com experiéncia e
qualificagdes para o cargo a que se destina (70, 75). Considera-se uma pessoa qualificada, aquela que recebeu
treino e possui competéncia e experiéncia documentada para uma determinada tarefa (38). Numa 12 fase, os
profissionais devem ficar a conhecer todos os procedimentos e atividades realizadas, com orientacao de um
profissional experiente, no servico, e receber o respetivo treino e formacao (37, 70).

Este treino, com periodo e n.2 de atos definidos, deve ser mantido até o profissional demonstrar
autonomia na realizacao dos mesmos. Neste inclui formagao nas boas praticas de fabrico e nas normas de
seguranca e higiene, sobretudo em areas de ambiente controlado (93).

Atualmente, pela constante evolucdo técnica e cientifica, é obrigatdria a formacao e avaliacao
continuas dos profissionais, ambas documentadas (38, 70). Um dos pontos da qualificacao das pessoas € a
formacao em equipamentos, quase sempre realizada pelos fornecedores.

Os profissionais interferem diretamente com a qualidade do produto, pelo que a qualificacao dos

profissionais é um dos pilares do servico para assegurar o seu bom e correto funcionamento.
1.4.3. Infraestruturas

As infraestruturas devem ser adequadas, localizadas e preservadas, de forma que a realizacao das
atividades do servico, possam estabelecer um circuito ldgico dos dadores e dos PTCs de modo a evitar
contaminacdes cruzadas (47, 93). Estas devem ser estruturadas de forma a serem faceis de higienizar e que
nao favorecam a acumulacao de poeiras e particulas, para evitar a contaminagao cruzada (93, 98). A avaliagao
do ambiente dos laboratdrios no STC é feita de acordo com o descrito no ponto 3.5.1do Capitulo | desta tese.

As infraestruturas que tem impacto direto na qualidade dos produtos necessitam de qualificacao (94).
De acordo, com as hoas praticas, a sua qualificacao comprova que estas tém a capacidade para arealizacao das
atividades atribuidas a mesma. Pela repercussao que estas podem ter na qualidade do produto, a sua utilizacao
deve ser limitada a profissionais qualificados. No caso do STC, as infraestruturas de processamento,
nomeadamente o LTC é um laboratdrio classificado obedece as ISO 14644, no que se refere a contagem de
particulas e as GMPs relativamente as contagens de colonias; a antecamera, o LC, e a sala de armazenamento
sao instalacoes com condicoes de ambiente e acesso controlados, razao pela qual é necessario a realizacao da

sua qualificacao.
1.4.4. Equipamentos

Sabendo que os equipamentos sao elementos importantes para que o servico possa realizar as suas
atividades, realga-se a importancia da sua aquisicao, de acordo com a especificidade e finalidade que se
pretende (37, 93, 98). O espaco e a sua instalagao sao requisitos necessdrios para a qualificacao de
equipamentos. Estes desempenham um papel fundamental na garantia da qualidade dos produtos. Necessitam
de qualificacao os equipamentos que entram em contato direto com o produto ou influenciam a qualidade deste
(94). Para garantir o correto funcionamento ao longo do tempo é necessdrio cumprir com os planos de

manutencao e calibracdo do equipamento (93, 96, 98). E de igual modo importante que os profissionais
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recebam treino e formacao sobre o equipamento, para evitar o uso indevido, avarias e contaminagées na sua
utilizacao.

Existem equipamentos na area de processamento e de CQ no STC que influenciam diretamente a
qualidade do produto final. Nestes sao incluidos, por exemplo, as CFLs, o congelador programado, o conector

estéril, equipamentos nos quais se realiza o processamento dos PTCs.
1.4.5. Materiais e Reagentes

Os materiais e reagentes utilizados devem ser adquiridos de acordo com a finalidade que se pretende
(93). Estes devem estar devidamente identificados e com o prazo de validade legivel, para garantir a seguranca
do produto e dos profissionais (37). O acondicionamento deve ser num local limpo e seco, cumprindo com
indicaces do fornecedor, para evitar a sua deterioracao e contaminacao do produto (38).

Os materiais e reagentes que entram em contacto direto com o produto, tais como os elementos
anteriores, necessitam de ser qualificados (94). E exemplo disso, e de qualificacdo obrigatéria, o DMSO (37).
Este é um reagente com marcacao Comunidade Europeia (CE) destinado a criopreservacao de tecidos e células
de origem humana para transplante. Pela importancia do seu desempenho, como crioprotetor dos PTCs, o
DMSO0, necessita de qualificacao sempre que haja mudanca de lote.

Os materiais utilizados para o processamento de PTCs devem ser estéreis, para evitar a contaminacao
cruzada (37). Destacam-se, 0s sacos criogénicos e respetivos sacos secundarios, utilizados na criocongelagao

e armazenamento de PTCs.
1.4.6. Sistemas

No STC existem 3 sistemas: 0 AVAC, o de reposicao automatica de azoto e o sistema/aplicacao
informatica (QAP10). O sistema AVAC esta inserido nas salas brancas utilizadas para o processamento e o
sistema de reposicao automatica de azoto estd inserido na sala de armazenamento. Neste sentido, os sistemas
AVAC e o de reposicao automatica de azoto estao incluidos na qualificacao das mesmas.

0 sistema/aplicacao informdtica permite o registo e armazenamento dos dados do doente, dador, de
material e reagentes, arquivo de documentos relativos aos procedimentos, localizacdo do armazenamento de
PTCs e MTAs e garante a rastreabilidade dos produtos e procedimentos, do dador ao doente, inclui também a
extracao de dados para realizacdo da estatistica mensal (38). O uso deste é exclusivo a profissionais
autorizados com login e senha tnicos, e que tenham recebido formacao para a sua utilizacao (37, 38). Apenas
estes profissionais podem inserir ou modificar dados no sistema, com perfis adequados a funcao de cada
elemento.

Na obtencao de um sistema/aplicacdo informatica, as instituicoes devem realizar a sua qualificacao e
validacao (38). A qualificacao permite demonstrar que a nivel de instalacao, operacionalidade e desempenho
este funciona de acordo com o previsto (38). A validacdo dos procedimentos realizados na aplicacao

informatica comprova que estes sdo obtidos de forma consistente (38).
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14.7. Fornecedores

Os fornecedores sao os elementos importantes e, por isso, a sua escolha deve ser ponderada pelos
servicos. Nesta selecdo é tido em conta, sobretudo o custo-beneficio (99). E importante avaliar as capacidades
e perceber a aptidao dos fornecedores para satisfazer as necessidades do servico. Estes sao relevantes porque
no caso de o servico necessitar de alguma intervencao nos equipamentos, materiais e reagentes, o servico
precisa dos mesmos. Sendo que a maioria dos equipamentos, materiais e reagentes provenientes dos
fornecedores tém impacto na qualidade do produto final, os fornecedores devem ser incluidos na qualificacao
(94).

Nos standards da JACIE estd descrito que os servicos de Terapia Celular devem conter no seu Plano de

Gestao da Qualidade, a qualificacao de fornecedores (37).
2. Objetivos
Este estudo tem por objetivo fazer checklist com os requisitos/parametros fundamentais para a

Qualificacao do Banco de Células com base na regulamentacao e literatura de referéncia, e verificar a

Qualificacao do Banco de Células do STC do IPOPFG, EPE.

(=

Este estudo tem por finalidade evidenciar a garantia que o STC cumpre com os requisitos da lei n.
12/2009 e das respetivas alteragdes, que esta de acordo com os standardsda JACIE e, principalmente, garantir
a eficacia da criocongelagao e armazenamento, traduzida pela estabilidade das células a infundir e a eficacia do
enxerto, traduzida pela inexisténcia de faléncias do mesmo e, consequentemente aumentar o reconhecimento

dos parceiros e a confianca dos doentes e dadores.

3. Metodologia

Numa primeira fase foi construida uma lista de verificacao (checklisd) com requisitos/parametros
fundamentais para a Qualificacao do Banco de Células. Para saber quais os requisitos/parametros necessarios
a abranger nesta check/ist foi feita uma revisao hibliografica com recurso a PubMed, Google Scholar, livros e
manuais/guias que abordam este tema. Para a selecao de artigos na PubMed, os termos “Cel/ Therapy',

o

" Biological Specimen Banks'," Qualificatior?'," Standards’ foram pesquisados no MeSH, sem limitacao temporal.

Os requisitos/parametros presentes na check/istabordam os elementos fundamentais para a garantia
da qualidade dos servicos e produtos prestados no STC. Ap6s a selecao dos requisitos/parametros, estes foram
aplicados num template implementado no STC para a realizacao da qualificacdo dos seus constituintes (ex.
infraestruturas, equipamentos, profissionais), ja validado pela JACIE.

Numa segunda fase, apos a construcao da checklist, foi averiguado se o STC cumpria com os
requisitos/parametros presentes na checklist Para isto, foi verificado a existéncia ou ndao de documentos,

devidamente preenchidos, correspondentes a cada requisito/parametro na checklist

31



Como ja mencionado em cima, o STC tem um temp/ate proprio utilizado para o registo de qualificacao.
Neste documento esta descrito o objeto que estd a ser qualificado, a sua identificacao no STC, qual o domihio de
qualificacao, quais os requisitos avaliados, as conclusdes e as assinaturas dos profissionais responsaveis.

Para os requisitos/parametros que abordam a qualificacdo de algum constituinte do servico (ex.
profissional, equipamento) foi verificado que para ter uma qualificacao completa, é necessario a existéncia de
quatro documentos de registo de qualificacao. Isto porque cada um destes corresponde a um dominio de
qualificacao diferente, ou seja, a qualificacao nos dominios do design, instalacao, operacionalidade e
desempenho, correspondente as respetivas fases. Em anexo, esta um exemplo de um documento, do STC, que
foi verificado, correspondente a qualificacao do DMSO (Anexo 4-6). Para os restantes requisitos/parametros
passou apenas pela verificacao da existéncia de documentos que comprovassem o cumprimento do mesmo,
nomeadamente, manuais, certificados e autorizacoes.

A verificacdo do cumprimento dos requisitos/parametros presentes na checkl/ist permite a validacao

da Qualificacao do Banco de Células.

4. Resultados

Os requisitos/parametros a abranger na checklist foram retirados dos artigos selecionados. Pela
pouca bibliografia existente sobre a Qualificacao de Banco de Células, foram selecionados estudos e artigos que
abordavam a Qualificacao de diferentes tipos de Bancos, nomeadamente, Bancos de Sangue do Cordao
Umbilical e Bancos de Sangue. Foram, tambhém, selecionados standards internacionais existentes na drea da
Terapia Celular (ex. JACIE, AABB) e normas juridicas aplicdveis ao STC (ex. lei n.2 12/2009 e as respetivas
alteracoes).

A checklist esta apresentada em forma de tabela (tabela 2). Para cada requisito/parametro foi
verificado se o STC obedecia com os achados da literatura. Foi possivel realizar a verificacao entre 2 a 30 de

maio de 2022.
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Tabela 2: Checklistpara a Qualificacao do Banco de Células.

REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAO DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS AO SGQ DO STC DO IPOPFG,EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Regulamentag6es governamentais

Em Portugal, a lei n.2 12/2009 e as respetivas alteracoes, lei n.21/2015 e lei n.2 99/2017,
estabelecem o regime juridico da qualidade e seguranca relativa a dadiva, colheita, andlise,
processamento, preservacao, armazenamento, distribuicao e aplicacao de tecidos e células de
origem humana (70). Rabe et a/, 2013, defende que o seguimento das regulamentacoes é
fundamental para a garantia da qualidade (78).

As leis sao aplicadas e seguidas pelo STC

Autorizacdo para as atividades

Alein.299/2017 define a Direcao Geral da Satide como autoridade competente e responsavel pela
verificacao do cumprimento dos requisitos técnicos relativos a qualidade e seguranca da dadiva,
colheita, andlise, processamento, preservacao, armazenamento, distribuicao e aplicacao de tecidos
e células de origem humana (70).

0 STC possui um certificado valido de
autorizacao para as suas atividades pela
Direcao Geral da Saude

Acreditacao JACIE-FACT

Rabe ef al, 2013, inclui a acreditacao como elemento a integrar no programa de qualificacao de
banco de sangue de cordao umbilical nao-relacionado (78).

0 STC tem um certificado que comprova
a acreditacao pela JACIE, centro de
exceléncia de Terapia Celular

Aprovacao pela FDA

Rabe et al, 2013, abrange o registo na Food na Drug Administrationno programa de qualificacao do
banco de sangue do cordao umbilical ndo-relacionado (78).

Foi verificado que 0 STC tem a aprovacao
pela FDA para a exportacao de CPH por
aféresee MO

Plano de Gestao da Qualidade

Alein.212/2009 diz que os bancos de células devem manter um Sistema de Gestao da Qualidade
(70). Rabe et al, 2013, e Callery et al, 1994, afirmam ser importante implementar um SGQ para
prestar servicos e produtos com qualidade (78,100).

Documentos associados: Manual da Qualidade, o Manual de Seguranca; 13 Planos, dos quais se
destacam o Plano de Avaliacao de Avaliacao de Risco e o Plano Mestre do Sistema
Computorizado; 90 Templates, 52 documentos de registo associados aos planos e AFC's

Foi verificado que STC tem
implementado um Sistema da Gestao da
Qualidade STC e que, obteve certificacao
do seu SGQ pela NP EN ISS0 9001, pela
APCER

*Se valores aceitdveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificagdo, sdo validados, assinados e datados.
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REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAQ DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS A0 SGQ DO STC DO IPOPFG EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Qualificagdo dos Processos

Os standards da JACIE para a colheita, processamento e administracao de PTC, afirmam que
qualificacao de processos deve ser incluida no Plano de Gestdo da Qualidade (37).

Documentos associados: AFC.STC.01 — Consulta externa a dadores de Produtos de Terapia
Celular; AFC.STC.02 - Obtencao de Produtos de Terapia Celular; AFC.STC.03 — Processamento
de Produtos de Terapia Celular; AFC.STC.04 — Criopreservacao e disponibilizacao de Produtos de
Terapia Celular e Medicamentos de Terapia Avancada; AFC.STC.05 - Sistema de Etiquetagem;
AFC.STC.06 — Gestao de Pessoas; AFC.STC.07 — Gestao de Infraestruturas e Aprovisionamento;
AFC.STC.09 - Consulta externa a doentes; AFC.STC.11 — Gestao estratégica e operacional da
qualidade

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
para os processos realizados no servico,
havendo o registo dos mesmos

Standard Operation Procedure (SOP's)

Zuck et al, 1995, dizem que os Standard Operation Procedure (SOP’s) sao um elemento das boas
praticas de fabrico (101). Callery et a/, 2003, descrevem que os SOP’s sao essenciais para a
consisténcia de resultados positivos do produto final (100).

Documentos associados: SOP.STC.00 — SOP ahout SOP’s; SOP.STC.25 - Etiquetas para colheita,
processamento e transporte, de células e amostras; SOP.STC.38 — Plano de Controlo de
Equipamentos; SOP.STC.45 - Utilizacao da Aplicacao Informatica QAP10

Foi verificado que o STC tem 48 SOP’s
dos procedimentos e atividades
realizadas no servico, que compreende
entre a avaliagao do doente/dador até a
infusao ou eliminagao das células

Sistema de Identificagao de Produtos
de Terapia Celular

Zuck et al, 1995, defendem ser necessario implementar um sistema de identificacao para os
produtos (101). Warwick et a/, 2013, afirmam que a identificacao dos produtos permite a sua
tracabilidade, e, consequente, a melhoria da qualidade e seguranca Transfusional (76).
Documentos associados: Registo no ICCBBA; SOP.STC.25 - Etiquetas para colheita,
processamento e transporte, de células e amostras; P.STC.04.01 — Sistema de etiquetas e
etiquetagem de tubos, sacos e contentores; P.STC.04.01 — Avaliacao do Sistema de Etiquetagem;

Foi verificado que 0 STC utiliza o

ISBT 128 para a identificacao dos
produtos utilizados no servico. Cumpre
com a lei n.299/2017 (Cédigo dnico
Europeu).

Validacao dos procedimentos

Kallur et al, 2017, incluem a validacao de procedimentos como elemento a abranger na garantia
da qualidade (97). O'shea et al, 2020, diz que para que o banco de células consiga produzir com
consisténcia produtos com qualidade, os procedimentos utilizados devem ser validados (102). A
AATB inclui a validacao dos procedimentos no standardde boas préticas nos bancos de tecidos
(96). Documentos associados: P.STC.04 — Plano Validagao; P.STC.04.01 - Protocolo de
operacionalidade

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de validacao
para os procedimentos realizados no
servico, havendo registo dessas
validacdes, num total de 62 validagoes
de procedimentos

*Se valores aceitdveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificagao, sdo validados, assinados e datados.
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REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAQ DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS AO SGQ DO STC DO IPOPFG,EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Histéria Clinica do doente/dador

Rabe et al, 2013, e Dock et al, 2012, defendem que a histdria clinica do dador tem um papel
fundamental na qualidade (78, 96).

Documentos associados: SOP.STC.02 — Avaliacao de dador adulto para colheita de Produtos
de Terapia Celular; SOP.STC.06 — Avaliacao de doente/dador pré e pds aférese; SOP.STC.46
— Avaliacao de dador pediatrico para colheita de Produtos de Terapia Celular

Foi verificado que a histdria clinica do
doente/dador € registada na aplicacao
Mural D e OASIS

Validacao dos Produtos de Terapia
Celular para transplante

Rabe et al, 2013, afirmam que para que o dador seja qualificado para a dadiva é necessario que o
mesmo, realize testes para pesquisa de doencas infeciosas (78). Uma boas praticas de colheita,
processamento e administracao de PTC da JACIE é o screnning de dadores a doencas infeciosas
(37).

Documentos associados: T.STC.19 - Validacao dos PTCs

No STC para a validacao dos PTCs
verifica-se a conformidade dos testes de
doencas infeciosas, a realizacao da
esterilidade do produto, da
funcionalidade e do contelido celular

Auditoria e Autoinspecoes

Zuck et al, 1995, diz que a realizacao de auditorias, juntamente, com o tratamento de desvios,
proporciona a melhoria da qualidade nos bancos de sangue (101). Mascotti, 2021, defende que a
execucao de auditorias internas sao uma mais-valia para a identificacao de erros (103). A JACIE
descreve que deve ser integrado um cronograma de auditorias no Plano de Gestao da Qualidade
do servico para garantir que os procedimentos sao realizados conforme as normas da qualidade
(37).

Documentos associados: P.STC.05.07 - Planificacao anual de auditorias e autoinspecoes;
P.STC.05.02 — Programa anual de auditorias e autoinspecoes

Foi verificado que o STC planifica
anualmente auditorias (externas e
internas) e autoinspecdes, havendo
registo das mesmas e dos seus
resultados

Tratamento de ocorréncias (ndo-
conformidades, oportunidades de
melhoria)

Zuck et al, 1995, afirma que o controlo de ocorréncia de erros é importante para a melhoria da
qualidade num banco de sangue (101). Rabe et a/, 2013, no programa para a qualificacao do banco
de sangue do cordao umbilical ndo-relacionado, inclui a resolugao de reacdes adversas e desvios
como fatores importante na qualidade (78). Mascotti, 2021, diz que a existéncia de procedimentos
para o tratamento de ndo-conformidades deve fazer parte do programa da qualidade (103).
Documentos associados: T.STC.54 - Registo de Ocorréncias; T.STC.38 — Biovigilancia;

T.STC.66 — Materiovigilancia; T.STC.67 — Farmacovigilancia; T.STC.85 - Controlo de mudancas

Foi verificado que 0 STC tem um sistema
de registo e tratamento de ocorréncia
(ndo-conformidades, oportunidades de
melhoria)

'Se valores aceitaveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificacao, sao validados, assinados e datados.
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REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAQ DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS AO SGQ DO STC DO IPOPFG,EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Direcdo — médico licenciado e

especialista

Segundo, alein.212/2009 o “responsavel pelas unidades de colheita, bancos de tecidos e células
e pelos servicos responsdveis pela sua aplicacao deve ser médico ou licenciado em Ciéncias
Farmacéuticas ou Biologicas' (70). A AATB, define como standardque o diretor do servico deve
ser um médico especialista (96).

Documentos associados: CV do diretor do servi¢o, Manual da Qualidade

A diretora do servico do STC é uma
médica licenciada e foi nomeada pela
Direcao do IPOPFG, EPE. A sua
nomeacao e respetivas funcoes estao
descritas no Manual da Qualidade e
representadas  nos  organigramas
estrutural e funcional

Gestor da Qualidade - responsavel
pelas atividades da qualidade

A diretiva 91 /356/CEE estabelece diretrizes de boas prdticas de fabrico de medicamentos para
uso humano, diz que deve ser definida uma pessoa responsdvel pela gestao e fiscalizacao da
aplicacao das boas praticas e deve as suas funcdes estarem descritas num organigrama (75).
Documentos associados: Manual da Qualidade; AFC.STC.11 - Gestdo estratégica e operacional da
qualidade

A Direcao do IPOPFG, EPE nomeou 2
gestores da qualidade. A sua nomeacao
e respetivas funcoes estao descritas no
Manual da Qualidade e representadas
nos organigramas estrutural e funcional

Pessoal qualificado — registo das
competéncias, formacao, atividades

0 Manual de Boas Praticas para os Servicos de Sangue e da Transplantacao descreve que o
pessoal deve ter formacao, experiéncia e qualificacdes para o respetivo cargo (38). De igual forma,
a lei n.2 12/2009 afirma que o pessoal dos bancos de tecidos e células devem ter qualificacoes
(70). No estudo de Kallur et a/, 2017, defende que o ensinamento e qualificacdo do pessoal é
importante para a garantia da qualidade (97).

Documentos associados: P.STC.11.01 — Registo de Qualificacao; P.STC.07.02 — Funcao dos
profissionais; P.STC.01.01 — Certificado de integracao; P.STC.02.10 — Registo de treino de
competéncias; P.STC.07.04 — Registo de formacao e treino; P.STC.07.07 - Ficha individual de
colaborador

Foi verificado que o acesso a uma
carreira de funcao publica cumpre com
os requisitos de formacao iniciale 0 STC
tem implementado um plano de
integracao, formacao e qualificacao do
pessoal, havendo registo dos mesmos

*Se valores aceitdveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificagdo, sdo validados, assinados e datados.
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REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAQ DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS AO SGQ DO STC DO IPOPFG,EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Qualificagao das Infraestruturas

0 Manual de Boas Praticas para os Servicos de Sangue e da Transplantacao descreve que as
instalacoes que tem impacto direto na qualidade do produto devem ser devidamente qualificadas
(38). Kallur et al, 2017, afirma que a manutencao e qualificacao das infraestruturas é fundamental
para a garantia da qualidade em bancos de células (97). Documentos associados: P.STC.11 - Anexo
| — Mapa de qualificacao de infraestruturas; P.STC.11.01 — Registo de Qualificacao; P.STC.04.01.16
— Controlo de qualidade do ambiente interior das CFL; P.STC.04.01.17 — Controlo de qualidade do
ambiente interior da antecamara e dos LTC e LC; P.STC.04.01.45 - Monitorizacao do ambiente e
higienizacao das salas de processamento; P.STC.04.01.46 - Monitorizacao do oxigénio e
ambiente térmico da sala de criopreservacao

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
das infraestruturas do servico, validado
por 4 qualificacbes para as
infraestruturas que o exigem, dreas
limpas e ambientes controlados e salade
criopreservacao

Qualificacao dos Equipamentos

Os standards da JACIE afirmam que os equipamentos que tem impacto na qualidade do produto
devem ser qualificados (37). Kallur et a/, 2017, inclui a qualificacao dos equipamentos como fator
importante na garantia da qualidade (97). Documentos associados: P.STC.11 - Anexo Il - Mapa de
qualificacao de equipamentos; P.STC.11.01 — Registo de Qualificacao; P.STC.04.01.01 —Colheita de
CPH do sangue periférico nos separadores celulares cobe spectra; P.STC.04.01.06 -
Monitorizacdao da temperatura no interior do contentor de transporte da world Courier;
P.STC.04.01.07 — Reducao de volume de progenitores hematopoiéticos e componentes celulares
na centrifuga damon/IEC division; P.STC.04.01.15 - Contagem de populacoes celulares por
citometria de fluxo no equipamento FACSCANTO II; P.STC.04.01.19 - Avaliacao da capacidade
clonogénica dos progenitores hematopoiéticos; P.STC.04.01.20 — Avaliacao da viabilidade celular;
P.STC.04.01.22 - Controlo de qualidade da estufa Heracell 150I; P.STC.04.01.29 -
Armazenamento de PH em azoto liqguido a -196°C; P.STC.04.01.31 - Conetor
estéril; P.STC.04.01.36 - Avaliacao da viabilidade celular por microscopia com azul de tripano e
por citometria de fluxo com 7-AAD; P.STC.04.01.38 — Avaliacao da criopreservacao de células
CART a -150°C e do transporte; P.STC.04.01.40 - Criocongelacao de células para producao de
células CART;; P.STC.04.01.43 - Deseritrocitacao de MO por centrifugacao invertida na centrifuga
damon/IEC division; P.STC.04.01.56 — Estudo comparativo da descongelacao de PTC no sistema
standard e SAHARA-TSC;

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
dos equipamentos, havendo o registo
dos mesmos, num total de 20
equipamentos qualificados. Para a
qualificacdo do desempenho estao
associados 57  validagdbes de
procedimentos

*Se valores aceitdveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificagao, sdo validados, assinados e datados.
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REQUESITOS/GUIDELINES

REVISAQ DA LITERATURA E DOCUMENTOS ASSOCIADOS AO SGQ DO STC DO IPOPFG,EPE

SERVICO DE TERAPIA CELULAR IPo*

Qualificacao dos Materiais

Kallur et al, 2017, afirma que para obter a garantia de qualidade no banco de células estaminais
pluripotentes é necessdrio a realizacao da qualificagao dos materiais (97). Nos standardsda JACIE,
diz que, os materiais utlizados para o processamento de PTC devem ser qualificados, de forma a
nao interferir com a sequranca do produto (37).

Documentos associados: P.STC.11 — Anexo Il - Mapa de qualificacao dos materiais; P.STC.11.01 -
Registo de Qualificacao; STC.04.01.27 — Validacao de sacos de criopreservacao macopharma;

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
para os materiais utilizados no servico,
havendo o registo dos mesmos, num
total de 12 materiais qualificados

Qualificagao dos Reagentes

Tal como, os materiais, nos standards da JACIE, descreve que os reagentes utilizados no
processamento de PTC devem ser qualificados (37). Para Kallur et a/, 2017, a qualificacao dos
reagentes devem ser integrado no Sistema da Gestdo da Qualidade (97).

Documentos associados: P.STC.11 — Anexo IV — Mapa de qualificacao de reagentes; P.STC.11.01 -
Registo de Qualificacao

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
para os reagentes utilizados no servico,
havendo o registo dos mesmos, num
total de 21reagentes qualificados, sendo
que 0 DMSO tem qualificacao por lote

Qualificagao dos Fornecedores

Para os servicos de colheita, processamento e administracao de PTCs, a JACIE descreve a
qualificacao dos fornecedores como essencial (37).

Documentos associados: P.STC.11— Anexo VI - Mapa de qualificacao de fornecedores; P.STC.11.01
— Registo de Qualificagao; T.SCT.52 — Analise de fornecedores

Foi verificado que o STC tem
implementado um plano de qualificacao
para os fornecedores do servico,
havendo o registo do mesmo, hum total
de 60 fornecedores qualificados

Qualificagao e Validagao do Sistema
Informdtico

A Rules and Guidance for Pharmaceutical Manufactures descrevem que o sistema
computadorizado é um elemento critico na garantia da qualidade (104). A JACIE afirma que o
software utilizado nos servicos de colheita, processamento e administracao de PTCs deve ser
qualificado (37).

Documentos associados: P.STC.11 — Anexo V - Mapa de qualificacao de sistemas; P.STC.11.01 -
Registo de Qualificacao; SOP.STC.45 — Utilizagao da aplicagao informatica QAP10; P.STC.04.01 -
Protocolo de Operacionalidade: QAP10; P.STC.04.01- QAP10

O STC utiliza o QAP10, aplicacao
informatica para Servicos de Terapia
Celular e foi verificado a existéncia do
registo da qualificacao e validacao da
mesma

*Se valores aceitdveis, os resultados dos documentos P.STC.11.01 — Registo da Qualificagdo, sdo validados, assinados e datados.
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5. Discussao

A construcao da checklistpara a realizacao da Qualificacao do Banco de Células constituiu um grande
desafio. Com base nos resultados obtidos, os fatores essenciais para o funcionamento do STC do IPOPFG, EPE,
estao de acordo com os requisitos/parametros presentes na checklist. refletindo o cumprimento das leis e
standards. Os estudos de Rabe et al, 2013, e Kallur et a/, 2017, juntamente com os standards (eg. JACIE) e leis
para os servicos de Terapia Celular (lei n.212/2009 e respetivas alteracdes), foram os essenciais para a
estruturacao damesma (37,70-72, 78, 97).

De acordo com Moehring., 2021, Rabe et al, 2013, e Kallur et al, 2017, referente as normas
internacionais para colheita, processamento e administracao de PTCs, verifica-se que o STC cumpre com as
normas de seguranca e qualidade para laboratdrios e produtos destinados a transplantacao (37,78, 97).

Estudos defendem que para garantir a qualidade dos PTCs é necessdrio incluir diferentes aspetos,
nomeadamente, a selecao de dadores, a colheita, o processamento, 0 armazenamento e a infusao de células
(105-107).

0 STC, tal como descrito por Rabe et a/, 2013, estabeleceu um programa para qualificar o Banco de
Células de dadores autdlogos e alogénicos, utilizando, inicialmente, uma abordagem retrospetiva, e
posteriormente, uma abordagem prospetiva (78). De acordo com este autor, o0 STC cumpre com os critérios
para a garantia da qualidade, que inclui os diferentes aspetos, como as regulamentacdes, sistema da qualidade,
o estado de acreditacao, a elegibilidade do dador, os profissionais, 0os equipamentos e os procedimentos (78).
Também, Kallur et al, 2017, aborda os fatores necessarios para obter a garantia de qualidade no banco de
células estaminais pluripotentes (97). 0 STC, para demonstrar que age de acordo com as normas e standards
da garantia da qualidade, tem um Plano de Gestao da Qualidade, onde planeia e inclui a qualificacao do pessoal,
infraestruturas, equipamentos, materiais, reagentes, fornecedores, sistema informatico e a validacao dos
procedimento como elementos obrigatdrios para a qualidade do banco de células, o que estd em concordancia
com o descrito no estudo de Kallur et a/, 2017 (97).

As regulamentacoes governamentais permitem aos servicos terem uma orientacao para um
desempenho de acordo com as mesmas, e por isso, estas sao essenciais para a qualificacao, sendo estas o
primeiro requisito/ guideline abordado na tabela 2, na secao dos resultados.

Estas, em Portugal, para os servicos de Terapia Celular estao descritas nalein.212/2009 e respetivas
alteracoes (70-72). Definem a autoridade competente que é a DGS, responsdvel pela verificacdao do
cumprimento das normas de seguranca e qualidade dos produtos de terapia celular da colheita a infusao (72); o
STC tem a autorizacao pela DGS para o exercicio da atividade, por isso, foi verificada a conformidade e validade
do documento de colheita a doentes e dadores, andlise, processamento, criopreservacao e distribuicao de CPHs
do sangue periférico, MO, SCU e CMN, atribuida pela DGS. Internacionalmente, a entidade competente e
acreditadora é a JACIE para esta drea (37); 0 STC tem a acreditacdo pela JACIE, como centro de exceléncia de
Terapia Celular e, também, esta registado na FDA para envio de células para os Estados Unidos da América
(EUA). Este reconhecimento comprova que os servicos tém aplicadas e cumprem as normas de qualidade e

seguranca estabelecidas, permitindo a confianca dos parceiros, dos dadores e doentes.
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A 1ei 12/2009 diz, ainda, que as “..unidades de colheita, os bancos de tecidos e células e os servigos
responsaveis pela sua aplicacao devem desenvolver e manter gperacional um sistema de qualidade e de gestao
de qualidade baseado nas boas praticas..” (70). Sendo a implementagdo do SGQ um requisito descrito na lei, é
importante abranger este elemento na qualificacao do banco de células, tal como afirmam Rabe et a/, 2013 (78).
Segundo Callery et al, 1994, o SGQ permite criar uma estrutura que possibilita a prestacao de servicos e
produtos com qualidade e, ainda, a contencao de custos (100). O STC tem reconhecimento no seu SGQ, com
certificacao pela NP EN ISO 9001, pela Associacdo Portuguesa de Certificagao (APCER) (73).

Os procedimentos sao um elemento importante para o funcionamento do servico, 0 STC tem 48 SOPs,
associados a 91 templates (documentos de registo), o que corrobora com o descrito por Rabe et al/, 2013, que,
descreve que os procedimentos realizados nos servigos devem estar escritos (78). Também, Zuck et a/, afirma
que a implementacdo de SOP's faz parte das boas praticas de fabrico (101). Callery et a/, 1994, acrescenta que
estes sao cruciais para a consisténcia de bons resultados (100). Para que se consiga essa consisténcia, Kallur
etal, 2017, defende que a validacao de procedimentos é fundamental para a obtencao da qualidade e seguranca
dos produtos, sendo que, em concordancia, no STC, essa consisténcia &€ demonstrada pela existéncia de 62
validacges (97).

A identificacao dos produtos é um requisito fundamental para a qualificacdo. Zuck et al, 1995,
defendem ser necessario implementar um sistema de identificacao para os produtos, isto permite diminuir a
probabilidade de ocorréncia de nao-conformidades garantindo que o doente é infundido com o produto correto
(101). Neste ponto, o STC corrobora com este autor, utilizando para a identificacao de PTCs, contentores e tinas
0 ISBT 128, um sistema de identificacao usado internacionalmente, para a codificacao de produtos de origem
humana para fins terapéuticos em cumprimento das leis aplicdveis, aos servicos de Terapia Celular (77).
Atualmente, as etiquetas utilizadas na identificacao dos produtos, no STC, sao produzidas numa aplicacao
informatica, o QAP10, desenvolvida para Servicos de Terapia Celular, este encontra-se devidamente qualificado
e validado com autoinspecoes e auditorias realizadas e programadas anualmente e, com backup mensal,
descrito no plano de emergéncia. Assim, o STC estda em conformidade com as Rules and Guidance for
Pharmaceutical Manufactures, que defende que na implementacao de um sistema informatico este deve ser
devidamente qualificado e validado (104).

Para Rabe et al/, 2013, um elemento importante para a garantia de qualidade é o dador de células, e
afirmam que para a garantia da elegibilidade do dador é necessario perceber a histdria clinica do dador e a
pesquisa de marcadores de doencas infeciosas (78). Em concordancia com este estd a American Association of
Tissue Banks (AATB) e Cobo et al, 2006, que defendem que é importante perceber o histdrico de doencas do
dador e respetivos familiares e que, por os produtos serem de origem humana, existe o risco de transmissao de
doencas é obrigatdrio a realizacao de teste para despiste das mesmas (44, 96). 0 STC, evidencia o cumprimento
destes requisitos com o preenchimento do documento de validacao de PTCs, onde é obrigatdrio a pesquisa de
marcadores de doencas infeciosas descritas no ponto 3.1 do capitulo I; este cumpre todos estes fatores,
fundamental para garantir a seguranca da infusao do PTCs e do recetor.

0 STC, mantém, também, um plano de autoinspecoes e auditorias, programado anualmente. Desta

forma, esta em concordancia com Zuck et al, 1995, que defendem ser necessdrio a integracao de um sistema
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para o tratamento de erros e a existéncia de um plano de autoinspec6es para a melhoria da qualidade do servico
(101). Mascotti et a/, 2021, afirma que este fatores sao indicadores de qualidade (103). Nem sempre a aplicagao
das boas praticas de fabrico se traduz nos resultados esperados, havendo desvios e nao-conformidades. Para
isso, 0 STC tem integrado um sistema para o tratamento de ocorréncias, subdividido em biovigilancia,
materiovigilancia e farmacovigilancia, originados por irreqularidades nos PTCs, material e reagente e farmacos,
respetivamente, o registo de nao-conformidades e oportunidades de melhoria, com origem nas auditorias.

Os profissionais/pessoas que integram o servi¢o tém uma funcao essencial na garantia da qualidade
dos produtos, sendo relevante e obrigatdrio, definir uma pessoa responsdvel pelo servico e uma pessoa
responsavel para as atividades da qualidade. Na lei n.212/2009, estd descrito que o servico deve ter uma
pessoa responsdvel e ser médico licenciado (70). A AATB, acrescenta, ainda que, o diretor de servico deve ser
um médico especialista em Imunohemoterapia (96). Na lei diz ainda que, este é responsavel por assegurar que
os requisitos de qualidade e seguranca sao cumpridos e por construir um organograma do servico, para
definicao e atribuicao de responsabilidades e deve ser o elemento de ligacao entre o servico e as autoridades
competentes (70). A JACIE acrescenta que, este deve ter no minimo 2 anos de experiéncia na drea e ter
comprovada a sua formacao continua (37). Como comprovado na checklist e descrito no ponto 3 do Capitulo |,
0 STC tem um diretor de servico com experiéncia, e existe um organograma bem estruturado com hierarquias
bem definidas, bem como a descricao das funcoes de cada profissional. Em continuidade na lei n.2 12/20089,
esta descreve que deve ser definido uma pessoa responsavel pelas atividades ligadas a qualidade, para
cumprimento destes requisitos, no STC, foram nomeados pela direcao do IPOPFG, EPE, dois Gestores da
Qualidade, de areas diferentes, um para a drea da colheita por aférese e outro para a drea do processamento e
colheita de MO, com formacao especifica (70).

Um dos requisitos mais abordados por normas, standardse artigos que focam a qualidade e seguranca
em servicos de Terapia Celular é a qualificacao dos profissionais (37, 97,102). No caso dos profissionais, do STC,
e de acordo com a tabela, existem documentos que definem as funcoes dos profissionais, o certificado de
integracao, o registo de treino de competéncias, registo de formacao e treino, e ainda uma ficha individual de
colaborados. Todos estes elementos estao evidenciados no registo da qualificacao. Corrobora com o descrito a
AATB, que enuncia que um profissional qualificado é um profissional adequado com experiéncia e treino para o
cargo (96). A qualificacao dos profissionais, juntamente, com a qualificacdo dos restantes elementos
importantes para o bom e correto funcionamento do servico, permite que fique demonstrada a garantia da
qualidade e seguranca dos produtos e servigos prestados.

Relativamente, aos requisitos da check/istno que se refere as infraestruturas, equipamentos, materiais
e reagentes, estes referem-se a necessidade de qualificacao dos mesmaos pelo servico.

Cobo et al, 2006, dizem que as instalacdes de um banco de células podem apresentar condigoes
particulares de trabalho (44). Por essa razao, para que as instalacdes sejam apropriadas e mantenham as suas
caracteristicas requisitadas, de forma a nao interferir com a qualidade e seguranca dos procedimentos e
produtos realizados nas mesmas, Kallur et a/, 2017, argumenta que as instalagdes devem ser qualificadas (97).
O'shea et al, 2020, acrescenta que as instalacdes devem ser compativeis com as boas préticas de fabrico (102).

Neste sentido e de acordo com a literatura, 0 STC, avalia, valida e mantém as condicdes exigidas pela lei, com
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registos que comprovam esta conformidade. Os equipamentos, materiais e reagentes representam uma grande
proporc¢ao no sucesso da garantia da qualidade e seguranca dos produtos e atividades realizadas no servico.
Relativamente a este parametro, Kallur et a/, 2017, defende que se deve qualificar estes elementos para que
fiqgue demonstrada a sua qualidade e seguranca (97). Em concordancia com estes, nos standards da JACIE a
qualificacao destes elementos é um requisito obrigatdrio (37).

Foi verificado que o STC tem um plano integrado para a qualificacao de concecao, instalacao,
operacionalidade e desempenho destas entidades, complementado com a validacao de 58 procedimentos. A
qualificacao é realizada na aquisicao dos equipamentos pelo servico. Desta forma, estd em conformidade com
os standardsda JACIE e as normas da lei n.212/2009 (37, 70).

O dltimo requisito abordado na tabela 2, na secao dos resultados, € relativo aos fornecedores.
Igualmente, como os equipamentos, materiais e reagentes, estes sao uma entidade importante na garantia da
qualidade. A JACIE defende que estes, devem ser qualificados, com a sua avaliacao anual ou bienal, dando uma
perspetiva do desempenho dos mesmos, sendo que foi verificado que o STC tem um plano integrado para a
qualificacao dos fornecedores (37).

A andlise da literatura e a realidade do STC permitiu demonstrar que o conhecimento dos profissionais
e o trabalho em equipa realizado no servico, foram fatores importantes para evidenciar que a verificacao fosse
concluida com éxito. Verificou-se que o servico tem e mantem ferramentas capazes de garantir a oferta de
produtos e servicos com qualidade e seguranca. A eficacia da congelacao traduziu-se na estabilidade do
produto, validada pelo estudo “Avaliacao da estabilidade de Produtos de Terapia Celular criopreservados em
azoto liquido” (108). A eficdcia do enxerto traduziu-se na inexisténcia das faléncias de enxerto, em produtos de
dadores autélogos, dos PTCs que seguiram o percurso todo, uma avaliacao realizada semestralmente pelos
médicos do STC.

6. Conclusao

Foram cumpridos os objetivos planeados para a realizacao do estagio curricular realizado no STC.
Como descrito foi possivel adquirir conhecimentos tedricos e desenvolver competéncias nas dreas de avaliacao
da qualidade das dreas classificadas, CQ de amostras de sangue periférico e dos produtos, processamento e
criocongelacao dos PTCs, descongelacao e envio destes. A integracao nas equipas de rotina foi sempre
tutelada, tendo sido orientada para aproveitar formacoes na drea das Terapias Celulares, assim como integrar
equipas de divulgacao dos trabalhos realizados, o que se tornou enriquecedor a nivel técnico-cientifico.

No capitulo Il descreve-se um estudo de caso sobre a verificacao da Qualificacao do Banco de Células
do STC do IPOPFG, EPE, com base na lista de verificacao realizada neste estudo, de forma a contemplar todas
as fases do STC, com inicio na referenciacao dos dadores/doentes, consulta de dador/doente, seguiu-se a
colheita, o processamento, a avaliacao da qualidade, o armazenamento e a distribuicao dos PTCs.

Conclui-se que a Qualificacao do Banco de Células do Servico de Terapia celular do IPOFG, EPE, e a
criacao e aimplementacao de estratégias/métodos para arealizacao da qualificacao do servico evidenciam um
plano atualizado e demonstraram ser uma mais-valia para que este consiga obter reconhecimento dos seus

parceiros e clientes.
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Anexos

Anexo 1: Comunicacao oral e apresentacao do trabalho “Correlacao entre o nimero de células CD34*
CFU-GM em maus e bons mobilizadores: experiéncia de um centro” no XIl Congresso da APIH, 2022
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A colheita dr Células Progenitoras Hematopoiéticas
(GPH) para transplante autdlogs, € realizada por aférese
apés mobilizagin com fator de crescimento, gramulocyte
colony-stimulating (G-CSF). O prosduto rln-.:frrur & sub-
metidn a controlo de qualidade, nomeadarmente, o avalia.
G do comesdo cehular e o s capacidade clonogénica.
Ciomsideram.se maus mobilizadores os doentes que, na 1°
mobilizagio, nio colberam células CDA4+ kg 22 5x106,
necessirias para a recuperar 2 hematopoiese, e nio abi-
veram em cultura, vnidades formadoras de colonias de
granuliicitos ¢ macrofagos (CFU-GM) 2 10x105/kg de
peso do recetor.

Objetivos

Clomparar o5 produtos de colbeita de maus (populagio-
estuda] e bons e mobilizsdores (controlo) e analisar a cor-
relagiio entre o n.° de célubas CD34+ e as CFU.

Material & métodos

Foi feita uma andlise recrospetiva das colhedtas de CPH,
Aférene, num periodn compreendidn entre janein de
2020 ¢ dezembro de 2021 Estudaramese produzas de do-
entes, 26 mans mobilizadores ¢ 39 bons mobilizadores. As
variiveis esticdacdas foram: idade, sexa, pess, patnkogm,
dsagem de GROSE, contagem de ]rurxxitm 3 crlulaﬁ
CD3++ no P, no produt

lukws CD34+ kg e CFU. A waliagio das células
CD34+ foi feita por citometria de fluxo e a5 armostras in-

Peviska Porhuguesa de muner lemolesapes, 573, Dutubro 20122

aplhq

cubidis com anticorpos ansi-CD45 e anti-CD34 ¢ anab-
sacdas pela método ISHAGE, a capncidade donogénic
fo realrata el el de célubas do produen em meio

fatores de
dados !M'.\m registados em Excel e 2 anilise estatistica re-
alizada no software R 4.1.0.
Fancion
‘Caso Clinico

onclusio
bt abiidos demonstram que
G-CSF e n” células CD34 + fjl o
incia estatistica o 0 de oéulus CD34 + /
procutar de CPH. Ot doentes
34+ no SP ¢ no prodto de
ade (> n.” GFU-GM,

&,

Resultados: 5 amostras foram analisadas (Tabelas bém que o 0. de céhulas CD34+ a periferia & [wd\lmadu
1-3), sucesa da mobilizagin
Tabela 1- CaracterizagSa dos daentes
Populagio-estuda Controla povalor
Sexa s
Fem 15(57.7) 18533 nesas
Mas. 11{423) 141467}
Diagnéstica Wis)
Linfoma de Hadgkin s B(z67)
Linfoma NaorHodgkin 15{57.7) (200 003
Migloma Miltipia 5.9 NEET)
Dutros 4154 506.7)
MedianalMin-Maz|
Idade 575071 4952-70) .0
Pesoikg) 6201 3-9¢] 65.5(10-82 “001*
Dosagem G-CSFijg) ea0NIs0-1920] og0(1s0Is20] <000
CHLCOTEL 5P g a75(11-144) w010
ez QUi quadrads; Teste Wikcn
Tabela 2 - Casactesizagiio do Produta
Pogulagic-estudo Controa
Mediana|Min-Max] prwalor
COB4RIOYg 045003245 6542.54-15.9] <001¢
Total Lewc <104 7674 522601 67T 241760 <001
CFU-GMx10° 22.8{0-297) 620(145-1620] <0.0m*
CFU-GMx] kg 235010, 826/3.85-221) 0.001¢
este icaxon
Tabola 3 - Corelagio entren.” CDI4 CFU-EMx10/kg
Total Populagio-estudo Controlo
c prvalor c pevalor c prualor
co34/kg [EER T A F] [T Y
COBMfpLeaSP 011 «0001° 017 008 006 001"

COomstante; “Reqressao imear Univariada

ologia, a dose de
niaesctarn com
o
maior n. célulis
s fém uma maior
indo uma maior

epualicade .:ugmydmu 2 ser infundido. Considera-se tam-
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Anexo 2: Poster do trabalho "Estudo comparativo de duas técnicas de descongelacao de células
progenitoras hematopoiéticas”, no Xl Congresso da APIH, 2022.

PO34 - ESTUDO COMPARATIVO DE DUAS TECHICAS DE DESCOMGELAGAD DE CELULAS PROGEMITORAS

HEMATOPOIETICAS

Rita Relvas'; Fatima Amadu'l; Filipa Bordalo'; Sérgio Lopes'; Catarina Pinho’; Sara Ferreira’; Silvia Dias'; Ana

Guimaraes'; Susana Roncon

1 - Servigo de Terapia Celular do Instimia Portuguis de Oncologia da Porto Francisoo Genbil, EPE, Poria, Portugal

Palavras-chave: descongelacio “em banho”, descon-
gelagio “a seco®, CPH, viabilidade, fancionaledade

Dhjetivos

A descongelscio de células ]m:lh_r‘r.nh-:m-: hematopuoéticas
(CPH) peara eransplante utihza a téconica clissica ou “em
banho" que é feta num equpamento priprio. bais re-
centemente o8 mtroduzids ma prasca chinkca a ttomica “a
seco” com o prncipal objetive de prevenir 1 contamins-
o por microrganismos eventualmente presentes na dgua
destilada. Com esse r_s:url.v::-l:rr.-lﬂnrlr:-.-m garantr que, aps
desconpelacio, a5 cractersticas quanbtatives & funcio-
nats das células sio preservadas na descongelacio “a
seca”, comnparando com s tenka “em banha”,

Materinis e métodos
Fon realizada a descongelacio, em paralels, de dois sacos
de CFH n'i:lin'umnwmﬁ; referentes & mesma colhena de
aférese, num total de 40 amostras, provenientes de doen-
tes ¢ dadores, com  wolumes compreendidos  entre
47-148m]. Estas seguiram os mesmos cribérics de proces-
samento, armazenamento e estabilidade.
A técnica “em banho" f reabizada no equipamento JTU-
LABC), no qual o saco de CPH € merso em dgua destilas
da, previamente aquecida a 37°C, sob agacin contina
pele operador. Para a téonica “a seco™ unbzou-se o eque-
sarmento TRANSMED, modele SAHARA-TSC que rea-
]im de forma antomiatica, com monitorizcio doe temgpo,
sob temperamur controlada & aptagio constante, a rjlr-:a
congelscio homogénea do produto. A descongelagio ter-
minx quando os crstats de gelo desaparecem tosslments
€ s obtérn a viscosidade pretendida.
Para as duas técnicas foram svalidos: tempo de descon-
lac-iog viabilidisde celular (método de exchsio de azul
de tripano & mancacis com J-Amine-Actinomicina, 7-

AADY; estenlidade noculacio em hemoculturas em ae-

robose/ansemobiose]); funconalbidade das células [capac-
dade de diferenciagio e de probiferacio das CPH, apeies 14
iz em incubacio na r.'il'll|]; e 0], Para as thencas de
citometria de fluxo, foram 1:I:i|.izuh|:|s o citdenetm B0
FACSCANTIMT e o contador  hematoldgios  Spemer
AN-2000,

Resultados
s resultados obtdis no estado foram avahsdos, estatish-
camente, wtlizando-se o teste Wilown ageed-rank e estio
wesentudes noa segumte tabela:
ﬁia::- exastemn diferencas egatisticamente sgmificativas nas
medianas das vardver em estudo entre as duas enicas
de descongelacio, p=0,05, verficando-se até valores lige:-
r..\mr.mr::l:gr:lr?:r;::! ncn,‘r);‘_slulmd.m da vinbibidade -::r.|.1|1LE:1‘.
:I'ur.vc:il:m:u.l.'i:?udu no descongelador “a secn”.
A medimna do tempo de descongelagio Yem banho™ fa
maKT n dm:l:n%u “a seen’, nio interferindo nos
nariimetros em estuco.
uante =0 contrmlo micobiokigeen, todas 2 amostras
testicdag e mantveram estémers.,

Conclusio

Comparando os resubtados obtidos nas duss técnicas de
descongelagio concluimos que & cancteristios funco-
nats e a malisgio quantitativa das CPH descongeladas
]:|r.|.<:- sistema “a secn” sin mhmim:niw:is s ohtdas Em|u
descongelacio “em banho™.

A desen 'ifgiu “a seco”™ & mais lenta, mas ]:II‘.:I'I.'I'Ii1E urn
processo homogénes straves do controle da ermperyturs
do produto e da antonomia na agitacio constante dos s
cos crEgEnicos ao longo do l]mu:rxiimr:m-:m. Além diso
existe baixa manipulacio pelo operador e redugio da
srobkhilidade de contamimacio das CPH, tornando a us-
]' Ao deste equipamento benéfica na deponibilizscio

fmal dos Em:r]utl:l: de 111r..1]:iz. celular pars t:nmq:ﬂ.amr_

Tabela 1
“Em banho” “A seon” -
Mediana  Min.-Mar  Mediana  Min-Max  ©
Tempaimin.) 21 1240 6.4 41110
- fizul tripana 76 5084 o F194 D061
f:ﬂﬁ;?’ Células CIA4+ [T-AAD) 89 6100 28 28100 0627
Células CO45+ (T-AAD] 76 5085 77 4493 0837
H.” Unidades Formadoras de
ol 17 0500 20 £-500 0562

Neviska Portuguesa de lmvanc-| lemole apes, 573, Dutubo 2022




Anexo 3: Poster do trabalho "Avaliacao da eficacia da colheita de células mononucleares por aférese e

posterior producao de células CAR-T" no Xl Congresso da APIH, 2022
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Palavras-chave: Aférese CMN=, CAR-T

Dbjetivos

A uhlzacio de Células Climere Antipen Recepior T (CAR-
T, mr tratamento de determinadas doencas hemato-on-
coldgices ¢ considerada uma terapia avancada & movado-
T, Fﬁmnnlj]ml para a producio de células CAR-T
consiste ni recolha de células monomockeames (CWMs) -
tilogas por aferese.

Este estindo teve como objetivo a saliagio da eficicn de
colheita de CMNs por aférese.

Materinis & métodos

Foram avaliadas 23 colheitas realizadas em 3 separadores
Specira taa entre novernbro/ 2019 e fverermo/ 2022 12
oram em doentes do sexo feminino e 11 do sex masoul-
no, com diagnistsen de LNH (n=22) & LLA (n=1], udade
-::um]:-rr.r.nd:ﬁ: entre 18 & 70 anos e peso entre 4/ e 106
K|

Thkas as colheitas avaliadas cumprinem com os reguisitos
ﬂ:l:i!.'id.l:l!: pela empresa frmacéutica responsivel J-r.||u -
tenor producio de CAR-T: Total de Células Nudeadas
(TMCM22x 108, Total de células CD3+21x10F e
VCDE+2 5%, Pam o cileube da eficicis da colheits dng-
diu-se o valor de [concentragio de céhilas CIE+(x10°/1)
obbdas no produts de aférese x volume do produte de
affrese [[ﬁlj-‘ el vidor de F::I:Il'll'l.ﬁh'..'l o e oflulas
CD3+{x| ."ﬂ no sangnie perifenioo x '.-'I:Itll'nl‘ de sangue
]:-rl:u'.r.-csarh:l I;I.C]. O resuliados foram ohbdos T Citomes

tria cle fuxs através dos equipamentos BD FACSCANTO
IT [marcagio com u.nl:in:l:rim CIE e CTM5) & Spomer
RN,

Resultados

A mediana da eficida da colbeita de células CDE+ b
da for = 58% (Tabela 1). Aphicando o teste de Krukal-Wal-
It venficou-se que nio existern diferengas estatsticamen-
te significativas na eficica de colheit obtida nos 3 equ-
pamentos de affress = 0.503); venficou-se ainda e
nio existe diferenca estatmticamente sigmaficativa na efick-
<t de colheata por génern (p=0L268, Tabela 2], Através da
correlaciio -c]:éhrmu constatou-se que 2 idade & o peso
niio afetam a eficicia da colbeita nos 3 equipamentos (res-
]:-rr.imtntr: p=ﬂ.39? e EI:E.ﬁ['Iﬁ] ;Tuhr?u L

(s trés separadores celulares permstiram a obtengio de
umn produto de aférese com um contedds celular que
CUrmpre com os requisitos pretendsdos.

Conclusio

Apesar de alpumas colbeitas apresentarem eficica infen-
or i mediana, o produte shtdo cumprin com os recuis-
o Errrtr.nr]idcm. Asmim, comselerasse que o5 sr.]:-a.'n:.v:gl:l'rr:i
.;,rm'n: Optzz apresentarn um bom desempenho na recolhs
de céhilas (;}Jﬂi' para a producio de célule CAR-T.
Exastern varives que po 'T.Hj:-m:iur a ehedem, mas
ﬁit:-.nrrr.'u;.irius estudos alangados para determinar o res-
petivo mpacts.

Tabela 1- fvaliacio da eficdcia de cobheita de células CD34+ nos equipamentos Spectra

Optia. Mediana(Minimo-dcma).

Spectra Optis ng;‘ltl'h

T L‘.Eth-lfﬂ wCOA+ [Eficdoia da colheita pvwalor
PA " PA* de

CD3+(%)
I 1221 562 26 58i33-70)
I 16.37 p6g 53 T0(18-8) 0,507
il 10,63 573 54 T2134-100)

P, - Produto die Afdrese

Tabela 2 - Avaliacio da eficdcia de cobheita de células CO2+ por Génerg, Idade & Pesc.

Mediana(Minimo-Maxima).

[Eficécia da colheita de COE+{%) pwalor
M.-i?._im- TO{18-99) 0368
Femining STL22-1000
Idade SE{18-T0) 03497
Pesa a1(47-106) 0606
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Anexo 4: Templateutilizado no STC para a qualificacao do DMSO. Dominio: Instalagao

siﬁ REGISTO DE QUALIFICACAD @

Celular L

Objeto: Reagentes

Tipo: Qualificagdo inicial ’ Dominio: Instalagio

Identificagfio: Dimethyl Sulfoxide (DMSO), FRS.10mL Designag@o: Crioprotetor
Justificagdo da requalificagio: Mudanga de lote P19100009

Documentos associados Valores aceitdveis Resultados
Farnacedor quakficado T.5TC52 Indices de quakidade 23, OK
criticidade s30
Embatagem 2propriada conforme Diretiva conselho da Europa Original, rotulada, limpa, intacta | OK v/
94/62/CE e selada
Documentos acompanhantes Ficha técnica com marcagdo CE | 1 Exemplar de instrugbes de OK &
utilizacdo arquivado
Integridade fisica ou biokdgica do reagente Por observago Integro oK
Rétulo com especificages claramente descritas Standards ENSB0 & EN1041 Contecdo, fabricante, condigdes | OK o/
de armazenamento e data de
validade
Condigbes de armazenamento apropriadas Manual de seguranca Temperatura ambiente, OK o
Ficha téenica T.5TC.36 estruturas limpas
Rastreabilidade ao lote com identificagio do materal, stock | QAP0 Registo devidamente atualizado | OK o/
mindmo definido, nimero de lote, data de recegdo, data de @ assinado pelo responsdvel
valldade, inspecdo visual, data de abertura e fecho
Fabrico conforme Anexo Il da Diretiva do Conselho | Certificado de andkse OK W/
da Europa 93/42/EEC
oK o/

Os resultados obtidos garantem a qualificagio de instalagdo do reagente (por lote).

Elaborado por: Filipa Bordalo Assinatura: A Data:26-03-2020

/. . ‘ > -
Aprovadopor: flEune  Poane do Assiatur 7§ o\ DuarJ6 3,300
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Anexo 5: 7emplate utilizado no STC para a qualificacao do DMSO. Dominio: Operacionalidade

g-l
&

REGISTO DE QUALIFICACAD

H

T

Objeto: Reagentes

Tipo: Qualificagdo inicial Dominio: Operacionalidade

Identificacio: Dimethyl Sulfoxide (DMSCY), FRS.10mL
Justifieagic da requalificagio: Mudanga de lote P19100009

Desigmagiio: Crioprotetor

Documentos assoclados Walores aceltiveis Resultados
Especificidades Ficha técnica Estéril, de wsa Unica Ok
Procedimantos bam definidos @ de fdl acesso S0P ETCAS Disponibificades fa pasta oK o
o partilhada & no arguive
FormagSn do profissional operador Documentos devidamente oK o
P.STCOL.02/02.104/07.07 atualizadas
Elimirache de reslduss hospitalares Procedimentos Institucienais Conformidade oK o)
estabelecidos pelo Servigo de
Gestio Hotelaira 4
Verificaco lote-a-lote Viabélidade celular amostra oK i,lf
Arquive de Service congalada / amostra a fresco 2
20
oK o
Ok O
oK O
0K O
oK O
OK O
OK O
s resultados obtidos garantem a qualificagiio de operacionalidede (por lote).
Elaborado por: Filipa Bordalo Assinatura: — Data: 26-03-2020
4
T
Aprovado por: [z Cne  Prame ol Assinatura: | o, Data: (-0 Laie

~ IPOPor
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Anexo 6: Template utilizado no STC para a qualificacao do DMSO. Dominio: Desempenho

Hi

REGISTO DE QUALIFICACRS

'®

Objeto: Reagentes

Tipa: Qualificacio inicial

Identificagiio: Dimethyl Sulfoxide (DMSO), FRS.10mL
Justificagio da requalificagio; Mudanga de lote P1%10000%

Elaborado por; Filipa Bordalo

Documentos associados Valores aceitdveis Resultados
Plana de validagho PSTC.00.00.12/25/39 Mo minime 5 amostras oK E‘"‘
Dcoméncias descritas na mate llancia Dacumentos preenchidos, lir!
riovig T.STC.66 - Materiovigiiancia iataine.s musinsfios oK
aK D
oK O
Ok L
OK
oK o
oK o
0K O

(s resultados obtidos garantem a qualificag@o de desempenho do reagente (por lote).

Assinatura:

Ak

Data: 28-05-2020

APrOVado POr: £k inne e o

Assinatura: I-’U' 2 e pata: 29 5. Jok
i
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