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RESUMO

O transplante autélogo de células-progenitoras hematopoéticas (CPH) requer, na maioria das vezes, a
sua criopreservagao a fim de manter sua viabilidade até o momento da infuséo, que pode se dar meses
ou anos depois da coleta. A criopreservagdo adequada das CPHs é feita ao submeter a suspensao
celular a velocidades lentas de congelamento (1 a 3°C/minuto), e com o emprego de substancias
chamadas crioprotetoras, sendo a mais usada o dimetilsulfoxido (Me,SO,), um agente coligativo que
diminui o conteudo de agua livre tanto no espago intra como no extracelular. Portanto, este composto
diminui o tamanho e o numero dos cristais de gelo. O descongelamento das CPHs é feito rapidamente.
A suspensdao celular pode entdo ser infundida sem posterior manipulagdo ou ser submetida a lavagem
para remover o Me,SO,, restos celulares e hemoglobina livre, potencialmente toxicos tanto para o paci-

ente quanto para as células.
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Introducao

A expansao do papel do transplante de células-
progenitoras hematopoéticas em doencas hematolo-
gicas, neopldsicas e genéticas, e a propagacao dos
servicos de transplante tém exigido melhoria na capa-
citagdo dos servigos quanto a manipulagdo e a crio-
preservacao destas células. Sdo varias as inovagdes
tecnoldgicas que podem ser arroladas nos dltimos anos,
dentre elas o desenvolvimento de equipamentos como
o BioArchive, que permite armazenamento prolonga-
do de unidades de CPH (principalmente de sangue de
cordao umbilical e placentario - SCUP) sem exp6-las
a variagOes de temperatura potencialmente deletérias
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para a sua viabilidade, como € frequente com o em-
prego de tanques convencionais. Também importante
foi a ampliacdo do conhecimento sobre o comporta-
mento das CPHs submetidas ao congelamento, desde
sua descricdo inicial em 1955.!

As fontes classicas de CPH sdo a medula 6s-
sea (MO), o sangue de cordao umbilical e placen-
tirio e o sangue periférico (SP) apds a mobilizacio
das células-progenitoras hematopoéticas. Aparente-
mente, as CPHs oriundas destas fontes apresentam o
mesmo comportamento a criopreservagdo. Todavia,
seu cultivo ex vivo tem se tornado cada vez mais fre-
quente, o que pode influir nesse comportamento, de
modo a requerer protocolos especificos para a crio-
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preservacdo de cada um dos diferentes produtos de
CPH.?

Em geral, a criopreservacido de CPH € consi-
derada obrigatdria para transplantes autélogos e para
os bancos de sangue de corddo umbilical e placenta-
rio (BSCUP), enquanto os transplantes alogénicos ge-
ralmente sdo realizados com a infusdo a fresco das
CPHs, sem a sua criopreservagdo. Alguns servigos
fazem transplantes autélogos com CPH ndo-criopre-
servadas (ver abaixo).

Principios da criopreservagao de
células

O resfriamento de células a temperaturas pou-
co superiores a 0°C reduz o seu metabolismo, mas ndo
o abole, de modo que as células continuam a sofrer
um processo de deterioragdo progressiva, apenas em
menor velocidade. Além disso, as va-
rias vias metabdlicas sofrem
heterogeneamente as consequéncias
das baixas temperaturas, o que, de
seu lado, € fator adicional para a per-
da da viabilidade das células expos-
tas a baixas temperaturas por muito
tempo. Os efeitos mais conhecidos
do resfriamento sdo a diminuicdo da
atividade da bomba de sédio, a mu-
danca de fase dos lipidios da mem-
brana (que pode interferir com a fun-
¢do de enzimas) e a precipitacdo de
substancias (que pode resultar em al-
teracdo da composi¢do das solugdes
e do seu pH). Adicionalmente, quan-
do o resfriamento se dd rapidamen-
te, pode ocorrer lesdo e morte celu-
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especificos quanto a sua estabilidade quando suspen-
sas em meio anisotonico. A exposi¢do das células a
meio hipertdnico que exceder os limites de sua tole-
rancia pode provocar alteragdes da membrana celu-
lar, particularmente no que diz respeito a permeabili-
dade, a integridade e a funcdo. Cada tipo celular tam-
bém apresenta um limite distinto de resisténcia a ex-
posicdo a meio hipotdnico. Além das caracteristicas
do meio, também € importante a temperatura da sus-
pensdo celular, que pode retardar ou acelerar a movi-
mentagdo de dgua e eletrélitos entre a célula e o meio
que a envolve.

A manuteng¢do da viabilidade da célula sub-
metida ao processo de criopreservacao depende basi-
camente de sua capacidade de resistir a dois tipos de
lesdo: a desidratacdo e o dano mecénico decorrente
da formac@o de cristais de gelo no seu interior* (Figu-
ra 1). Em geral, estes dois tipos de lesdo estdo corre-

Desidratagdo

Mecanica

lar por mecanismos ainda mal esta-
belecidos, um fendmeno denomina-
do “choque térmico”. Por isso, para
conservar células e tecidos por periodo prolongado, se
faz necessario congela-los a temperaturas que inter-
rompam as vias metabdlicas celulares. Contudo, o pro-
cesso de congelamento por si ja implica riscos para a
manutencio da viabilidade celular.

Os mecanismos precisos das lesdes celulares
pelo congelamento ainda sdo matéria de debate. Es-
peculou-se inicialmente que estes mecanismos pode-
riam estar relacionados com o contetido celular de sais
ou as caracteristicas de composi¢cdo da membrana
celular.® Todos os tipos celulares apresentam limites

Figura 1: Tipos de lesédo que podem ocorrer durante a criopreservagéo celular.

lacionados a velocidade com que a suspensao celular
é congelada: o primeiro, em baixas velocidades, en-
quanto o segundo, em altas velocidades.

A formacio de cristais de gelo requer pelo me-
nos um evento inicial de nucleacdo, que depois aumenta
progressivamente de tamanho por incorporacio de mo-
léculas de dgua livre e se expande por toda a solugdo
ou suspensdo celular na dependéncia da velocidade e
intensidade da queda de temperatura e da composi¢do
do soluto. O congelamento rdpido resulta na formagdo
de muitos pontos de nucleagdo, que surgem quase que
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simultaneamente, o que confere a cada cristal um ta-
manho relativamente menor do que aquele que surge
com velocidades mais baixas de congelamento.

Quando se trata de suspensao celular, em geral
a nucleacdo de gelo ocorre primeiramente no espaco
extracelular, principalmente em baixas velocidades de
congelamento. Os pontos iniciais de formagdo dos
cristais de gelo recrutam moléculas de dgua e, de cer-
ta forma, “expulsam” o soluto para as por¢des ainda
liquidas da solug¢do, que, por sua vez, t&€m o seu ponto
de congelamento progressivamente reduzido a medi-
da que a concentracio de soluto aumenta. A solucio
mais concentrada (e com maior viscosidade) se loca-
liza mais préxima das células, que, expostas a0 meio
hipertdnico, sofrem processo de desidrata¢do. Em
determinado momento, a concentra¢do de solutos tor-
na-se tdo alta que ocorre o fendmeno da vitrificagdo,
quando entdo cessa todo movimento de 4gua e, con-
sequentemente cessa o aumento do tamanho dos cris-
tais de gelo. Nos congelamentos realizados em alta
velocidade pode ocorrer a formacao de cristais de gelo
concomitantemente nos espacos intracelular e extra-
celular. Dependendo do tamanho dos cristais, pode
ocorrer lesdo mecanica das organelas subcelulares e
da membrana celular. Idealmente, o processo de con-
gelamento deve evitar que ocorra a formagdo de cris-
tais de gelo no interior das células e induzir o processo
de vitrificacgdo.

As maneiras de evitar esses dois tipos de lesdo
celular sdo basicamente duas: aplicar velocidade de
congelamento ideal para o tipo de célula em questdo,
e empregar agentes crioprotetores que minimizem a
formacao de cristais de gelo e diminuam a intensidade
da desidratacdo celular (Tabela 1).

Tabela 1
Fatores a considerar durante processo de criopreser-
vacdo de CPH

Volume do produto (necessidade de redugdo de volume)
Tipo de solucdo crioprotetora

Concentragdo de células nucleadas

Velocidade de congelamento

Previsao de uso clinico (tipo de armazenagem)

Agentes crioprotetores

A primeira vez em que um agente crioprotetor
foi usado tem mais de meio século, quando se empre-
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gou o glicerol para a preservagao de espermatozéides
de aves.’ O glicerol se mostrou eficaz também para a
criopreservacao de hemadcias, plaquetas e vérios tipos
de células nucleadas. Esta molécula diminui a desna-
turagcdo das proteinas expostas a baixas temperaturas
e é atoxica para as células, mesmo em altas concen-
tracdes. Contudo, a sua penetragdo nas células ocor-
re lentamente, o que constitui uma limitagdo em seu
emprego para a criopreservagdo de diversos tipos
celulares.

Dez anos depois do relato das propriedades
crioprotetoras do glicerol, Lovelock e Bishop demons-
traram que a substancia dimetilsulféxido era eficaz na
criopreservagao de esperma bovino.® O Me,SO é um
composto higroscépico polar, incolor e inodoro, usado
pela industria como solvente. Esta é uma substancia
de baixo peso molecular, composta por um grupo
sulféxido, que € hidrofilico, e dois grupos metila, que
sao hidrofébicos. O Me,SO € metabolizado em dimetil-
sulfona e dimetil-sulfeto, eliminados por via renal e
exalado pelos pulmdes, respectivamente. Sua meia-
vida € de aproximadamente 20 horas. A dimetil-sulfona
tem meia-vida de 72 horas e o dimetil-sulfeto € expi-
rado durante aproximadamente 24 horas, o que con-
fere odor caracterfstico ao halito do paciente.

O Me,SO € o crioprotetor mais usado para a
criopreservacdo das CPHs, em geral nas concentra-
coes entre 5 e 10%. A fungdo deste agente parece ser
essencialmente coligativa, ou seja, de “captura” das
moléculas de agua livre, o que leva a reducgdo da quan-
tidade de gelo formada, diminuic¢do da temperatura do
ponto de congelamento e aumento do ponto de vitrifi-
cacdo. Esta substincia penetra em tecidos e células
numa velocidade maior que a do glicerol a temperatu-
ra ambiente, 0 que constitui vantagem aprecidvel. No
entanto, nesta temperatura, 0 Me,SO € mais toxico
que o glicerol, inclusive para as CPHs, o que motivou
a maioria dos servigos a estabelecer protocolos que
prevéem sua adi¢do lenta a suspensdo celular e inicio
do congelamento tdo logo tenha terminada a adicéo.
Douay e colaboradores mostraram perda significativa
de precursores de granuldcitos e macréfagos apds in-
cubagdo da suspensdo celular com Me,SO.” Entre-
tanto, estudos posteriores nao confirmaram este acha-
do.%? No Centro Regional de Hemoterapia do Hospi-
tal das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (CRH-HCFMRP-
USP), foram analisadas unidades de sangue de cor-
dao umbilical expostas a0 Me,SO e mantidas por tem-
pos progressivos a 4°C e a 37° C.!° Foi observada pro-
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Figura 2: Quantificacdo de unidades formadoras de colénias
granuldcito-mondcito (CFU-GM) de sangue de corddo umbilical e
placentario expostas ao Me,SO e incubadas por tempos
progressivos, a 37°C.

gressiva perda da capacidade de formacao de coldni-
as de GM-CSF, principalmente a temperatura de 37°
C (Figura 2). Por isso, recomendamos iniciar
congelamento logo apds a adicao da solugdo
crioprotetora.
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volveria o favorecimento da vitrificagdo do espaco ex-
tracelular e, por isso, em associagdo com um criopro-
tetor penetrante, reduziria a intensidade das lesdes pro-
vocadas pela desidratagdo celular, e formaria uma ca-
mada em torno das células, o que as protegeria da
lesdo mecénica pelos cristais de gelo formados no es-
paco extracelular. E possivel que a utilizacio do HEA
permita aplicar a suspensdo celular velocidade de con-
gelamento menos estrita. Em razdo dessas proprieda-
des, este agente tem sido usado principalmente quan-
do do congelamento a temperatura ndo-programada,
como aquela feita em congelador mecanico a 80°C
negativos. Problema potencial do emprego de polime-
ros como 0 HEA e a polivinil-pirrolidona sdo os possi-
veis danos a membrana celular, como demonstrado
com hemécias.!?

Um protocolo alternativo ao uso de Me,SO a
10% foi descrito por Stiff e colaboradores, que conse-
guiram bons resultados com a associagdo de Me,SO
a 5% com HEA a 6%.'3 Entretanto, outros autores
concluiram que associar o HEA ao Me,SO a 5% nao
era imprescindivel para uma boa recuperacido de

Tabela 2
Relagdo de alguns agentes crioprotetores

Como as células sdo relativamente sen-

siveis ao chamado estresse osmotico, a adi- Composto Representantes  Peso molecular
¢do e a remogdo das solucOes hipertonicas Sulféxidos Dimetil-sulféxido 78,13
que contém os agentes crioprotetores deve
ser feita cuidadosamente, de modo a ndo ul- Alcodis hidratados Metanol 3204
trapassar sua tolerncia osmética. A exposi- Etanol 46,07
¢do subita das células a meios hipertonicos e, » . .
posteriormente, isotonicos pode levé-las a rup- Didis Etileno glicol 6207
tura e & perda da viabilidade. Propileno glicol 76,09
Além dq glicerol e do Me,SO, hé ou- TriGis Glicerol 92,09

tros agentes crioprotetores, como: propileno
glicol, acetato de trimetilamina, trehalose, Polidlcoois Manitol 182,17
hidroxetilamido (HEA) e outros (Tabela 2). Sorbitol
Particularmente importante dentre eles é o
HEA, usado também como expansor da vo- Monossacarideos Glicose 180,16
lemia e como agente sedimentante de eritré- Xilose 150,13
citos, empregado para a separagdo de leuco- . .
citos, principalmente para a coleta de granu- Dissacarideos Sacarose 342,30
16citos.!! O HEA é uma macromolécula (ha Lactose 360,31
apresentagcOes comerciais com diferentes pe- Trealose 37833
sos moleculares) que tem reduzido efeito os- ) i

o = Polissacarideos Dextrana 1-200x 10*
mético para o seu peso molecular e que nio
se difunde para o interior das células, sendo Hidroxietilamido
POT 1580 denomlnad(.) de Crloprotetor nao-pe- Heterociclicos Polivinil-pirrolidona 3-36x 10*
netrante. Os mecanismos crioprotetores do
HEA ndo sdo plenamente conhecidos, mas en- Proteinas/peptideos Albumina (soro) 66x10°
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CPH.!* !> Também foi demonstrado que a recupera-
¢do da hematopoese em pacientes com mieloma mul-
tiplo e linfoma submetidos a transplante aut6logo com
células congeladas com Me,SO a 5 ou 10%, sem o
HEA, era idéntico, o que favoreceria a escolha da
menor dose deste crioprotetor.'® Concentragdes infe-
riores de MeZSO, como 3,5%, associadas a outros cri-
oprotetores (HEA) talvez possam ser utilizadas com
resultados aceitdveis.!”

Velocidade de congelamento

Foram desenvolvidos vérios protocolos para o
congelamento de produtos de CPH, que requerem o
emprego de equipamentos que permitem o congela-
mento a temperatura programada ou congeladores
mecanicos a 80°C negativos. Depois de preparada, a
bolsa com a suspensio celular é colocada entre duas
placas metélicas a fim de que a velocidade de conge-
lamento seja igualmente distribuida em todo o seu vo-
lume. O conjunto bolsa/placas metdlicas é entdo in-
troduzido preferencialmente em equipamento para
congelamento a velocidade programada. Alternativa-
mente, como mencionado acima, ele pode ser coloca-
do em congelador mecanico a 80°C negativos e pos-
teriormente transferido a tanque de nitrogénio liquido
(L,N), ou entdo armazenado no préprio congelador a
80°C negativos, até o momento do uso. A velocidade
ideal de congelamento das CPHs € de 1 a 3°C por
minuto, velocidade atingida em unidades de CPH com
volumes de 100-150mL quando se usa congelador
mecanico a 80°C negativos.

A Fase Liguida

2

Panta de Superfusio
Faga Solida

Temperatura

Tempe
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Quando a suspensdo celular € exposta a tem-
peraturas progressivamente mais baixas (velocidade
de 1-3°C por minuto), notam-se as varias fases do con-
gelamento, que podem ser expressas na forma de uma
curva de temperatura da amostra (Figura 3). A pri-
meira fase corresponde ao inicio do processo de con-
gelamento, enquanto as células ainda se encontram
em suspensdo. Esta fase dura até que a suspensdo
atinja temperatura inferior ao ponto de congelamento
(em geral, inferior a 10°C negativos). Inicia-se entdo a
segunda fase, denominada de transic¢io, na qual ocor-
re aumento subito da temperatura da amostra até que
se atinja o ponto de congelamento, quando entdo ela
se mantém por alguns minutos. Esta € uma fase consi-
derada critica para a viabilidade das células e parece
estar diretamente correlacionada com a morte celu-
lar.'8 E neste momento que ocorre a liberagio do ca-
lor de fusdo, durante a transformacio de fase liquida
em solida. No diagrama ilustrativo do processo de con-
gelamento, esta fase aparece com um plato. A partir
de entdo, inicia-se a terceira fase do processo, quando
a amostra ja se encontra em estado sélido. Também
nesta fase, parece ser importante que a velocidade de
congelamento seja relativamente lenta. Velocidades de
congelamento inferiores a 5°C/minuto permitem uma
maior recuperacdo de colénias CFU-GM quando com-
parada com velocidade superior a 10°C."

Concentragao celular

Os produtos de CPH em geral ndo sdo subme-
tidos a purificac@o antes de seu congelamento, de modo

tempo - minuios

temperatura -C

110

Figura 3: Curvas de temperatura durante a criopreservagéao da suspensao celular. A) Diagrama que exemplifica as diversas fases do
processo. B) Exemplo pratico de uma curva de congelamento obtida em nosso servigo.
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que as CPHs se encontram misturadas com outras
células obtidas por ocasido de sua coleta, e que po-
dem exercer influéncia sobre o processo de criopre-
servacdo. No entanto, unidades de SCUP e MO tém
costumeiramente o seu volume reduzido antes de sua
criopreservacdo, principalmente a custa da remocao
de hemdcias e plasma, o que provoca aumento signi-
ficativo da concentrag@o das células nucleadas. Em
contrapartida, o SP geralmente ndo é submetido a re-
ducdo de volume e a sua concentracdo de células
nucleadas € superior aquela observada nos dois pro-
dutos mencionados anteriormente. E interessante para
os servicos de criopreservacido e para os pacientes
que as unidades de CPH tenham volume reduzido a
fim de economizar espaco nos tanques de armazena-
gem e de diminuir o volume de Me,SO infundido.
Contudo, elevadas concentracdes de células nucleadas
poderiam comprometer a viabilidade das CPHs pre-
sentes na unidade. Rowley e colaboradores observa-
ram que produtos de CPH poderiam ser congelados
com concentracdo celular tdo elevadas quanto 3,7 x
103/mL sem comprometimento de sua viabilidade,
verificada apds o descongelamento.?’ Entretanto, é
possivel que concentracdes celulares mais elevadas
possam comprometer a recuperacdo das CPHs apoés
o descongelamento. Ainda ndo estd definido o limite
superior de concentracio celular que seja aceitdvel.

Armazenagem

A armazenagem das CPHs visa manter a sua
viabilidade até o momento de sua administragcdo, que
pode se dar meses ou mesmo anos apds a coleta. A
temperatura de armazenagem deve, portanto, propor-
cionar bloqueio completo de todas as vias enzimaticas
das células, o que equivale dizer que deve ser tdo bai-
xa quanto possivel e certamente ndo superior a 80°C
negativos. A medula 6ssea mantida a 196°C negativos
apresenta melhor recuperacdo quando comparada a
sua armazenagem a 79°C negativos.?! Por isso, a mai-
oria dos servi¢os tem armazenado unidades de CPH
em tanques de nitrogénio liquido, tanto na fase liquida
quanto na fase de vapor, o que permite adequada re-
cuperacdo das células mesmo uma década depois da
sua criopreservagdo.?> 23

E importante salientar que unidades armazena-
das em congeladores mecénicos ou na fase de vapor
do LN, podem ser expostas a temperaturas mais ele-
vadas quando da abertura de sua tampa, que, se for
frequente, pode ocasionar dano as células. Por esta
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razdo, sistemas fechados como aquele proporcionado
pelo emprego do equipamento BioArchive, com seu
processo semi-automatizado de manuseio, podem tra-
zer vantagens significativas quanto & manutengdo da
viabilidade das CPHs. Contudo, sistema como este
requer disponibilidade financeira muitas vezes acima
das possibilidades da maioria dos servicos.

Descongelamento e infusdo

O descongelamento de um produto de CPH ¢é
feito rapidamente, em geral em banho-maria durante
alguns poucos minutos, até o desaparecimento visual
dos cristais de gelo. A bolsa com as células deve ser
envolta em protetor plastico e imersa em dgua aquecida
a 37-40°C. Para evitar maior risco de contaminacio
por microrganismos eventualmente presentes na dgua
do banho-maria, pode-se tratid-la com antisséptico
iodado, ou entdo proceder ao descongelamento a seco,
que oferece recuperacdo semelhante ao método men-
cionado acima.?*

A infusdo de CPHs criopreservadas tem sido
associada a reacdes adversas, em sua maioria leves e
de curta duracdo. Entretanto, reacdes mais graves
foram relatadas. Essas reacdes sdo atribuidas a infu-
sdo de Me,SO, de restos celulares e ao contetido de
células ndo-mononucleares presente no produto.? As
reagcdes podem ser do tipo cardiovascular e ndo-car-
diovascular. A maioria dos pacientes apresenta niu-
sea, calafrios, sensacdo desagraddvel em orofaringe
e, mais raramente, hipotensdo, dispnéia e arritmias
cardiacas®®?7. O Me,SO pode induzir a liberagdo de

Figura 4: Exemplo de uma unidade de células hematopoéticas de
sangue periférico criopreservada e acondicionada em estojo
metalico.
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histamina, o que explicaria a hipotensao e as reacoes
anafilaticas que ja foram associadas a sua infusdo.
H4 pelo menos dois relatos de casos de parada cardi-
aca atribuidas & infus@o de produtos de CPH criopre-
servadas?®?, Também foram relatados hiperosmola-
lidade, elevacdo das aminotransferases, hemolise e
complicagdes neuroldgicas*3!.

A dose letal de Me,SO para 50% dos individu-
os (DL, € de 2,5 g/Kg para cées e de 11g/Kg para
macacos.’? A DL, para humanos ndo é conhecida,
mas recomenda-se que nao ultrapasse 1 g/Kg/dia.
Eventualmente, pode-se fracionar as infusdes em mais
de um dia caso a dose de Me,SO seja considerada
elevada.®® As reacoes adversas associadas a infusido
de sangue de corddo umbilical parecem ser menos
frequentes, pois em geral o seu volume é reduzido, de
modo que a quantidade de Me,SO e de hemoglobina
livre seriam insuficientes para causar reacdes graves,
mesmo levando-se em considerac¢do o baixo peso do
receptor, na maioria das vezes, criancas.

Uma alternativa para a profilaxia das reagdes
adversas pode ser a lavagem da suspensdo celular,
que visa remover a maior parte do Me,SO, da hemo-
globina livre e dos restos celulares. Este procedimen-
to pode ser feito pelo emprego de técnicas semi-auto-
matizadas ou automatizadas com o auxilio de lavado-
ras de células?* 3% 36, No CRH-HCFMRP-USP, rea-
lizamos a lavagem (semi-automatizada) na minoria das
vezes, pois se trata de procedimento trabalhoso e re-
lativamente demorado (2-4 horas). O uso de lavado-
ras automdticas de células proporciona uma diminui-
cdo significativa do tempo de processamento e do ma-
nuseio do produto, entretanto, resulta em maior dis-
péndio de recursos financeiros, pois, além do equipa-
mento, requer o uso de kits descartidveis. De fato,
temos observado no CRH-HCFMRP-USP uma re-
ducdo significativa da incidéncia das reac¢des adver-
sas imediatas, como por exemplo, ndusea/vOmitos,
eventuais naqueles que recebem unidades de CPH
lavadas e frequentes naqueles que recebem produtos
ndo-lavados. Também observamos reducio da inci-
déncia de complicagdes graves. No CRH-HCFMRP-
USP, dois pacientes desenvolveram insuficiéncia re-
nal aguda e um outro, encefalopatia transitoria apds a
infusdo de bolsas ndo-lavadas, enquanto nenhuma
dessas complica¢des foi observada no grupo de paci-
entes que recebeu CPHs lavadas. Nao foi observada
diferenca entre a dose de células CD34+/Kg infundi-
das ou dia da enxertia de neutréfilos entre os dois gru-
pos (Tabela 3).
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Por causa das reacdes adversas acima menci-
onadas, a maioria dos servi¢os preconiza a adminis-
tracdo profilatica de medicamentos, dentre os quais
anti-histaminicos e corticosterdides, antieméticos e
antipiréticos. Além disso, e para diminuir a toxicidade
potencial da hemoglobina livre, é recomendada hidra-
tagcdo vigorosa no dia da infusdo das células. Eventu-
almente, em casos especiais, quando houver alta pro-
babilidade de ocorréncia de sobrecarga volémica (in-
fusdo de medula 6ssea), pode ser necessério o uso de
diuréticos.

Um possivel problema durante a infusdo das
células € a formacdo de grumos, que podem obstruir o
filtro e provocar a retencio e perda de parte das CPHs.
Este fendmeno tem sido explicado como decorrente
da ruptura dos granuldcitos durante o processo de
congelamento e descongelamento com a liberacao de
DNA. Para evitar ou minimizar este risco, recomen-
da-se a adicdo de solugdo de citrato de sédio a sus-
pensdo celular e a sua infusdo relativamente rapida
tdo logo tenha ocorrido o descongelamento. A absten-
¢do do uso de filtro (em geral de 170 um) poderia
evitar a retencdo de parte das células, entretanto, é
razodvel supor que os grumos infundidos seriam dire-
cionados a circulagdo pulmonar e poderiam provocar
quadro de insuficiéncia respiratdria ou contribuir para
0 seu agravamento.

Tabela 3

Reagoes adversas a infusdo de CPHs lavadas e ndo-
lavadas, dose de células CD34+/Kg infundidas e dia
da enxertia de neutréfilos, observados no CRH-
HCFMRP-USP.

Nao-lavadas Lavadas

(&2Y) 19 P
Rubor facial 56 1 0,0022
Nausea/ vOmito 49 2 0,0222
Célica 21 1 ns
Diarréia 6 0 ns
Dispnéia 5 1 ns
Cefaléia 10 0 ns
LRA. 2 0 ns
Encefalopatia 1 0 ns
CD34 x 10%kg 4,63 3,63 ns
N500 10 11 ns
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A infusdo de CPH deve ser feita através de
cateter implantado em veia central por duas razdes
bésicas: garantir que as células de fato foram infundi-
das no sistema circulatério (em veia periférica nem
sempre € possivel ter certeza de que isso tenha ocor-
rido) e evitar a dor e a flebite quando a infusdo € feita
em veia periférica, pois a suspensdo celular com
Me,SO a 10% tem alta osmolaridade. As inconveni-
éncias de usar cateter central sdo: infeccdo e trombo-
se no limen do cateter, que podem ocorrer em até
50% dos casos?’ e acidentes decorrentes de sua im-
planta¢do. Uma alternativa seria o uso de cateter cen-
tral introduzido por veia periférica, o que poderia re-
duzir as complicagdes relacionadas a sua implanta-
¢do, como a hemorragia.*8

Contaminagao dos produtos de CPH

A contaminagdo da medula dssea, do sangue
de cordao umbilical ou do sangue periférico por mi-
crorganismos pode ocorrer durante a coleta, a mani-
pulacdo, a armazenagem, o descongelamento ou a in-
fusdo do produto. Em geral, o SP oferece menor risco
que a MO e o SCUP, até por ser em geral menos
sujeito a manipulagdo.

Os agentes infecciosos mais frequentemente
isolados das culturas sao da flora cutanea normal, como
Staphylococcus coagulase-negativos e Propionibac-
terium acnes.*® Microrganismos potencialmente pa-
togénicos, como o Staphylococcus aureus, € outros
menos frequentes (ex. actinomiceto) também podem
ser encontrados.*

Na maioria das vezes, o produto pode ser in-
fundido sem cuidados especiais, na dependéncia do
tipo de microrganismo contaminante, das condi¢des
do paciente e da falta de opcdes alternativas de trata-
mento para a doenga de base. Caso o risco de sepse
seja considerado elevado, pode ser util a administra-
cdo profilatica de antibidticos aos quais o microrga-
nismo seja sensivel. Kelly e colaboradores observa-
ram apenas 1,0% (15) de contaminagdo em 1.502 pro-
dutos de CPH (MO e SP), dos quais 11 eram cocos
Gram-positivos, 2 bacilos Gram-positivos e 2 bacilos
Gram-negativos. Treze pacientes foram transplanta-
dos com produtos contaminados, mas em apenas um
caso atribuiu-se a bacteremia por Staphylococcus
epidermidis 2 inoculac@o pelo produto de CPH.*
Outros autores encontraram resultados semelhantes:
37 de 3.078 (1,2%) produtos de CPH contaminados
por bactéria (86,5% com Staphylococcus coagulase-
negativos) foram infundidos, mas nenhum dos recep-
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tores desenvolveu infecgdo que pudesse ser atribuida
ao in6culo.*? Por fim, artigo recente revelou contami-
nacdo de 1,6% (119) de produtos de CPH, mas ape-
nas um dos receptores apresentou hemocultura posi-
tiva para o mesmo microrganismo isolado no indculo.
A sobrevida dos receptores que receberam produtos
contaminados ndo foi diferente daquela observada nos
pacientes em geral.*?

Criopreservacao de CPH em trans-
plante alogénico

No caso de transplante alogénico, os servi¢os
de transplante usam mais frequentemente CPHs ndo-
criopreservadas que, na maioria das vezes, sao infun-
didas no mesmo dia da coleta. Esta conduta se deve a
crenga de que células ndo submetidas as potenciais
lesdes decorrentes do processo de congelamento e
descongelamento, ofereceriam melhor e mais rapida.
O uso de CPHs criopreservadas permite maior flexi-
bilidade de programacao da coleta e de sua infusdo. A
infusdo de CPHs congeladas tem sido mais frequente
em dois tipos de situacio: quando se considera o doa-
dor nao confiavel, e se teme uma eventual recusa a
doacgdo apds inicio do condicionamento do receptor,
ou por razdes logisticas, relacionadas tanto ao doador
quanto ao receptor, como a disponibilidade de compa-
recimento do doador, o local de moradia, os meios de
transporte disponiveis e dentre outros.

Além destas consideracdes, devem-se levar em
conta as possiveis diferencas bioldgicas entre os trans-
plantes com CPH criopreservadas e “frescas”. Por
exemplo, ndo se sabe ainda se ha diferenca quanto a
composicdo celular entre produto criopreservado e
nao-criopreservado. Também nao foram identificadas
diferencgas significativas quanto a qualidade da enxer-
tia e a incidéncia e gravidade da doenga do enxerto-
contra-hospedeiro (DECH). Sdo poucos os trabalhos
que comparam os resultados clinicos entre grupos de
pacientes transplantados com CPHs criopreservadas
e ndo-criopreservadas. Shinkoda e colaboradores des-
creveram o caso de dois irmaos, gémeos univitelinos,
que tiveram leucemia miel6ide aguda com a diferenca
de 1 més e ambos foram submetidos a transplante de
CPHs provenientes de outro irmao HLA-idéntico,
entretanto, um deles recebeu células frescas, e o ou-
tro, células criopreservadas. Nao foi observada dife-
renga quanto ao tempo de recuperacdo hematoldgica
ou quanto a gravidade da DECH.** Como sugere o
relato de casos mencionado acima, parece ndo haver
diferenca quanto a recuperacdo hematoldgica e a
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sobrevida. Contudo, Eckardt e colaboradores mostra-
ram que o grupo submetido a transplante com CPHs
criopreservadas apresentou menor incidéncia de
DECH .* Outros autores ndo confirmaram este acha-
do. Stockschlader e colaboradores compararam os re-
sultados obtidos com o transplante de medula 6ssea
realizado em 80 pacientes subdivididos em dois gru-
pos de igual tamanho amostral, sendo que um deles
recebeu MO criopreservada e ou outro MO ndo-
criopreservada. O agente crioprotetor foi o Me,SO
(concentracdo a 10%) e o congelamento foi feito a
temperatura programada. O tempo de armazenagem
teve a mediana de 17,5 dias (3-455). Os autores nao
observaram diferenca quanto a recuperacao hemato-
l6gica, a sobrevida no dia +100 ou quanto a incidéncia
e gravidade da DECH.*¢

Pacientes transplantados com medula 6ssea
criopreservada apresentam maior incidéncia de rea-
cOes adversas imediatas a infusdo, como: nadusea e
vomitos, febre e calafrios, quando comparados com
pacientes transplantados com medula dssea fresca.
Estes sintomas foram em geral de curta duragdo e
ndo relacionados a sequelas.*” OQutra complica¢do mais
comum com o uso de medula dssea criopreservada é
0 maior risco de contaminacio bacteriana, provavel-
mente pela maior manipulagéo do produto.*® Entre-
tanto, como afirmado anteriormente, acredita-se que,
na maioria dos casos, a contamina¢@o nao tenha re-
percussdo clinica.*

Outro fator que deve ser levado em considera-
¢d0 no contexto do transplante alogénico é a compati-
bilidade ABO entre doador e receptor. E razoavel su-
por que a incompatibilidade ABO maior possa acres-
cer risco para o paciente, particularmente quanto ao
comprometimento da fun¢do renal, mesmo levando-
se em consideracdo o pequeno volume de hemdcias
no produto de CPH obtido por aférese. Evidentemen-
te, quando se tratar de grandes volumes, como ocorre
em transplante de células coletadas da MO, € conve-
niente reduzir volume de hemaécias e, eventualmente,
lavar a suspensio celular para remover o Me,SO.

Criopreservacao de células mesen-
quimais estromais multipotentes
(CTM) e células-tronco embriona-
rias (CE)

As células mesenquimais estromais multipoten-
tes>® tém sido usadas clinicamente para reparar teci-
dos e 6rgdos ou como agente imunossupressor em
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transplantados de CPH com DECH grave’!. Sio pou-
cos os estudos sobre a criopreservacao desse tipo de
célula, mas, aparentemente, seu comportamento nao
difere daquele das CPHs, de modo que as CTMs po-
dem ser adequadamente congeladas com o emprego
do Me,SO, em geral a 10%, e manter sua capacidade
de profileracdo e diferenciagio.

As CEs tém o potencial de proliferar indefi-
nidamente em cultura e podem se diferenciar em qual-
quer tipo celular. Estas caracteristicas tornam estas
células particularmente atraentes para uso em medi-
cina regenerativa, o que pode se tornar uma realidade
nos préximos anos. Diferentemente das CTMs, as
CEs sdo muito mais frigeis e sofrem danos durante o
processo de congelamento e descongelamento quan-
do empregados os protocolos em vigor para outros
tipos de células nucleadas, o que torna sua recupera-
¢do inferior aquela observada com as CTMs e CPHs.>
Além disso, as CEs também parecem sofrer certo grau
de diferenciagdo induzido pelo processo de criopre-
servagdo. Acredita-se que a principal causa da morte
das CEs seja a formagdo de cristais de gelo no
citoplasma durante o processo de congelamento, o que
poderia ser evitado pelo emprego do método da vitrifi-
cacéo.’* Em conclusdo, os protocolos de criopreser-
vacao desse tipo celular ainda nfo estao bem estabe-
lecidos.

Transplante de CPHs nao-criopreser-
vadas

Como a maioria dos regimes de condicionamen-
to requer varios dias para se completar (ex. 6 dias
para o BEAM), a criopreservacdo das CPHs € consi-
derada necessaria para manter a sua viabilidade celu-
lar até o momento de sua infusdo. Entretanto, as CPHs
podem aparentemente ser armazenadas de maneira
adequada, em suspensdo, por até 9 dias a temperatu-
ra de 4°C,% principalmente se conservadas em meio
de cultura.’® Em geral, a maioria dos servicos inicia o
processo de criopreservagdo das CPHs em até 48-72
horas de sua coleta. Contudo, alguns servi¢os optam
por realizar transplante autélogo sem submeter as cé-
lulas ao processo de criopreservagdo, uma vez que as
CPHs conservam a sua viabilidade a temperatura de
geladeira por alguns dias. Esta opcdo tem como obje-
tivo reduzir os custos do transplante e, desta forma,
viabilizar a sua implementacdo. As vantagens do uso
de CPHs ndo-criopreservadas encontram-se enume-
radas na Tabela 4.
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Tabela 4
Vantagens do uso de CPHs ndo-criopreservadas

Reducdo de custos

Logistica simplificada

Menor manipulagdo do produto celular

Menor necessidade de treinamento de recursos humanos
Menor incidéncia e gravidade das reagdes a infusao
Maior facilidade de transporte e conservagio

Auséncia de exposi¢do das c€lulas ao Me,SO

O transplante de CPHs ndo-criopreservadas
tem sido mais frequente em pacientes com mieloma
multiplo, pois, nesta doencga, a droga mais usada para
o condicionamento € o melfalan, cuja meia-vida é cur-
ta e se torna indetectavel no plasma 6 horas apds a
sua administracio. No entanto, pacientes com linfoma,
leucemia aguda e tumores sélidos também ja foram
submetidos a transplantes bem-sucedidos com CPHs
ndo-criopreservadas.’’

Identificaciao do produto

O erro de identificacdo do produto ou do re-
ceptor pode ter consequéncias catastréficas para este
ultimo, de maneira que a sua prevengdo deve ser ob-
jeto de padronizacdo e treinamento periédicos.

Para todo encaminhamento de CPH para trans-
plante deve haver solicitacio escrita, na qual devem
constar informagdes que garantam a correta identifi-
cac¢do do receptor e do doador (no caso de transplan-
te alogénico), o tipo produto a transplantar (CPH-SP,
CPH-MO, CPH-SCUP etc), a dose de células a in-
fundir, o peso do receptor, a tipificagdo ABO e Rh do
doador e do receptor e a eventual necessidade de la-
vagem da suspensdo celular.

Para ser transportado, o produto de CPH deve
ser acondicionado em recipiente rigido e préprio para
tal finalidade. Este recipiente deve ser externamente
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identificado por meio de um rétulo (mas sem os no-
mes do doador ou do receptor), além de aviso eviden-
te que proiba a sua irradiagdo.

Controle de qualidade

O controle de qualidade dos produtos de CPH
ndo ¢é padronizado e depende das caracteristicas do
servigo que os processa, das caracteristicas e origem
dos produtos, assim como das necessidades do recep-
tor. Em geral, deve-se medir o volume do produto, seu
contetdo de células nucleadas e de CPH (em geral,
definido pela contagem de células CD34+). Também
é importante realizar testes de esterilidade, mesmo que
a unidade de CPH venha a ser infundida antes da ob-
tencdo de seu resultado, como costuma ocorrer com
o transplante de MO, em geral feito no mesmo dia da
coleta. Ensaios clonogénicos também podem ser rea-
lizados com o objetivo de avaliar a capacidade funcio-
nal das CPHs, entretanto, estes testes sio demorados
(podem requerer vdrias semanas de incubacio), tra-
balhosos e até certo ponto subjetivos, e por isso, de-
vem idealmente ser feitos sempre no mesmo labora-
tério e de preferéncia pelas mesmas pessoas.

Pode-se ainda realizar testes para avaliar a
viabilidade das células, tanto pelo emprego de mé-
todo que requer uso de citometro de fluxo quanto pelo
teste de exclusdo de corante como o azul de Tripan.
Este dltimo é um método barato e de rdpida aplica-
cdo. As células vidveis sdo capazes de excluir o
corante, enquanto as células ndo-vidveis aparecem
coradas de azul. Sua principal desvantagem € a im-
possibilidade de diferenciar as células mononucleares
entre si, o que impede a defini¢do exata do niimero de
CPHs viaveis. Em contrapartida, a avalia¢do da via-
bilidade celular por citometria de fluxo, oferece a pos-
sibilidade de quantifica-la especificamente na célula
de interesse. As desvantagens do emprego deste mé-
todo sdo decorrentes de seus custos mais elevados e
da necessidade de dispor de pessoal intensivamente
treinado.
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ABSTRACT

Autologous transplantation of hematopoietic progenitor cells requires most of the times the cryopreser-
vation of the hematopoietic progenitor cells (HPC) to maintain their viability until the infusion, which can
occur months to years after their collection. Adequate cryopreservation of HPC is realized by submitting
the cells to slow freezing velocity (1-3°C/minute) and by employing cryoprotectant agents like the dimeth-
ylsulphoxide (Me,SO,), the most used, a colligative agent that reduces the free water content into the
cellules and in the extracellular medium. As a consequence, this compound reduces the size and number
of ice. The thawing of HPC is done rapidly. The cell suspension can then be infused unmanipulated or
washed to remove Me,SO,, cellular debris and free hemoglobin, potentially toxic both to patients and to

cells.

keywords: Progenitor Cells, Hematopoietic. Cryopreservation. Transplantation. Dimethyl Sulfoxide.
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