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APRESENTACAO

A Obra “Engenharia Biomédica: Desenvolvimento e inovagéo” publicada
no formato e-book, traz ao leitor quatro artigos que abordam diferentes
perspectivas de relevada importancia na area de Engenharia Biomédica.

A obra como o proprio nome sugere, engloba o desenvolvimento e
a inovagdo de tecnologias necesséarias para a atuacdo da Biomedicina. As
pesquisas nestas areas sdo de elevada relevancia devido a necessidade de
ferramentas para pesquisas voltadas para saude, focando em solugdes tanto
para o diagnostico como prevengao de doencas.

O Foco principal desta obra € atualizagdo sobre o tipo de pesquisa que se
vem fazendo atualmente na area, discursao e divulgacao cientifica, englobando
as diferentes areas afins.

Atualmente é evidente o0 avanco cientifico nesta area, o que aumenta
a importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidagdo de conceitos,
técnicas, procedimentos e temas.

As pesquisas cientificas produzidas no Brasil e no Uruguai, estdo
divulgadas na forma de artigos originais e de revisdes abrangendo os diferentes
campos dentro da area de Engenharia Biomédica e &reas afim como: Biologia
Celular, Informatica Biomédica, Biotecnologia, Patologia, Imunologia. Produzindo
assim uma obra multidisciplinar e transversal que vai desde a pesquisa basica a
aplicagéo préatica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais,
pesquisadores e estudantes da area de Engenharia Biomédica e suas interfaces
ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéo
cientifica de maneira clara e efetiva, em portugués, linguagem acessivel,
concisa e didatica, atraindo a atencao do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

Os capitulos desta obraexplanam sobre: Processamento e criopreservacao
de sangue de corddo umbilical, ferramenta opensource para criagcao de ontologia,
espectroscopia e ferramenta de auxilio a terapeutas.

O livro “Engenharia biomédica: Desenvolvimento e inovagédo”, traz
publicacbes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma
estrutura adequada, propicia e confiavel para a divulgagao cientifica de diversas
areas de pesquisa.

Uma 6tima leitura a todos(as)!

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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CAPITULO 1

METODOS IDEAIS PARA COLETA,
PROCESSAMENTO E CRIOPRESERVACAO DE
SANGUE DE CORDAO UMBILICAL

Data de submissdo: 06/10/2022

Thiago Minami Sheguti

Universidade Federal do ABC

Sao Paulo — SP
http://lattes.cnpq.br/8932382876110042

Arnaldo Rodrigues dos Santos Junior

Centro de Ciéncias Naturais e Humanas
(CCNH), Universidade Federal do ABC,

Sao Bernardo do Campo — SP
http://lattes.cnpq.br/6900410067408108

RESUMO: As célulastronco hematopoéticas
(CTH) sé@o células com capacidade de
autorrenovagédo e de se diferenciarem em
células do sistema sanguineo e imune,
podendo ser utilizadas concomitantemente
no tratamento de diversas doencas. Uma
rica fonte de células tronco hematopoéticas
€ 0 sangue do corddo umbilical (SCU), que
pode ser obtido na hora do nascimento e
entdo armazenado. Diversos protocolos
foram desenvolvidos para o processamento
deste tipo de material. O objetivo do presente
estudo foi descrever os métodos de coleta,
processamento e criopreservacdo do SCU,
com finalidade de facilitar a compreenséao e
importancia do método utilizado em bancos
de sangue de cordao umbilical. As fontes

Data de aceite: 01/11/2022

de dados utilizados foram uma revisao
bibliografica sobre o tema, utilizando-se
como base de dados o MedLine, PubMed
e Scielo. Foram analisados os diferentes
métodos de processamento de SCU,
desde a coleta, processamento celular e
criopreservacao das CTH, descrevendo os
testes pertinentes para garantir a qualidade
celular para uso ap6s a criopreservagao.
Diversos fatores impactam de forma
significativa o numero de células nucleadas
finais e a qualidade das amostras de SCU, a
selecao da metodologia de processamento
celular resulta na recuperacdo poés
processamento. Os resultados das duas
metodologias (manual e automatizado)
foram eficazes, porém a técnica
automatizada, além de diminuir o tempo
de processamento celular, a recuperagao
de células CD34+ foi superior quando
comparados pela metodologia manual.

PALAVRAS-CHAVE: Banco de sangue

Engenharia biomédica: Desenvolvimento e inovacao

de corddao umbilical, Células tronco
hematopoiéticas, criopreservacao,
processamento celular.
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IDEAL METHODS FOR COLLECTION, PROCESSING AND
CRYOPRESERVATION OF UMBILICAL CORD BLOOD

ABSTRACT: Hematopoietic stem cells (HSC) are cells with the ability to self-renew and
differentiate into cells of the blood and immune system and can be used concomitantly in
the treatment of various diseases. Umbilical cord blood (UCB) is an abundant source of
HSC, which is obtained at birth and then stored. Several protocols have been developed
for processing this type of material. The objective of the present study was to describe the
methods of collection, processing and cryopreservation of UCB, in order to facilitate the
understanding and importance of the method used in umbilical cord blood banks. The data
sources used were a literature review on the subject, using MedLine, PubMed and Scielo as
databases. The different UCB processing methods were analyzed, from the collection, cell
processing and cryopreservation of HSC, describing the relevant tests to ensure cell quality for
use after cryopreservation. Several factors significantly impact the number of final nucleated
cells and the quality of UCB samples, the selection of cell processing methodology results
in post processing recovery. The results of both methodologies (manual and automated)
were effective, but the automated technique, in addition to reducing cell processing time, the
recovery of CD34+ cells was superior when compared with the manual methodology.
KEYWORDS: Umbilical cord blood banks, hematopoietic stem cells, cryopreservation, cell
processing.

11 INTRODUGAO

As células-tronco hematopoéticas (CTH) ficam sitiadas na medula éssea (MO),
sendo esta, a principal fonte para transplantes autélogos. BROXMEYERS e colaboradores,
demonstraram evidéncias de que, o sangue de corddo umbilical (SCU) seria uma fonte
promissora de CTH, identificando em seu trabalho, a concentracdo e a viabilidade celular
das amostras desde a coleta até o armazenamento final (BROXMEYER, et. al, 1989). As
CTH sao identificadas principalmente pela expressao de glicoproteinas de superficie CD34,
que sdo conjuntos de epitopos localizados na superficie celular (KAPOOR, et. al, 2019). As
CTH derivadas do SCU apresentam diversas vantagens frente a MO, dentre elas, a coleta
e o processamento simplificado e rapido, que é feito logo ap6s o nascimento do recém-
nascido, sendo indolor e baixo risco de infec¢gao (ALATYYAT, et. al, 2020).

O primeiro transplante de CTH derivados do SCU foi realizado em outubro de
1988 em uma crianga com anemia de Fanconi, usando as células coletadas do irméo
HLA compativeis, no hospital Saint-Kouis, em Paris, Franca (GLUCKMAN, et. al. 1989;
BROXMEYER, et. al. 2011). Desde entédo, as evidéncias no uso do SCU como fonte de
CTH tornou-se clara, uma vez que foi observado que a capacidade proliferativa das CTH
no SCU é superior a das células da MO (GLUCKMAN, 2001).

As CTH do SCU podem ser utilizadas para o tratamento de diversas doencas, mais
comumente para o transplante no tratamento de doencas malignas como, leucemia e
linfoma, quanto doencas ndo malignas, como deficiéncias imunolégicas, anemia aplastica

Engenharia biomédica: Desenvolvimento e inovacao Capitulo 1



grave, distlrbios congénitos como talassemia, anemia falciforme e hemoglobinopatias.
Na linha de pesquisas, em que podemos citar o autismo, doengas autoimunes, paralisia
cerebral, doengas neurodegenerativas, medicina regenerativa e traumatismo craniano.
Com isso, € comum o surgimento de bancos de coleta e criopreservacéao de SCU, tanto
privados quanto publicos (MARTIN, et. al. 2014, ALATYYAT, et. al, 2020).

De acordo com o Centro Internacional de Pesquisa de Transplante de Sangue e
Medula (Center for International Blood and Marrow Transplant Research), estima-se que
500 pacientes receberam o transplante de SCU em 2018 e que, aproximadamente até
2017, foram realizados 8600 transplantes apenas nos EUA (KINDWALL-KELLER, et. al.
2020). As CTH derivados do SCU tém aplicagédo especifica para o proprio recém-nascido
e podem ser armazenadas, por meio da criopreservagao para uso futuro, como alternativa
no tratamento de doengas malignas e benignas em criancas e adultos. A amostra coletada
podera ser usada para transplante em alguns dias apés o processamento e criopreservacao,
como também ha a possibilidade da utilizacdo do material mesmo apds anos do seu
armazenamento (BROXMEYER, et al. 2011; RUBINSTEIN, et al. 2006). Essas células
poderiam eventualmente ser usadas em gémeos idénticos ou em outros individuos com
antigeno leucocitario humano adequado (HLA). Sua aplicagéo a pacientes incompativeis
simultaneamente com imunossupressores também pode ser possivel (ARAUJO et al.,
2005; SILVA JUNIOR et al. 2009).

A reducgéo do volume coletado até sua criopreservacdo impacta na diminui¢cdo de
células nucleadas e progenitores, porém necessarias para o sucesso do transplante do
SCU, o método eficaz de processamento é importante reduzir os globulos vermelhos,
facilitando o armazenamento de amostras processadas, ajuda a superar as preocupacgdes
de incompatibilidade ABO ou Rh do receptor e maior viabilidade celular. O rendimento médio
de células nucleadas durante o processamento, é inversamente proporcional com namero
total de células, ou seja, coletas com a concentracdo de células nucleadas maior, menor
sera sua recuperacao. As diferentes metodologias de processamento de SCU adotadas
pelos bancos de sangue de corddo umbilical, sejam elas de forma automatizada ou por
método manual, acometem na recuperacgéo celular e volume final do produto (BABIC, et.
al, 2020; ALATYYAT, et. al, 2020; NAING, et. al, 2014)

21 METODOS

Foifeito uma reviséo bibliografica no MedLine, PubMed e Scielo. Foram selecionadas
algumas referéncias com importancia histérica, sendo as demais avaliadas de acordo
com o desenho do estudo, citando preferencialmente os ensaios controlados com grande
numero de pacientes, observando-se o impacto do periddico.

31 COLETA DO SANGUE DE CORDAO UMBILICAL

A coleta é realizada por coletadores treinados e licenciados, apds as maes
fornecerem o consentimento informado e preencherem o questionario do doador (HARE,

Engenharia biomédica: Desenvolvimento e inovacao Capitulo 1
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et. al, 2021).

Apb6s o parto, o corddao umbilical é pincado o mais proximo possivel do recém-
nascido, com cautela para que nado ocorra tracdo. Depois de seccionado, um apin¢a é
mantida clampeada prendendo o fluxo do segmento que leva a placenta. Para facilitar o
fluxo de sangue e coleta da amostra, em seguida, a placenta é suspensa.

O tempo da coleta leva em média 10 minutos e consiste em um volume de
aproximadamente de 80 a 100 mL de SCU, em bolsa com citrato de sddio. As unidades de
SCU sao armazenadas em recipientes limpos dentro da sala de coleta, sdo monitoradas
a temperaturas das amostras até o momento do processamento celular, para proteger o
conteudo das mudancas na temperatura durante o transporte, os recipientes contém blocos
de gel estabilizadoras e a temperatura é monitorada durante todo o percurso, a temperatura
€ mantida entre 15 e 30 C durante o periodo de armazenamento e transporte (ALATYYAT,
et. al, 2020; HARE, et. al, 2021).

3.1 Processamento celular

A eficacia do processamento celular resulta em boa recuperacdo de células
nucleadas e progenitoras, os importantes fatores de qualidade inclui a viabilidade celular,
namero total de células nucleadas e numero final de células CD34+ e CD45+ (ALATYYAT,
et. al, 2020). Atualmente o processamento celular, consiste em 3 metodologias, sendo:
método manual, semiautomatizado e automatizado. fig. 01 (TAKAHASHI, et. al, 2006).
Bolsas de SCU podem ser centrifugadas depois da adicdo de HES, técnica inicialmente
descrita por Rubinstein e colaboradores, o volume de HES utilizado é igual a 20% do volume
do SCU (RUBINSTEIN, et. al, 1995; HARE, et. al, 2021). Esse método foi implantado em
varios bancos de sangue de corddo umbilical e corresponde a maioria de unidades de SCU
em redugd@o de volume transplantadas no mundo até o momento, 0 mecanismo de agéo
consiste na forte sedimentagéo do sangue, ocasionando rouleaux de hméacias, facilitando a
separagdo da massa eritrocitaria, buff coat e plasma (TAKAHASH], et. al, 2006; ALATYYAT,
et. al, 2020; SOLVES, et. al, 2008).

No entanto o método com o uso de HES, requer um controle cuidadoso para a
formagéo da massa eritrocitaria e o plasma, exigindo alto nivel de habilidade do operador,
para obter boa recuperacao de células nucleadas ao longo do procedimento (YASUTAKE,
et. al, 2001). O método manual pode consistir na adicao de gradiente de densidade (Ficoll,
Percoll, Polygeline) durante a centrifugagéo, os eritrocitos e granulécitos de alta densidade
sedimentam para o fundo, enquanto as plaquetas e monoécitos sedimentam lentamente,
bem como os linfécitos de menor densidade, séo retidos na interface entre o plasma e o
gradiente de densidade, onde podem posteriormente ser coletados para separacdo das
CTH (ALATYYAT, et. al, 2020).

O meétodo semiautomatizado, consiste basicamente no sistema Top and Botton,
esse sistema € mais rapido que o sistema manual, e consiste na transferéncia do SCU
para uma bolsa tripla e centrifugada a alta rotagédo, para que ocorra a separagao celular
(SOLVES, et. al, 2009). A extragdo de hemacias ocorre na bolsa inferior, enquanto que o
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plasma na parte superior, e a camada leucocitaria € mantida na bolsa central (ARMITAGE,
et. al, 1999).

O método automatizado compreende no processamento celular com sistema
fechado, diminuindo a possibilidade de contaminacéo, além disso possibilita uma maior
recuperacdo de células mononucleares, detalharemos 3 equipamentos automatizados,
sendo AutoXpress platform (AXP), SEPAX e PrepaCyte-CB (ALATYYAT, et. al, 2020).

3.1.1  AutoXpress platform (AXP)

A plataforma AXP consiste no dispositivo controlado por microprocessador, estagédo
de acoplamento da cacapa, conjunto de bolsas descartaveis estéreis (Kit de processamento)
e software de suporte XpresssTRAK™. O SCU é transferido para o kit de processamento
AXP e centrifugado na cagapa em alta e baixa rotagéo. Durante a rotacao de alta velocidade,
as células se separam em camadas de acordo com a densidade e durante a centrifugagéo
de baixa rotacéo, o aparelho transfere a massa eritrocitaria para a bolsa de heméacias, as
células mononucleares para a bolsa de congelamento e retém o plasma na bolsa principal.
O volume de células mononucleares na bolsa de congelamento é selecionada através da
uma balancga analitica integrada na cagapa da AXP (LI, J. et. al, 2007).

3.1.2 SEPAX

A técnica de processamento pelo método SEPAX, pode-se utilizar o HES como
sedimentante de hemacias ou ndo. Abolsade SCU é conectada ao Kit Sepax, e este acoplado
ao sistema de processamento celular e o produto final é recuperado em uma bolsa, pronta
para a criopreservacao. O sistema da SEPAX consiste um microprocessador que envolve
0s seguintes passos, o SCU ¢ transferido para a camara de separagédo e centrifugado,
0s componentes separados sao coletados sequencialmente, com o buffy-coat diretamente
em sua bolsa de criopreservacgédo, a duracdo do procedimento € de aproximadamente 35
minutos (LAPIERRE, et. al, 2007). O protocolo da SEPAX comumente utilizado, inclui a
utilizacdo de HES como sedimentante de heméacias, isso permite maior recuperagéo de
células CD34+, total de células nucleadas e deplecao de hemacias, quando comparados
ao sistema AXP, que néo utiliza o sedimentante HES em seu protocolo(ALATYYAT, et. al,
2020).

3.1.3 PrepaCyte-CB

O processamento pelo prepaCyte-CB, como outros métodos automatizados, consiste
no processamento celular de sistema fechado, diminuindo a possibilidade de contaminacgéo.
O sistema consiste em um reagente de uma etapa que facilita a agregac¢ao de glébulos
vermelhos e a rapida sedimentagéo com a fragdo de CTH deixada no sobrenadante.

3.2 Criopreservacao

As unidades de SCU pos-processamento sofrem progressiva perda de viabilidade
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celular quando acondicionadas em temperatura ambiente ou refrigeradas em temperatura
de 2 a 8°C. A alternativa adotada para evitar esta progressiva perda é a criopreservagéo do
material (HOLBRO, et. al. 2014). Porém, nesse processo, as células sdo submetidas a dois
tipos de lesbes: a desidratacdo e o dano mecéanico (DE SANTIS, et. al. 2009).

O resfriamento acelerado, possibilita a formagéo de cristais de gelo intracelular,
ocasionando ruptura na membrana (dano mecénico), por outro lado, durante o
congelamento lento, pode ocorrer a formacéo de cristais de gelo extracelular, podendo
resultar na desidratagéo celular devido a osmose (TIEKSTRA, et al. 2014). Para minimizar
os danos acometidos durante a criopreservagao, € essencial o uso de um crioprotetor e
estratégias de decaimento de temperatura. Os protocolos normalmente citam o uso de
equipamentos com taxa de resfriamento controlado, com decaimento de aproximadamente
1°C/min e o armazenamento das amostras a uma temperatura inferior a -196°C obtém
melhores resultados quando comparados a temperatura de -79°C (HOLBRO, et al.
2014; DE SANTIS, et. al, 2009). As amostras quando mantidas a essas temperaturas
adequadas de armazenamento, mantém a integridade celular por anos, pois bloqueiam as
atividades enzimaticas das células, impossibilitando a diminui¢cdo drastica de viabilidade
celular apdés o congelamento, estas por sua vez, ficam estaveis (BROXMEYER, et al.
2009). Apesar de outras técnicas de armazenamento, como a dessecacdo tenham sido
exploradas, a criopreservagdo continua sendo o meio mais confiavel e convencional para o
armazenamento de longo prazo de células e tecidos (JAHAN, et. al, 2021).

O Dimetilsulfoxido (DMSO) € um dos crioprotetores utilizados para a criopreservacao
de CTH, nas proporgdes de 5 a 10% (POPE, et al. 2015). A fungéo deste crioprotetor €
muito complexa, o seu efeito se deve a ruptura das moléculas de agua livre, o que leva a
reducdo de formacao de cristais de gelo intracelular, aumento do ponto de vitrificacéo e
diminui¢do da temperatura do ponto de congelamento (DE SANTIS, et. al, 2009). O DMSO
apresenta efeitos toxicos durante o processamento do SCU, incluindo a rapida penetracédo
através da membrana celular, 0 que motivou o preparo de protocolos que visam a adicéo
lenta e téo logo, seja seu processo de criopreservagédo (HOLBRO, et al. 2014; DE SANTIS,
et. al, 2009). Durante o processamento do SCU ocorre também a diminuicdo do volume
eritrocitario, tal fator confere a diminuicao da quantidade inserida do crioprotetor e aumento
da concentracéo de células progenitoras hematopoiéticas, beneficiando as células da
intoxicaga@o para uma posterior infusdo (NAVARRETE, et al. 2009).

41 METODO DE ANALISE

As amostras devem ser analisadas pré e pos o processamento celular, dentre os
testes pertinentes séo, conforme resolugcdo da diretoria colegiada — RDC n°508, de 27
de maio de 2021, contagem de células nucleares (WBC), células tronco hematopoiéticas
(CD34+), ensaio de células progenitoras, recuperacéo celular durante o processamento
celular e viabilidade celular. A amostra de SCU é analisada através de equipamentos
hematologicos para contagem diferencial de células, como WBC e globulos vermelhos,
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importante indicadores para analisar a recuperacgao celular e concentragdo de células
nucleadas (BABIC, et. al, 2020, ANVISA 2021).

A enumeracdo de células CD34+ é realizada predominantemente por técnica
de citometria de fluxo, baseados em diretrizes publicadas pela International Society
for Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE), foi uma tentativa significativa de
padronizacdo do ensaio CD34+. Essas diretrizes consistem no método de plataforma
dupla, onde a porcentagem de CD34+ é realizado por citometria de fluxo e a contagem
de leucocitos por uma analisador hematolégico automatizado (BROCKLEBANK, et. al,
2009). Embora a importancia da quantificacao de células CD34+ por citometria de fluxo,
por ser avaliado a dose de células por kg do paciente durante o transplante, com melhores
resultados em receptores de doses mais altas. A analise de células CD34+ continua nédo
sendo homogéneo entre resultados interlaboratoriais, além disso, foi demonstrado que o
marcador de células tronco CD34+ detecta fracdo muito pequena, a maioria das quais sdo
células progenitoras que nao tém papel na enxertia do paciente (HUSSEIN, et. al, 2019).

O ensaio clonogénico (UFC) por ser o Unico ensaio in vitro que avalia a funcao
biolégica das CTH, poucos estudos documentaram a influéncia da dose de UFC no enxerto
apds o transplante de SCU, porém no processo de criopreservacao e descongelamento
podem impactar significativamente na qualidade da unidade que o paciente recebe, sendo
assim, a avaliacdo de UFC pds descongelamento parecem ser garantidos, sendo um
grande aliado a andlise de viabilidade celular, inclusive pela analise de coloragdo com 7
aminoactinomicina — D (7AAD) por citometria de fluxo, que avalia a capacidade funcional
das CTH em desenvolver unidades formadores de coldnia granulécito/macréfago (UFC-
GM) (HUSSEIN, et. al, 2019; DESOUTTER, et. al, 2019)

51 DISCUSSAO

Diversos fatores impactam de forma significativa o nimero de células nucleadas
finais e a qualidade das amostras de SCU, podemos citar como exemplo, as caracteristicas
do doador, fatores biolégicos materno, metodologia da coleta, tempo desde a coleta até
0 processamento celular e reducdo do volume final, segundo BABIC e colaboradores, a
selecdo de metodologia de processamento pode resultar significamente na recuperagcéao
celular p6s processamento.

Os resultados foram aceitaveis em ambos os métodos (automatizado e manual),
porém o processamento celular com o equipamento SEPAX e sem uso do HES, observou
um rendimento de células nucleadas notoriamente superior, quando comparados da forma
manual com uso de HES. A recuperacéo de células nucleadas ndo pode ser confiavel
para avaliacao de recuperacao de células tronco hematopoéticas, devido que estas células
fazem parte de células mononucleares, e a recuperagéo de leucécitos abrange também o
grupo de células granulares.

Durante o processamento automatizado, a recuperacao de células CD34+ é superior
quando comparados a recuperagéo de células nucleadas, esse dado é mais relevante, uma
vez que as células nucleadas nao tém significado clinico no transplante de SCU. Contudo,
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durante o processamento de forma manual, a recuperacgdo de células CD34+, foi inferior
quando comparados a recuperacao de células nucleadas, mostrando a importancia da
quantificacdo das células tronco hematopoéticas para a analise da qualidade da amostra
criopreservada.
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