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RESUMO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) consiste na
infusdo intravenosa de célula tronco hematopoiéticas (CTH), que possuem
capacidade de auto renovacdo e potencial proliferativo, tornando-as
responsaveis pela formacéo das células maduras de toda linhagem sanguinea.
Existem trés possibilidades de transplantes: autélogo, alogénico e singenico. As
CTH’s podem ser resgatadas de trés fontes distintas: corddao umbilical; medula
O0ssea e também sangue periférico, apdés mobilizacdo. As CTH’s podem ser
infundidas a fresco apos coleta em até setenta e duas horas, e excedendo este

prazo faz-se necessario a criopreservacdo para garantia da viabilidade e

posterior ades@o a medula condicionada.

Palavras-chaves: criopreservacdo; células tronco hematopoiéticas,

congelamento.



INTRODUCAO

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) consiste na
infusdo intravenosa de célula tronco hematopoiéticas (CTH), que possuem
capacidade de auto renovagdo e potencial proliferativo, tornando-as
responsaveis pela formacéo das células maduras de toda linhagem sanguinea e
escolha na terapia celular paratratamento de doencas do sangue como a anemia
aplastica grave, anemias adquiridas e congénitas, e nas leucemias. O
transplante também pode ser indicado para tratamento de mais de 80 doencas,

incluindo casos de mieloma mudiltiplo, linfomas e doencas autoimunes. t 2>

Existem trés possibilidades de transplantes: autélogo, alogénico e
singenico. Na modalidade autéloga as células sdo previamente coletadas do
préprio paciente e apos condicionamento infundidas. No transplante alogénico
ha possibilidade de receber as células de um doador saudavel que possua
compatibilidade HLA (antigeno leucocitario humano), podendo ser encontrado
na propria familia (doacdo aparentada) ou no banco de doadores de medula
O0ssea (doacdo ndo-aparentada). O transplante singenico acontece quando a

doacgdo vem de um irmédo gémeo idéntico. 13

As CTH’s podem ser resgatadas de trés fontes distintas: cordao umbilical;
medula éssea e também sangue periférico, apdés mobilizacédo. Estas células séo
identificadas por meio do antigeno glicoproteico CD34+ situado na membrana
plasmatica. As células podem ser infundidas a fresco apos coleta em até setenta
e duas horas, e excedendo este prazo faz-se necessario a criopreservagao para

garantia da viabilidade e posterior adesédo a medula condicionada.'*

METODOLOGIA

A metodologia utilizada para desenvolvimento deste trabalho consiste em
um levantamento bibliografico, buscando a partir de embasamento em
referencial tedrico sobre o tema de Transplante de Células Tronco

Hematopoiéticas em livros e artigos cientificos.



CRIOPRESERVACAO

1.1 Congelamento

O resfriamento das células em temperaturas aproximadas a 0°C interfere
em diversas vias metabdlicas celulares, por exemplo na bomba de sédio e
potassio, na fase lipidica da membrana plasmatica, na atividade enzimatica e até
na precipitacdo de substancias. Apesar da reducdo do metabolismo nessas
baixas temperaturas, continuamente a célula insiste em progredir para a perda
da viabilidade. Ha a possibilidade ainda da morte ou lesao celular por “choque-
térmico” quando o processo é realizado rapidamente. Por esse motivo é
necessario que seja feito o congelamento de maneira a interromper a atividade

celular sem causar a lesdo ou morte.?2

Durante o processo de congelamento, a célula fica exposta a dois tipos
de lesdo: a desidratacéo e o dano mecéanico. Ambos o0s tipos sdo consequéncias
da velocidade de congelamento do produto. Buscando utilizar a velocidade ideal
para o tipo de célula em procedimento e associando a aplicacdo de
crioprotetores, que possam auxiliar na diminuicdo do processo de desidratacéo
e também na formacéo de cristais de gelo, evitamos tais lesdes. A esse processo

nomeamos criopreservacao .24’

1.2 Crioprotetores

Os crioprotetores podem agir na parte externa ou interna da célula, por
meio da ligacdo com as moléculas de agua, a substancia criopotetora evita a
formacéo de cristais de gelo ou até mesmo reduz possiveis danos devido alta
concentracdo de soluto, presente na suspensao da célula, evitando a
desidratacdo. Esses compostos sdo divididos em duas categorias: 0s capazes
de passar pela membrana celular como glicerol e dimetilsulfoxico denominados
de permedveis, e 0s ndo permeaveis que apesar de ndo terem capacidade de
entrar no interior das células devido ao seu tamanho e peso molecular, atuam na
parte extracelular aumentando a osmolaridade e influenciando na passagem da
agua da regido intracelular para a extracelular. Exemplo destes compostos séo
os hidroxietilamido (HEA), polivinilpirrolidona, trealose, frutose, sacarose e

glicose.?®



O reagente dimetilsulféxico ou DMSO (Me2SO) é a substancia nao
permeavel mais utilizada na criopreservacdo. E um composto polar, incolor e
inodoro com capacidade de absor¢cado de umidade, com baixo peso molecular,
usado na industria como solvente. Sendo o mais utilizado por sua capacidade de
ligacdo com moléculas de agua livre, reduzindo a producao de gelo e diminuindo
a temperatura do inicio do congelamento. Esse reagente entra na célula numa
velocidade maior que o glicerol, contudo apresenta maior toxicidade em
temperatura ambiente, trazendo aos servigos a padronizada na conduta de sua
utilizacdo, sendo feita sua adicdo lenta seguindo rapidamente do inicio do
congelamento. O DMSO possui meia-vida de 20 horas sendo eliminado apos

infus&o por via renal e respiratéria.>8

Dentre os ndo permeéveis destaca-se o hidroxietilamido (HEA) é uma
macromolécula que reduz o efeito osmotico para o seu peso molecular, ndo se
tem conhecimento por completo do mecanismo desse reagente, mas acredita-
se que esteja relacionado com o auxilio da vitrificacdo do espaco exterior e
quando associado a uma reagente permeavel traz a diminuicdo do processo de
desidratacdo celular. Existe a possibilidade de sua utilizacdo ampliar as taxas e
velocidades de congelamento tornando-se escolha preferencial na
criopreservacdo com temperatura ndo programada em freezer mecanico -
80°C.28

Um terceiro elemento utilizado como solucéo crioprotetora é o contetudo
proteico. Sua relevancia estd na modificacdo da viscosidade da solucdo
crioprotetora, € comum a utilizacdo de plasma do préprio paciente ou como

substituicdo solucéo de albumina.®

1.3 Concentracgéao celular

As CTH’s podem ficar misturadas com outros materiais que nao possuem
relevancia para o transplante pois nenhum processo de coleta traz um produto
com apenas o0 material desejado para infusédo. Tais componentes podem exercer
influéncia no processo de congelamento e, neste caso, o produto pode ser
manipulado para a reducdo do volume e como consequéncia ocasiona no

aumento da concentracdo de células nucleadas.?



Ha evidencias que a quantidade de células nucleadas totais (TCN) no
material criopreservado fica diretamente relacionado com o aumento da morte
celular e perda da viabilidade. Feito justificado pelos possiveis granulocitos
residuais que néo resistiram a baixa temperatura sofrendo lise e liberando
citocinas inflamatérias. Além da toxicidade, produtos com grande concentragdo

celular podem conter presenca de pequenos coagulos e agregados celulares.?

O protocolo para criopreservacdo de material obtido a partir da medula
6ssea trazia como sugestdo a concentracdo celular maxima de 2x107/mL.
Contudo ao usar o mesmo protocolo para produtos obtidos em sangue periférico
teriamos a obtencéo de um grande volume no produto final, e consequentemente
o aumento do volume de crioprotetores para garantia da viabilidade do

material.?:3

Existem estudos que demostram que volumes superiores de células tronco
hematopoiéticas obtiveram resultados positivos sem causar efeitos adversos e
outros estudos apresentaram, resultados onde mesmo com concentragdes
elevadas (3,7x10%mL) foi alcancado a estabilidade da viabilidade pés
descongelamento. Contudo, ainda nao existe definicdo sobre o limite superior
aceitavel para padronizacéo.?®

1.4 Temperatura, velocidade de congelamento e armazenamento

Depois que o produto recebe os crioprotetores, a bolsa é colocada entre
duas placas de metal com intuito que a velocidade do congelamento aconteca
homogeneamente por todo o volume. A partir desse momento pode-se optar em
equipamento tenha a velocidade de congelamento programado, onde o produto
€ exposto a uma temperatura baixa progressiva em torno de 1 a 2-3°C/minuto,
até atingir -40°C onde o processo € acelerado até -12°C. Ou a possibilidade do
freezer mecanico -80°C, podendo ser posteriormente transferido para tanque de
nitrogénio liquido (-196°C). Existindo também a possibilidade de manter o
material em freezer -80°C até a solicitacdo do produto para infuséo.® 4

A taxa de congelamento influencia diretamente na viabilidade. Entende-se
gue o fluxo da agua sendo mais rapido que o fluxo de calor impede que tenha a
cristalizacdo dentro da célula aumentando a vida celular. Contudo se os dois
fluxos forem proporcionais a cristalizagcdo ocorrera e a vitrificagcdo intracelular

provocara a morte da célula. 24



O armazenamento da CTH’s deve proporcionar total impedimento das vias
enzimaticas, logo devem ser manter o0 mais estaveis no modo de estocagem
escolhido, com monitoramento constante e o0 cuidado na abertura e manipulacdo

do equipamento evitando exposicdo capazes de trazer dano celulares.?43
CONSIDERACOES FINAIS

Entende-se que dentro do escopo do transplante de células tronco
hematopoiéticas a criopreservacdo tem atuacdo relevante para abrir
possibilidades frente ao tratamento médico necessario. Sua utilizacdo traz
grandes beneficios sendo importante salientar que todos o processo €é rigoroso
e delicado sendo necessario manter constantes treinamento e atualizacéo para
a garantia da seguranca do paciente e melhoria do servico ofertado. Nessa area
faz-se necesséaria a bom alinhamento da equipe do laboratério e médica para

alcance do objetivo comum.
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