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Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo do intervalo de tempo entre coleta e processamento
do sangue de cordao umbilical e a qualidade da amostra. Sujeitos e métodos:
As amostras de sangue de corddao umbilical, colhidas no terceiro periodo do
parto, foram acondicionadas em caixas homologadas para transporte de material
biolégico, com monitoracdo da temperatura, e enviadas ao Banco de Sangue de
Cordao Umbilical, onde foram submetidas a contagem do numero de células
nucleadas, do numero de células viaveis, do numero de células CD 34+ e pesquisa
de contaminacao, nos intervalos de tempo de até 24, até 48 e até 72 horas. Os
dados foram analisados pelo teste de variancia para medidas repetidas MANOVA e
comparados através do teste qui-quadrado de McNemar, considerando-se o nivel
de significancia de 5%. Resultados: As médias e as medianas do numero de
células nucleadas, numero de células viaveis e numero de células CD34+
tiveram quedas significativas (P <0,0001) com o aumento do intervalo de tempo
coleta/processamento, sendo entre 24 e 48 horas menor do que a comparacao
entre 24 e 72 horas. Constatada correlagao linear entre as médias de células
vidveis e células CD34+ nos trés momentos da andlise. A pesquisa de

contaminacao foi negativa em todas as amostras. Conclusées: O aumento do
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intervalo de tempo coleta/processamento influenciou negativamente na contagem
de células nucleadas, células viaveis e CD34+ e nao esteve associado a
contaminacao das amostras. Foi constatada correlagdo linear entre a queda do

numero de células viaveis e de células CD34+.

Palavras-chave: cordao umbilical; controle de qualidade, células-tronco adultas,

células-tronco, sangue fetal.
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Summary

Objective: To evaluate the association between the time interval from umbilical
cord blood sampling until analysis and the quality of the sample. Materials and
methods: Umbilical cord blood samples collected during the third stage of labor
were placed in temperature-controlled boxes for the transport of biological
material and sent to an umbilical cord blood bank, where the number of
nucleated cells, the number of viable cells and the number of CD34+ cells were
counted, and samples were additionally tested for contamination, at the
following time intervals: up to 24 hours, up to 48 hours and up to 72 hours
following sampling. The data were analyzed using the multivariate analysis of
variance (MANOVA) and compared using McNemar's chi-square test.
Significance was defined at p<0.05. Results: Means and medians of the number
of nucleated cells, number of viable cells and number of CD34+ cells decreased
significantly (p<0.0001) as a function of the increased time between sampling
and analysis, the difference between 24 and 48 hours being less than the
difference between 24 and 72 hours. A linear correlation was found between
the mean number of viable cells and CD34+ cells at the three moments of

analysis. Contamination testing was negative in all samples. Conclusions: The
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increase in the interval of time from sampling until analysis negatively affected
the number of nucleated cells, viable cells and CD34+ cells but was not
associated with specimen contamination. A linear correlation was found between

the decrease in the number of viable cells and CD34+ cells.

Keywords: umbilical cord; quality control; adult stem cells; stem cells; fetal

blood
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1. Introducao

A descoberta de que células-tronco adultas (CTA), incluindo as células-
tronco de tecidos hematopoéticos, podem se transformar em outros tecidos tem
gerado muitas expectativas entre biologistas celulares e clinicos envolvidos em
transplantes de medula 6ssea (Kuehnle e Goodell, 2002). Novos caminhos
foram abertos para pesquisa nesta area do conhecimento e as células-tronco
adultas podem ser alternativa viavel a utilizagéo de células-tronco embrionarias
(Fasouliots e Schenker, 2000; Kuehnle e Goodell, 2002; Guilhermo e Rocha,

2003; U-pratya et al., 2003).

Entre as possiveis fontes de células-tronco hematopoéticas encontram-
se a medula 6ssea e o0 sangue de corddao umbilical (SCU). A utilizagdo do SCU
para transplantes apresenta algumas vantagens sobre a utilizacdo de medula
O0ssea como maior facilidade de localizacdo da amostra, menor exigéncia de
compatibilidade do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) entre receptor-doador,
auséncia de risco para o doador (mde e recém-nascido), menor risco de

transmisséao de doencas infecciosas e diminuicao do risco de reacao grave enxerto-
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hospedeiro (Fasouliotis e Schenker, 2000; Guilhermo e Rocha, 2003; Chao et
al., 2004). Estas caracteristicas, associadas a confirmacao da viabilidade celular
mesmo apos muito tempo de congelamento (Broxmeyer et al., 2003), incentivaram

a criacao de Bancos de Sangue de Cordao Umbilical (BSCU) em todo o mundo.

Os BSCU tém a fungéo de coletar, processar, classificar e criopreservar
unidades de SCU que serao posteriormente utilizadas como fonte de células-
tronco hematopoéticas para transplantes, viabilizando a criacdo de estoques de
amostras, inclusive de populacdes isoladas e de minorias étnicas (Fasouliotis e
Schenker, 2000; Zhou, 2001; Wada et al., 2004). Os BSCU podem também
estocar amostras de SCU com a finalidade de uso aut6logo, confirmado por
recente publicagcdo do primeiro transplante para tratamento de leucemia na

infancia, com sucesso (Hayani et al., 2007)

Segundo o Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea (REDOME)
para que os BSCU possam disponibilizar amostras de SCU compativel entre
doador e receptor para transplantes ha necessidade de estocar em torno de
12.000 amostras, que atenderiam as diversas caracteristicas raciais e étnicas
que constituem determinada populacdo. Idealmente, estas amostras devem ser
coletadas entre as diversas etnias e em diferentes regides geograficas. No
Brasil ha aproximadamente trés mil indicagdes anuais para transplante de medula
Ossea. Destas indicagbes ndo se localiza doador aparentado ou compativel
para 1.700 casos aproximadamente. Nessas situacdes, € necessario recorrer a
listas de espera com tempo médio para identificacdo de doador compativel de

seis meses, segundo o REDOME. Como se sabe que a chance de um brasileiro
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localizar um doador compativel em territorio nacional é vinte vezes maior que a
de encontrar o mesmo doador no exterior, um banco publico brasileiro de SCU,
se tiver o estoque de 12.000 amostras, poderia garantir a identificagdo de
amostra compativel em praticamente 90% dos casos e o intervalo de espera
seria reduzido para 20 ou 30 dias. Somando-se a isto ha grande redugéo de
despesas, pois colher e armazenar uma amostra de SCU no Brasil tem custo
aproximado de trés mil reais, enquanto que em unidade de SCU vinda do
exterior, o custo estimado € de trinta e dois mil dblares (INCA). Como
recentemente foi demonstrado que o SCU pode ser alternativa viavel ao
transplante de medula 6ssea também em adultos (Bornstein et al., 2005),
cresce enormemente a importancia de que os BSCU tenham amostras em
namero suficiente para localizacdo do doador compativel e que estas amostras
sejam provenientes de diferentes regides geograficas, principalmente no Brasil,
por suas dimensdes continentais. Se a coleta de SCU for realizada somente em
localidades proximas aos BSCU, diminuira a possibilidade de localizar no

estoque amostra compativel para receptor de regides distantes.

Como o SCU tem que ser coletado no terceiro periodo do parto
(Gluckman, 2000; Surbek et al., 2000, Rygaard e Lindenberg, 2002; Solves,
2003; Wada et al., 2004; Gluckman e Rocha, 2005), o treinamento de equipes
locais para realizar a coleta nas maternidades geograficamente distantes dos
BSCU possibilita obter amostras que, acondicionadas em caixas homologadas
para transporte de material biolégico e enviadas para processamento no

BSCU, evitariam o deslocamento das pacientes. Esse procedimento tornaria
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economicamente viavel a diversificacdo das amostras estocadas. Para
exemplificar, esta experiéncia foi mostrada em um trabalho que relatou a coleta
de SCU em Honolulu, HI, e o processamento realizado em Seatle, WA, USA

(Wada et al., 2004).

Como entre a coleta do SCU durante o terceiro periodo do parto na
maternidade e o seu encaminhamento para o BSCU para ser processado existe
um intervalo de tempo, que sera diretamente proporcional a distancia entre
eles, surge o questionamento sobre o0 quanto esse intervalo poderia influenciar

na qualidade da amostra.

Foram encontrados na literatura pesquisada diversos fatores que interferem
na qualidade das unidades de SCU, como tipo de parto (cesarea ou normal),
idade gestacional, sexo do recém-nascido, peso da placenta, tempo decorrido
entre o parto e a coleta, coleta antes ou depois da dequitacdo placentaria,
sistemas de coleta aberto ou fechado, intervalo de tempo entre a coleta e o
processamento e outros (Campos et al., 1995; Sparrow et al., 2002; Aufderhaar
et al., 2003; Solves et al., 2003; Nakagawa et al., 2004; Askari, 2005). As
conclusdes destes trabalhos sdo concordantes sobre a influéncia destas variaveis
sobre a qualidade da amostra, exceto sobre o intervalo de tempo decorrido
entre a coleta e o processamento. Diversas contradicbes, como citacoes de
piora acentuada dos testes de controle de qualidade ap6s 9 e 24 horas, bons
resultados com até 36 horas e até mesmo recuperagao de células nucleadas

viaveis apds 72 horas, deixam duvidas sobre a viabilidade da coleta em locais
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distantes, devido ao aumento do intervalo de tempo (Shlebak,1999; Hubel et al.,

2003; wada et al., 2004; Tsagias et al., 2007).

Para comprovar a viabilidade da amostra de SCU para criopreservagao,
sao realizados no BSCU testes de controle de qualidade que incluem contagem
de células nucleadas, contagem das células vidveis (sem ruptura de membrana
celular), contagem de células CD34+ (consideradas as células-tronco
hematopoéticas) e pesquisa de contaminacdo da amostra, entre outros (Campos
et al., 1995; Shlebak,1999; Surbek et al., 2000; Fasouliotis e Schenker, 2000;
Hubel et al., 2003; U-pratya et al., 2003; Wada et al., 2004; Glukman e Rocha,
2005; Tsagias et al., 2007). Quanto maior for a distancia entre o local de coleta
do SCU e o BSCU, maior sera o intervalo de tempo decorrido até o inicio do
processamento e este estudo procura identificar se existiria um limite maximo a
ser determinado para este intervalo, apés o qual as amostras se tornariam

invidveis para a criopreservagao.

Este estudo, diferente da maioria dos trabalhos sobre a influéncia do
intervalo tempo/processamento, manteve as bolsas de SCU dentro das caixas
de transporte, simulando uma situagao de coleta em locais distantes e envio da
amostra para o BSCU e retirando-se da mesma bolsa de SCU amostras
para testes de qualidade em intervalos de até 24, até 48 e até 72 horas. A
monitoracdo da temperatura foi realizada para comprovacado de que a mesma
se manteve entre os limites de 4 e 24° C dentro das embalagens de transporte,
conforme determinacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,

2004). Nos demais trabalhos, ap6s determinado intervalo de tempo as amostras
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de SCU eram submetidas aos testes, ou seja, a um controle da amostra apo6s

um determinado intervalo.

Com toda esta controvérsia, a maioria dos BSCU aceita a amostra de
SCU para processamento com intervalo de no maximo 24 ou 36 horas apés a
coleta. No Brasil, a Resolugao RDC numero 153 (ANVISA, 2004) determina que

o processamento do SCU deva ser efetuado em até 48 horas apds a coleta.

Estas duvidas sobre o intervalo de tempo entre a coleta e o
processamento (9, 24, 36, 48 ou 72 horas) colocam em questionamento a
viabilidade de coleta de SCU em locais distantes dos BSCU, pois quanto maior
a distancia maior serd o intervalo de tempo. A determinagcdo de um intervalo
limite para aproveitamento das amostras poderia autorizar, ou n&o, a coleta de
amostras em locais distantes dos BSCU. Se for possivel determinar este
intervalo e se os meios de transporte, regulamentados para transporte de
material biolégico, ndo puderem cumpri-lo, estaria contra-indicada a coleta,
evitando-se custos desnecessarios e descarte do SCU. Por outro lado, quanto
maior for o intervalo maximo aceitavel, maior a possibilidade de diversificacdo
das amostras. Desta forma, torna-se importante estabelecer o intervalo maximo
entre a coleta de SCU e o seu processamento que permita obter amostras em

condi¢des de serem criopreservadas e utilizadas no futuro.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a associacao do intervalo de tempo entre coleta e processamento

do sangue de corddao umbilical e a qualidade da amostra.

2.2. Obijetivos especificos

— Verificar a variagdo do numero de células nucleadas em diferentes intervalos

de tempo estudados entre a coleta e o processamento da amostra de SCU.

— Verificar a variagdo do numero de células viaveis em diferentes intervalos de

tempo estudados entre a coleta e 0 processamento da amostra de SCU.

— Verificar a variagdo do numero de células CD34+ em diferentes intervalos de
tempo estudados entre a coleta e o processamento da amostra de SCU.

— Verificar se h4 correlagédo entre a variacdo do numero de células viaveis e a
variacdo do numero de células CD34+ nos intervalos de tempo estudados
entre a coleta e o processamento da amostra de SCU.

— Verificar se ha contaminagao da amostra nos intervalos de tempo estudados
entre a coleta e o processamento da amostra de SCU.

Objetivos 19



3. Sujeitos e Método

3.1. Desenho

Estudo observacional descritivo e prospectivo.

3.2. Tamanho amostral

Como se esperava encontrar diferencga significativa das variaveis a partir
das 36 horas, foram coletadas 20 bolsas de SCU para amostra-piloto. Como
posteriormente ficaram demonstradas as diferencas significativas, foi definido

que o tamanho amostral de 20 seria suficiente para o estudo.

Foi assumido o nivel de significancia de 5% e poder do teste de 80%. O
software para analise estatistica foi o SAS, versdo 9.1.3 (SAS Institute Inc.,

Cary, NC).

Sujeitos e Método 20



3.3. Definicao de Variaveis

3.3.1. Variavel independente

Intervalo de tempo entre a coleta da amostra de SCU na sala de parto e o

processamento no BSCU, expresso em horas, calculado considerando-se:

— Ti (Tempo inicial do intervalo) como o momento em que se coleta a

amostra do SCU.

— Tf (Tempo final do intervalo) como o momento em que o BSCU inicia o

processamento da amostra do SCU

Categorizados em até 24, até 48 e até 72 horas. Estes periodos foram

definidos arbitrariamente por questdes operacionais.

3.3.2. Variaveis dependentes

— Numero de células nucleadas: consiste na contagem em camera de
Neubauer de células nucleadas, ap6s diluicdo de Turk (diluicdo 1/40,
fator 100), sendo o numero de células por mm? igual ao nimero de células
contadas X diluicado da amostra / por 0,4ml. O nimero de células totais

serd igual as células por mm3 x 1000 x volume da bolsa (ml).

— Viabilidade celular: contagem do numero de células viaveis no total
de células recuperadas, verificada através de teste com corante

Trypan, no qual as células invidveis se coram de azul.
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— Células CD34+: contagem do numero de células marcadas com o
marcador de superficie celular CD 34+. Apds incubagao do sangue de
cordao com marcadores monoclonais CD34, é realizada a leitura no

citbmetro de fluxo em 20.000 eventos (células).

— Contaminacao da amostra: realizada através de cultura para aerébio
e anaerébio, com amostra de 0,5ml| de sangue de corddao umbilical

para cada tubo de cultura do sistema Bact-Alert.

3.4. Selecao de sujeitos

O SCU foi coletado na Maternidade do Hospital Universitario do
Departamento de Medicina da Universidade de Taubaté, de parturientes que
voluntariamente concordaram em participar da pesquisa e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), respeitando-se os critérios de

inclusao e exclusao.

3.4.1. Critérios de inclusao

|ldade superior a 18 anos.

ldade gestacional igual ou superior a 35 semanas.

Peso fetal igual ou superior a 2.000g.

Bolsa rota ha menos de 18 horas.
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— Trabalho de parto sem anormalidade.

— Auséncia de processos infecciosos durante a gestacao ou doencas

que possam interferir com a vitalidade placentaria.

3.4.2. Critérios de exclusao

— Sofrimento fetal grave: Mec6nio acima de ++ e APGAR de 1 minuto < 5.

— Infeccéo durante trabalho de parto, como alteracdes de cor e odor de

liquido amniético.

— Temperatura materna superior a 38°C durante trabalho de parto.

A resolucdo RDC 153 da ANVISA determina que o numero total de células
nucleadas deve ser no minimo de 5x108 e o volume coletado de SCU de no minimo
de 70ml para que o material possa ser processado e enviado para criopreservagao.
No nosso estudo ndo foram considerados fator de exclusdo porque as bolsas

foram descartadas apos a realizacao dos testes de controle de qualidade.

3.5. Técnica e testes de controle de qualidade

Para examinar a qualidade das amostras do SCU foram realizados os testes
de controle mais comumente utilizados na literatura, que incluiram a contagem do
numero total de células nucleadas, contagem das células nucleadas viaveis (sem

ruptura de membrana celular), contagem das células CD34+ (consideradas as
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células-tronco hematopoéticas) e pesquisa da presenca de contaminagdo nos
intervalos citados (Shlebak, 1999; Fasouliotis e Schenker, 2000; Surbek et al.,
2000; Zhou et al.; 2001; Rygaard, 2002; Aufderhaar et al., 2003; Hubel et al.,
2003; U-pratya et al., 2003; Wada et al., 2004; Bornstein, 2005; Antonenas et

al.,2006; Tsagias et al., 2007).

3.5.1. Coleta do sangue de cordao umbilical

A coleta do sangue de cordao umbilical foi realizada pelo pesquisador no
Centro Obstétrico, na sala de parto, durante o terceiro periodo do parto e apés

assepsia cirurgica.

Técnica:

— Sobre a mesa auxiliar com campo estéril foram colocados os clamps
utilizados para pingar o cordao, a via de retirada da bolsa de coleta, gaze
estéril embebida em alcool 70%, bolsa tripla, uma canula de amostragem,
uma seringa de 50ml e 01 agulha 40mmxi12mm. Sob condicbes
assépticas, a canula de amostragem é introduzida em um dos acessos da

bolsa principal do sistema de coleta top and bottom (FIGURA 1).
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Figura 1. Introdugdo da canula de amostragem na bolsa principal.

— Em seguida, 38ml de anticoagulante/preservante da bolsa principal de
coleta foram drenados utilizando uma seringa de 50ml e uma agulha

40 x 12 através da canula de amostragem ja inserida (FIGURA 2).

Figura 2. Drenagem do anticoagulante.

— Antes da pungédo venosa do cordao umbilical € verificada se a via de
retirada esta com o fluxo interrompido através da colocagdo de um
clamp que acompanha a bolsa tripla. Isso permite aproveitar o efeito
gravitacional da coluna de anticoagulante/preservante que se encontra

na via de retirada (FIGURA 3).
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Figura 3. clamp na via de retirada.

— ApoOs antissepsia e desencapar a agulha da bolsa, a veia umbilical é
puncionada, no terco distal do corddo umbilical, a cerca de 3-4 cm da

ligadura do cordao (FIGURA 4).

__Placenta

Figura 4: a) retirar a capa da agulha através de movimento de tor¢ao; b) puncionar
(seta) a veia umbilical no tergo distal a placenta, 3-4cm da ligadura do corddao ao RN.
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A bolsa é colocada abaixo da linha do corddo e da placenta para deixar
que o sangue flua, por gravidade, para o interior da bolsa de coleta. Durante o
fluxo de sangue, a bolsa € gentilmente agitada horizontalmente para homogeneizar

0 sangue com o anticoagulante.

Quando o fluxo de sangue para, o cordao umbilical é clampeado cerca
de 2cm acima do ponto de puncgéo. A via de retirada da bolsa principal de coleta

também é clampeada neste momento.

Apés, abrir cuidadosamente o clamp do espaguete (de forma a permitir
que o ar entre na via de retirada) e o sangue é empurrado da sua extremidade
distal até a sua extremidade proximal. Antes que o ar chegue até a bolsa, o
espaguete € novamente clampeado com pelo menos dois nds para impedir

definitivamente a entrada de ar. A agulha é, entdo, retirada.

Se apods a pungao da veia do cordao umbilical ndo for observado fluxo de
sangue, o cordao é clampeado logo acima da puncdo e o espaguete da bolsa
também é clampeado retirando-se a agulha da veia umbilical e puncionando-se
novamente em regido com turgescéncia venosa. Se mesmo apds adotadas
estas medidas nao for observado fluxo de sangue, com uma seringa de 50ml
acoplada a uma agulha 40 x 12, a veia umbilical € novamente puncionada em

regido mais préxima a placenta.

Em seguida, o sangue é aspirado para o interior da seringa até completar

sua capacidade. Retirando-se a seringa e trocando-se a agulha, apés fazer a
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antissepsia do sampling site (ja inserido a bolsa de coleta), puncionar 0 mesmo e
transferir 0 sangue da seringa para a bolsa, gentiimente agitada horizontalmente
para homogeneizar o sangue com o anticoagulante. Todo o processo descrito

até aqui é realizado antes da dequitacao da placenta.

A Dbolsa principal de coleta foi identificada com Etiqueta Autocolante
contendo numero de estudo, tipo de material (sangue de cordao umbilical),

local, data e hora da coleta, bem como o nome do coletador (ANEXO 3).

3.5.2. Preparo e transporte do sangue de cordao umbilical

A bolsa é acondicionada em caixa térmica homologada para transporte
aéreo internacional (IATA) de espécime para diagnostico (Guidelines for Referring
Biomedical Material, 2005) e encaminhada por transporte rodoviario ao BSCU

para processamento e analise laboratorial.

A temperatura durante o transporte de toda unidade coletada foi
monitorizada eletronicamente pelo sistema Kooltrak® (Dallas Technologies®) e
mantida entre 4°C e 24°C, confirmada pelo sistema informatizado CBBANK
MANAGER®, no médulo de insercdo de dados da coleta, conforme protocolo
adotado. Como a cidade de Taubate fica localizada a cerca de 150km da cidade

de Sao Paulo, todas as amostras chegaram ao destino antes de 24 horas.
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3.5.3. Testes de controle de qualidade da amostra

O Banco de Sangue de Cordao Umbilical, apds o recebimento da amostra
de sangue de cordao, manteve as mesmas condi¢des de acondicionamento em
que foi transportada. Dentro dos intervalos de tempo determinados (até 24, até
48 e até 72 horas), em rapidas aberturas da embalagem de transporte, foram
retirados 3ml da bolsa de sangue, através da canula de amostragem. Estas

amostras foram submetidos aos testes de controle de qualidade.

Para o célculo do volume de sangue na bolsa foi pesada apenas a bolsa-
mae que contém o sangue de corddao umbilical coletado. Do peso encontrado
foi descontado o peso da bolsa vazia: 37 gramas para bolsa do sistema top-
and-bottom Opti-Press (Baxter). O peso final encontrado foi multiplicado por
1,04 (densidade do sangue) para encontrar o volume coletado. Exemplo: peso
da bolsa = 120 gramas, coletada na bolsa do sistema Opti-Press. Volume

coletado = (120g — 37g) x 1,04 = 86,3ml.

Contagem do numero de células e avaliacao da cultura bacteriana

— Contagem do numero de células nucleadas: Em um tubo de ensaio
12 x 75mm foi diluido 50,0ul da amostra em 1950,0ul de Solucao de
Tark (diluicao 1/40, fator 100) e preenchida a camara de Neubauer,
deixada por 5 minutos em camara Umida. Apés, foi realizada a
contagem nos quadrantes A, B, C, D, e a média encontrada foi

multiplicada pelo fator de diluicdo e dividida por 0,4ul, o que da o
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namero de células nucleadas por ul, que multiplicado por 1.000 e pelo

volume da bolsa, resulta no total de células nucleadas.

Contagem do numero de células viaveis: O numero de células
nucleadas viaveis € obtido através do método da exclusdo de células
coradas pelo azul de Trypan a 0,4% (Sigma-Aldrich, USA ®), como
descrito a seguir: Em um tubo de ensaio 12 x 75 mm foram pipetados
1950ul de Solucéo Fisiologica a 0,9% e adicionados 50ul da amostra
de SCU. Em outro tubo de ensaio 12 x 75mm foram pipetados 50ul da
solucdo de Trypan Blue a 0,4% e adicionados 50ul da suspensao
celular obtida no primeiro tubo. Foi colocada amostra da suspensao
obtida na camara de Neubauer e incubada em camara umida por 5
minutos, sendo realizada, apds, a contagem em microscépio éptico de
aproximadamente 200 células. As células coradas em azul sdo as
invidveis e as nao coradas (refringentes) viaveis. O percentual de
células viaveis, multiplicado pelo numero de células nucleadas,

resultou no total de células viaveis.

Contagem do numero de células CD 34+: foi realizada usando-se o
reagente comercial para CD 34 (ProCOUNT; Becton-Dickinson, San
Jose, CA ®) e leitura por citometria de fluxo (FacsCalibur; Becton-
Dickinson ®), como descrito abaixo: apds ser colocado volume de
SCU suficiente para conter 1 a 2 milhées de células nucleadas em

tubo especifico Falcon para leitura em citometria de fluxo, foram
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acrescentados anticorpos monoclonais CD45 (10 microlitros) e CD34
(20 microlitros). Apos, mantido o tubo em temperatura ambiente por
20 minutos e protegido da luz, um lisante de hemacias comercial foi
acrescentado a solugao anterior, que foi incubada por 10 minutos em
temperatura ambiente, ainda protegida da luz. A suspensao foi
submetida a centrifugacao e lavada 2 vezes com solugao tamponada
de fosfato (PBS). Descartado o ultimo sobrenadante, o botdo de
células no fundo do tubo foi ressuspendido em solucdo tamponada
comercial (HEPES buffer). A solucédo final contendo as células foi
aspirada para o equipamento FACScan (Becton Dickinson) de leitura
tripla de laser, e foram analisadas no minimo 20.000 eventos ou

células de cada anticorpo monoclonal.

— Avaliacao da cultura bacteriana: 0,5ml de sangue foi inoculado em
cada garrafa do sistema pediatrico Bact/Alert® (bioMerieux Industry),
sendo um para agente aerdbico e outro para anaerdbico. Este método
permite a identificacdo da contaminacdo sem, entretanto, identificar

qual a bactéria.

3.6. Instrumento para coleta de dados

Foi utilizada a Ficha para Coleta de Dados (ANEXO 4), elaborada
especialmente para esta finalidade, onde foram anotados os dados referentes a

identificacdo do numero do estudo, data, horario da coleta da amostra (Ti), controle
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da temperatura e resultado dos testes de qualidade da amostra realizados dentro
dos intervalos pré-determinados de até 24, até 48 e até 72 horas, fornecidos
pelo BSCU. As pacientes incluidas recebem um numero do estudo e tém os

seus dados anotados na Ficha de Registro de Coleta de SCU (Anexo 2).

3.7. Coleta de dados

No momento do parto, as parturientes que preencheram os critérios de
inclusdo e foram informadas dos objetivos e dos procedimentos do estudo,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os dados
referentes a identificacéo e os dados clinicos foram coletados do prontuario médico
pelo proprio pesquisador, e inseridos na Ficha de Registro de Coleta de SCU
(Anexo 2). Na sala de parto, no terceiro periodo do parto, foi coletado o sangue

do cordao umbilical antes da dequitacao da placenta, conforme técnica descrita.

Apos a coleta foi realizado o acondicionamento do material em bolsa
térmica, que foi encaminhada ao Banco de Sangue de Cordao Criogénesis por
transportadoras credenciadas para trabalhar com material biologico. As
amostras de sangue de cordao umbilical foram processadas pelos técnicos do
laboratério, nos intervalos pré-determinados de até 24, até 48 e até 72 horas, e
os laudos com os resultados foram transcritos para a ficha de coleta de dados
(ANEXO 4) pelo préprio pesquisador. Apos o término do processamento, as

amostras foram descartadas no laboratorio.
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3.8. Critérios para descontinuacao

Amostras de sangue de cordao que foram submetidas a variacées de
temperatura acima dos limites estabelecidos entre 4° e 24° C e/ou nao foram

processadas nos intervalos de tempo pré-determinados.

3.9. Controle de Qualidade

O pesquisador realizou o pré-teste do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e do instrumento para coleta de dados, colheu as amostras de

SCU, acondicionou para transporte e enviou o material para o BSCU.

3.10. Processamento e analise de dados

Os dados obtidos na ficha de coleta foram revisados manualmente e
inseridos no microcomputador, processados e analisados. O programa utilizado para

criar e estruturar o banco de dados foi o Epi Info, verséo 6.04b (Dean et al., 1997).

A comparacao das médias das variaveis aferidas foi realizada através da
analise de variancia para medidas repetidas MANOVA. As variaveis foram
categorizadas conforme os valores de referéncia e os percentuais foram
comparados através do teste de McNemar. O nivel de significAncia assumido foi
de 5%. O software para andlise estatistica foi o SAS verséo 9.1.3 (SAS Institute

Inc., Cary, NC).
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3.11. Aspectos Eticos

O presente estudo seguiu a Resolucao do Conselho Nacional de Saude,
CNS 196/96, sendo submetido & aprovagdo do Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Meédicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Também foi autorizado pela Comisséo de Etica Médica do Hospital
Universitario da Fundacao Universitaria de Saude de Taubaté (Anexos 5 e 6).
Como as amostras de SCU utilizadas neste estudo foram mantidas por até 72
horas nas embalagens de transporte, foram descartadas apo6s os testes de

controle de qualidade.
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Abstract

Background: The objective was to assess the association between the time from
umbilical cord blood collection until processing and the quality of the sample.
Methods: Umbilical cord blood samples collected during the third stage of labor were
placed in temperature-controlled boxes for the transport of biological material and
sent to an umbilical cord blood bank, where the number of nucleated cells, viable
cells and CD34+ cells were counted, and samples were additionally tested for
contamination at the following time intervals: up to 24 hours, up to 48 hours and
up to 72 hours following sampling. The data were analyzed using the multivariate
analysis of variance (MANOVA) and compared using McNemar’s chi-square test.
Significance was defined at p<0.05. Results: Means and medians of the number of
nucleated cells, viable cells and CD34+ cells decreased significantly (p<0.0001) as a
function of the increased time between sampling and analysis, the difference
between 24 and 48 hours being less than the difference between 24 and 72 hours.
A linear correlation was found between the mean number of viable cells and
CD34+ cells at the three moments of analysis. Contamination testing was negative in
all samples. Conclusions: The increase in the time interval from sampling until
analysis negatively affected the number of nucleated cells, viable cells and CD34+
cells but was not associated with specimen contamination. A linear correlation was

found between the decrease in the number of viable cells and CD34+ cells.

Key words: Adult Stem Cells; Cord Blood Stem Cell Transplantation; Fetal blood,

Fetal Stem Cells; Quality Control; Umbilical Cord.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a associagdo do intervalo de tempo entre coleta e o
processamento do sangue de cordao umbilical e a qualidade da amostra. Sujeitos
e métodos: As amostras de sangue de corddo umbilical, colhidas no terceiro
periodo do parto, foram acondicionadas em caixas homologadas para transporte
de material biolégico, com monitora¢cdo da temperatura, e enviadas ao Banco de
Sangue de Corddo Umbilical, onde foram submetidas a contagem do numero
de células nucleadas, do numero de células viaveis, do numero de células CD
34+ e pesquisa de contaminacdo, nos intervalos de tempo de até 24, até 48 e
até 72 horas. Os dados foram analisados pelo teste de variancia para medidas
repetidas MANOVA e comparados através do teste qui-quadrado de Mc Nemar,
considerando-se o nivel de significancia de 5%. Resultados: As médias e as
medianas do numero de células nucleadas, numero de células viaveis e numero
de células CD34+ tiveram quedas significativas (P <0,0001) com o aumento do
intervalo de tempo coleta/ processamento, sendo entre 24 e 48 horas menor do
que a comparacao entre 24 e 72 horas. Constatada correlacdo linear entre as
médias de células viaveis e células CD34+ nos trés momentos da analise. A
pesquisa de contaminacao foi negativa em todas as amostras. Conclusodes: O
aumento do intervalo de tempo coleta/processamento influenciou negativamente
na contagem de células nucleadas, células viaveis e CD34+ e ndo esteve
associado a contaminacao das amostras. Foi constatada correlacdo linear entre

a queda do numero de células viaveis e de células CD34+.
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Introduction

In recent years, confirmation that adult stem cells (ASC) may transform
themselves in other tissues has stimulated many scientists to carry out studies in
this area, since these cells may represent an alternative to the use of embryonic
stem cells. ' Umbilical cord blood (UCB), one of the principal sources of ASC,
has attracted the attention of scientists due to the simplicity of sample collection,
complete absence of risks to the mother or the newborn infant, the reduced
need for human leukocyte antigen (HLA) compatibility, lower risk of severe host-
graft reaction and the lower risk of transmitting infectious and contagious
diseases.? ASC may also be considered as an alternative to the use of bone
marrow for the treatment of various hematological, genetic and oncological

diseases, both in children * and in adults. °

Following the successful treatment of a case of Fanconi’'s anemia with a
UCB transplant, * extensive progress was made in research in this field, and
umbilical cord blood banks (UCBB) were set up in Europe, Japan, China, the

USA and Brazil, as well as in other countries.

To enable a UCBB to serve as a supplier of donor-recipient compatible
UCB, around 12,000 samples need to be stored to cover all the diverse racial
characteristics and different ethnic origins that constitute a given population, ©
and these should ideally be obtained from different geographical regions. Since

the UCB must be collected during the third stage of labor, 2”2 teams need to be
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trained to perform collections in locations that are geographically distant from
the UCBB. In addition, bags must be shipped in temperature controlled boxes
suitable for the transport of biological material, and samples must be sent for
processing, thereby avoiding having to send patients to another city and making

the storage of diversified samples economically viable.®

An interval of time exists between UCB collection at the hospital and the
sample being processed at the UCBB, and this interval tends to increase as a
function of the distance between the hospital and the blood bank. A review of
the literature on this subject reveals contradictions with respect to the effects of
this time interval, with some investigators reporting severe deterioration in quality
tests after 9 hours and 24 hours, respectively, while others have reported satisfactory
results up to 36 hours.>'" In Brazil, the health regulatory authorities (ANVISA) have

determined that samples should be processed within 48 hours following collection. 2

The objective of the present study was, therefore, to establish the effect
of the time between collection at the maternity hospital and processing the
samples at the UCBB on the quality of the UCB. The study also investigated the
presence or absence of contamination, as well as the correlation between the

number of viable cells and the number of CD34+ cells at the defined time intervals.
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Material and Methods

A descriptive, prospective, observational study was carried out in 20 UCB
samples from recently delivered patients who voluntarily agreed to participate in
the study and signed the informed consent form. All patients fulfilled the inclusion
criteria and none of the exclusion criteria. The protocol was approved by the
Internal Review Board of the Faculty of Medical Sciences at the State University of

Campinas (Unicamp)

Inclusion criteria comprised: age > 18 years; gestational age = 35 weeks;
fetal weight = 2,000 grams; amniorrhexis less than 18 hours previously; and
absence of infectious processes during pregnancy or diseases that could interfere
with placental vitality. Exclusion criteria consisted of: severe fetal distress (meconium
over ++ and 1 minute Apgar < 5) and infection during labor (abnormalities in the

color or odor of the amniotic fluid and maternal temperature > 380C during labor).

Decree RDC 153 of the Brazilian health regulatory authorities states that
the total number of nucleated cells should be at least 5 x 10® and the volume of
the UCB sample collected should be at least 70 ml.'? In the present study,
these requirements were not considered exclusion factors since the bags were

discarded after the quality control tests were carried out.

UCB samples were collected at the maternity unit of the teaching hospital

at the University of Taubaté School of Medicine in Taubaté, Sdo Paulo,
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Brazil, during the third stage of labor, after delivery and cord clamping and
prior to placental detachment, following asepsis of a segment of the cord and
puncture of the umbilical vein, using a top-and-bottom bag system (Optipress®,

Baxter Healthcare).

Following collection, the bag containing the UCB was stored in a
temperature-controlled box containing two 400-gram units of recyclable ice, in
accordance with the International Air Transport Association (IATA) ' specifications
for the transport of biological material for diagnosis. Temperature was monitored
electronically using the Kooltrak® system (Dallas Technologies) '* and the
computerized CB Bank Manager®reading system. The samples were transported by
road to the Criogénesis® UCBB in the city of Sdo Paulo, Brazil. As the two cities
are 150 km apart, the time interval between collection and arrival of the samples

at the UCBB was estimated to be less than 24 hours.

In the umbilical cord blood banks, the bags were kept in the temperature
controlled boxes and temperature was continuously monitored. The boxes were
opened quickly at the following time intervals: up to 24 hours, up to 48 hours and
up to 72 hours following collection, and 3.0 ml of umbilical cord blood was
removed using a sampling cannula. The samples were submitted to the most
commonly used quality control tests, which included nucleated cell count, viable
cell count (without rupture of cell membrane) and CD34+ cell count (CD34 being

expressed in hematopoietic stem cells). #3811.1518
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Nucleated cell count was performed in a Neubauer counting chamber.
Viable cells were counted by excluding cells stained by 0.4% trypan blue
(Sigma-Aldrich, USA). The total number of viable cells was calculated from the
percentage of viable cells multiplied by the number of nucleated cells. CD34+
cell count was performed using the commercial CD34 reagent (ProCOUNT®,
Becton-Dickinson, San José, California, USA) and reading was carried out using
flow cytometry (FacsCalibur®, Becton-Dickinson, San José, California, USA).
The total number of CD34+ cells was calculated from the percentage of CD34+

cells multiplied by the number of nucleated cells.

The presence of contamination was investigated using the pediatric
BacT/ALERT® (Biomérieux) blood culture system, one for aerobic agents and
another for anaerobic agents. This method permits identification of contamination

without specifying the bacterial agent.

Data were analyzed using multiple analyses of variance (MANOVA) and

compared using McNemar’s chi-square test, considering a significance level of 5%.

Results

All the twenty boxes containing bags of UCB samples arrived at the
UCBB within 24 hours of collection. The volume of the bags varied between 31
and 139.4 ml (mean 80.6 £ 31.7 ml; median 72.5 ml). The total number of nucleated

cells ranged from 206 million to 3.4 billion with a mean of 1.1 billion in the first 24
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hours, decreasing to a mean of 1.03 billion at 48 hours and 841 million at 72

hours, differences that were statistically significant (p<0.0001) (Table 1).

The number of viable cells varied from 202 million to 3.3 billion with a
mean of 1.1 billion in the first 24 hours, decreasing progressively to a mean of
967 million at 48 hours and 711 million at 72 hours, differences that were also

statistically significant (p<0.0001) (Table 1).

The number of CD34+ cells ranged from 672 thousand to 23 million with
a mean of 6.3 million in the first 24 hours, decreasing progressively to a mean of
5.5 million at 48 hours and 4 million at 72 hours, differences that were statistically
significant (p<0.0001) (Table 1). Comparison of the means at 24 and 48 hours
showed a smaller but still statistically significant decrease compared to the

difference in the means at 24 and 72 hours (Figure 1).

The variations in the number of viable cells and CD34+ cells were
compared and a linear correlation was found between the three moments of

analysis (up to 24 hours, up to 48 hours and up to 72 hours) (Table 2).

Discussion

Confirmation of the usefulness of adult stem cells in the treatment of

hematological diseases opened the gateway to further research into the different

sources of obtaining these cells. One source that has grown in importance is
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umbilical cord blood, since collection is simple and poses no risk to the donor.
In addition, it requires a lesser degree of HLA donor-recipient compatibility

compared to bone marrow, for example.

In Brazil, the large geographical area of the country and the ethnical
diversity of its population may limit the use of umbilical cord blood due to the
difficulty in identifying a compatible donor, despite knowing that the chance of a
Brazilian finding a donor in Brazil is thirty times greater than the chance of
finding a compatible donor abroad, according to a study carried out by the

National Registry of Bone Marrow Donors (REDOME). '°

Of approximately 3,000 patients referred annually for bone marrow
transplant, 1,700 are unsuccessful in identifying a compatible donor among
relatives, and are obliged to resort to the waiting list in which the average delay
in identifying a compatible donor is six months. '° To facilitate identification of a
compatible donor and to reduce waiting time, great interest is currently being
shown in ensuring that UCBBs are able to store a sufficient number of samples

originating from different geographical regions of the country.

A public umbilical cord blood bank with 12,000 samples in stock
guarantees identification of a compatible sample in practically 90% of cases and
the waiting time can be reduced to 20 days.' In addition, a great reduction in

costs may be achieved, since to collect and store a UCB sample in Brazil costs
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around $2,300 compared to a cost of around $ 60,000 if the sample were to be

obtained abroad. °

In agreement with data published in the literature, the present study
shows that the quality of umbilical cord blood deteriorates as a function of the
length of time between collection and processing at blood banks.*'! In Brazil,
the RDC 190/2003%° directive issued by the health regulatory authorities
(ANVISA) requires that UCB samples be processed within 36 hours following
collection; however, the RDC 153/2004 directive extended this interval to up to
48 hours. In the international studies reviewed, the majority establish criteria of

24 or 36 hours as the upper limit for accepting samples for processing.

Based on the findings of this small sample, it is impossible to either
corroborate or refute the limits established by ANVISA. Although the decrease
in the number of nucleated cells, viable cells and CD34+ cells was evident, no
precise cut-off point was established. It is clear, however, that the interval

between collection and processing should be the minimum possible.

In the present study, no contamination of the samples occurred as a
function of the increase in the time interval between collection and processing,
probably due to the fact that all the samples were collected by the same investigator

and rigorous asepsis criteria were adopted.
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In addition, a linear correlation was found between the variation in the
mean percentage of the number of viable cells and CD34+ cells. When the variation
in median percentage was calculated, a greater increase was observed in the
variation of the viable cells in relation to the CD34+ cells in the interval between 24
and 72 hours. Confirmation of the existence of this correlation is important, since

cell viability is measured more easily and at a lower cost than CD34+ cell count.

These findings confirm that an increase in the time interval between collection
and processing negatively affects the quality of the UCB sample and this should
encourage the development of further studies with larger sample sizes that are
required to confirm the present results. These data may be useful for establishing
national policies to define the geographical location of UCBBs, permitting samples
to be collected from geographically diverse populations while guaranteeing rapid
processing and freezing, thereby preserving the quality of samples and

increasing the likelihood of identifying donor-recipient compatible samples.

Conclusions

The increase in the time interval from sampling until analysis negatively
affected the number of nucleated cells, viable cells and CD34+ cells but was not
associated with specimen contamination. A linear correlation was found between the

decrease in the number of viable cells and CD34+ cells.
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Table 1: Blood volume, variation in the number of nucleated cells, viable cells

and CD34+ cells at intervals of time of up to 24 hours, up to 48 hours and up to

72 hours in bags of umbilical cord blood (UCB).

Standard

Bags of UCB n Mean deviation Median  Minimum Maximum
Volume
Collected 20 80.6 31.7 72.5 31 139.4
Nucleated cells
Up to 24 hours 20 11x10® 9.0x10® 79x10® 2.0x10® 34x10°
Up to 48 hours 20 10x10® 79x10® 72x10® 1.8x10® 29x10°
Up to 72 hours 20 84x10® 59x10® 6.3x10® 14x10® 19x10®
Viable cells
Up to 24 hours 20 11x10® 88x10® 7.7x10® 2.0x10® 33x10°
Up to 48 hours 20 96x10®° 73x10®° 6.8x10° 1.7x10®° 26x10°
Up to 72 hours 20 7.1x10® 50x10® 53x10® 12x10® 16x10°
CD34+ cells
Up to 24 hours 20 6.3x10° 63x10° 43x10° 06x10° 23x10°
Up to 48 hours 20 55x10° 54x10° 3.7x10° 05x10° 19x10°
Up to 72 hours 20 4.0x10° 3.7x10° 3.1x10° 0.3x10° 12x10°
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Table 2: Correlation between the variations in the number of viable cells and

CD34+ cells at the following time intervals: up to 24 hours, up to 48 hours and

up to 72 hours.

Interval of time r p-value
Up to 24 hours 0.86 <0.0001
Up to 48 hours 0.83 <0.0002
Up to 72 hours 0.85 <0.0003

Spearman’s rank correlation coefficient.
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Figure 1: Variation in the mean percentage of the number of nucleated cells,
viable cells and CD34+ cells in UCB bags between the following time intervals:

24 vs. 48 hours, 48 vs. 72 hours and 24 vs. 72 hours (95%Cl).
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5. Conclusoes

O aumento do intervalo de tempo coleta/processamento diminui, de maneira

estatisticamente significante, 0 nimero de células nucleadas.

O aumento do intervalo de tempo coleta/processamento diminui, de maneira

estatisticamente significante, o nimero de células viaveis.

O aumento do intervalo de tempo coleta/processamento diminui, de maneira

estatisticamente significante, o nimero de células CD34+.

Foi constatada uma correlagdo entre a variagcao linear do niumero de células

viaveis e células CD34+ nos intervalos estudados.

N&o ocorreu contaminagdo das amostras com o prolongamento do intervalo

coleta/processamento.

Conclusdes 57



6. Referéncias Bibliograficas

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n® 190, de
18 de julho de 2003.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n* 153, de
14 de junho de 2004.

Askari S, Miller J, Chrysler G, McCullough J. Impact of donor- and collection-related
variables on product quality in ex utero cord blood banking. Transfusion 2005; Feb;
45(2):189-94.

Aufderhaar U, Holzgreve W, Danzer E, Tichelli A, Troeger C, Surbek DV. The
impact of intrapartum factors on umbilical cord blood stem cell banking. J
Perinat Med 2003; 31(4):317-22

Bornstein R, Flores Al, Montalban MA, Del Rey MJ, de la Serna J, Gilsannz F. A
modified cord blood collection method achieves sufficient cell levels for
transplantation in most adult patients. Stem Cells 2005 mar; 23(3);324-34.

Broxmeyer HE, Srour EF, Hangoc G, Cooper S, Anderson SA, Bodine DM. High-
efficiency recovery of functional hematopoietic progenitor and stem cells from
human cord blood cryopreserved for 15 years. Proc Natl Acad Sci USA 2003;
Jan 21; 100(2):645-50.

Referéncias Bibliograficas 58



Campos L, Roubi N, Guyotat D. Definition of optimal conditions for collection
and cryopreservation of umbilical cord hematopoietic cells. Cryobiology 1995;
32(6):511-5.

Chao NJ, Emerson SG, Weinberg Kl. Stem cell transplantation (cord blood
transplants). Hematology (Am Soc Hematol Educ Program) 2004; 354-71.

Fasouliotis SJ, Schenker JG. Human umbilical cord blood banking and
transplantation: a state of the art. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2000; May;
90(1):13-25.

Gluckman E. Current status of umbilical cord blood hematopoietic stem cell
transplantation. Exp Hematol 2000; 28(11):1197-1205.

Gluckman E, Rocha V. History of the clinical use of umbilical cord blood
hematopoietic cells. Cytotherapy 2005; 7(3):219-27.

Guidelines for Referring Biomedical Material: Packaging and Shipping
Minnesota Department of Health Date: July 2005.

Guilhermo FS, Rocha V. Umbilical cord blood transplantation: current status and
future directons. Current Opinion in Organ Transplantation 2003, 8:109-17.

Hayani A, Lampeter E, Viswanatha D, Morgan D, Salvi S. First Report of Autologous
Cord Blood Transplantation in the Treatment of a Child With Leukemia. Pediatrics
2007; 119(1): e296-e300 (doi:10.1542/peds.2006-1009).

Hubel A, Carlquist D, Clay M, McCullough J. Short-term liquid storage of
umbilical cord blood. Transfusion 2003;43(5):626-32.

IATA. International Air Transport Association. www.iata.org/

Kooltrak® - Dallas Technologies®. www.kooltrak.com/data-loggers-v/sysint.html

Referéncias Bibliograficas 59


http://www.iata.org/
http://www.iata.org/

Kuehnle I, Goodell MA. The therapeutic potential of stem cells from adults BMJ
2002; 325(7360):372-6.

INCA. Instituto Nacional de Cancer.Ministério da Saude. Secretaria de Atencao

a Saude. Instituto Nacional de Cancer - http://www.inca.gov.br.

INCA. Instituto Nacional de Cancer. Registro Nacional de Doadores de Medula

Ossea (Redome). www.inca.gov.br/

Nakagawa R, Watanabe T, Kawano Y, Kanai S, Suzuka H, Kaneko M, et al.
Analysis of maternal and neonatal factors that influence the nucleated and
CD34+ cell yield for cord blood banking. Transfusion 2004; feb;44(2):262-7

Rodriguez L, Garcia J, Querol S. Predictive utility of the attached segment in the
quality control of a cord blood graft. Biol Blood Marrow Transplant 2005;
11(4):247-51.

Rygaard K, Lindenberg S. Stem Cells for obstetricians and gynecologistis. Acta
obstetricia et gynecologica Scandinavica Volume 81, Number 5, May 2002; pp.
383-388(6)

Shlebak AA, Marley SB, Roberts IA, Davidson RJ, Goldman JM, Gordon MY.
Optimal timing for processing and cryopreservation of umbilical cord
haematopoietic stem cells for clinical transplantation. Bone Marrow Transplant.
1999, Jan; 23(2):131-6.

Smith FO, Thomson BG. Umbilical cord blood collection, banking, and
transplantation: current status and issues relevant to perinatal caregivers. Birth
2000; 27(2):127-35.

Referéncias Bibliograficas 60


http://www.inca.gov.br/
http://www.inca.gov.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Thomson%20BG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Solves P, Moraga R, Saucedo E, Perales A, Soler MA, Larrea L, et al.
Comparison between two strategies for umbilical cord blood collection. Bone
Marrow Transplant 2003; 31(4):269-73.

Sparrow RL, Gauchi JA, Ramadi LT, Waugh CM, Kirkland MA. Influence of
mode of birth and collectionon WBC yields of umbilical cord blood units.
Transfusion 2002; 42:210-5

Surbek DV, Visca E, Steinmann C, Tichelli A, Schatt S, Hahn S, et al.Umbilical cord
blood collection before placental delivery during cesarean delivery increases cord
blood volume and nucleated cell number available for transplantation. Am J Obstet
Gynecol 2000; 183(1):218-21.

[My paper]Tsagias N, Kouzi-Koliakos K, Karagiannis V, Alamdar DHi, Koliakos
G. Time and temperature before processing influence the recovery of umbilical
cord blood hematopoietic progenitors. Transfusion 2007; 47 (8):1550

U-pratya Y, Boonmoh S, Promsuwicha O, Theerapitayanon C, Kalanchai L,
Chanjerboon V, et al. Collection and processing of umbilical cord blood for
cryopreservation. J Med Assoc Thai 2003; 86(11):1055-62

Wada RK, Bradford A, Moogk M, Yim R, Strog DM, Drachman J, et al. Cord
blood units collected at a remote site: a collaborative endeavor to collect
umbilical cord blood through the Hawaii Cord Blood Bank and store the units at

the Puget Sound Blood Center. Transfusion 2004; 44 (1): 111,

Zhou SL, Song DG, Shen BJ, Pan J. Quality Control in Umbilical Cord Blood
Bank. Zhongguo Shi Yan Xue Ye Xue Za Zhi. 2001 Mar; 9(1):86-90.

Referéncias Bibliograficas 61


/auth:Tsagias,N
/auth:Kouzi-Koliakos,K
/auth:Karagiannis,V
/auth:Alamdari,DH
/auth:Koliakos,G
/pmid:17655601
/pmid:17655601

7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Tempo coleta-processamento e qualidade de amostra de sangue de cordao
umbilical

Responsavel: Dr. Ubirajara Costa Ferraz

Nome:
ldade: RG:
Endereco: Telefone:

Numero do prontuario médico:

NuUmero no estudo:

Eu entendo que fui convidada a participar em uma de um estudo que vai
utilizar o sangue do corddao umbilical apdés o meu parto e que o objetivo é
realizar exames de laboratério no material colhido.

Foi me explicado que o sangue do corddo umbilical sera retirado apés o
parto e depois da ligadura do corddo, ndo existindo nenhum risco que possa afetar
a minha saude ou a do meu filho(a) e que o sangue coletado seria desprezado
junto com a placenta. Também fui informada que o sangue colhido sera descartado
apos a realizacdo dos testes laboratoriais necessarios para a realizacao do estudo.
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Eu entendo que nao obterei nenhuma vantagem direta com a minha
participacdo nesse estudo e que qualquer duvida que eu venha a ter ou
informacgédo adicional que eu venha a querer poderei contatar o Dr. Ubirajara
Costa Ferraz no Tel.: 012-3635.3388 ou Comité de Etica e Pesquisa da
UNICAMP no tel. (19) 3788.8936.

Também entendo que todas as informacdes médicas, assim como 0s
resultados desta pesquisa serdo mantidos em sigilo e, se os resultados ou
informacgdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica,

nenhum nome serd utilizado.

Sei que minha participacdo € voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no
estudo a qualguer momento, sem comprometer os cuidados meédicos que

recebo atualmente ou receberei no futuro.

Eu confirmo que o Dr. Ubirajara Costa Ferraz explicou-me o objetivo do
estudo, os procedimentos aos quais serei submetida e a inexisténcia de risco ou
desconforto. Eu li e/lou me foi explicado, assim como compreendi esse formulario

de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG do participante

Assinatura do participante Data
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7.2. Anexo 2 - Ficha de registro de coleta de SCU

FICHA DE REGISTRO DE COLETA DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL

Tempo coleta-processamento e qualidade da amostra de sangue de cordao
umbilical

NUMERO DE ESTUDO: |_ | | |

Dados da Identificacao:

RN de
RG: Idade:

Numero de prontuario médico

Data:

Obstetra:

Maternidade:

NUmero da bolsa de coleta:

Endereco:
Cidade: Est.: CEP:
Telefone residencial: Telefone comercial:
Gesta:|__| | Para:|__| | Aborta/:|_|_| Normal:|__| | Ceséarea:|_ | |
Idade gestacional: |__|_ | semanas
Sexo RN: |__| —homem |__| —mulher
Raca RN: || —branca |__| — n&o branca
Bolsa rota: |__|—Sim |__|—Nao
| (.

Tempo de bolsa rota: | — menos de 18 horas | — mais de 18 horas
Peso RN: ||| | |—gramas

Apgar: 1 minuto: |__ || ||| 5 minutos
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Dados da coleta:

Parto: |__| = via vaginal |__| — via cesariana
Coleta: |__| — pré-dequitacao |__| — pbs-dequitagéo
Intercorréncias com o parto: |__| —sim | |—-nao

Inicio da coleta: || ||| horas/min

Término da coleta: ||| |_|horas/min

Intercorréncias com a coleta: || —sim || -néo

Descrigcao:

Coletado por:

Assinatura do coletador:
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7.3. Anexo 3 - Identificacao da bolsa

Tempo coleta-processamento e
qualidade da amostra de sangue
de cordao umbilical

Numero do estudo: || | |
Material: Sangue de Cordao Umbilical
Taubate,

Horadacoleta:| | | | | hora/min
Coletado por:

Anexos 66



7.4. Anexo 4 - ficha de coleta de dados

FICHA DE COLETA DE DADOS

Tempo coleta-processamento e qualidade de amostra de sangue de cordao

umbilcal

NUMERO DE ESTUDO: | | | |

Datadacoleta:| | | | | | |

Horadacoleta:| | | | | Horas/min

Temperatura entre 4° e 24° C: || 1-Sim
Processamento Até 24 hs Ate 48 hs

Ne cels nucleadas: || | x 108 || |x108

Ne cels viaveis: || |x108 || |x108
Necels CD34+: | | |x10° || |x10°
Contaminacao: || 1—presente |_|2-—ausente

|| 2-Nao
Até 72 hs

|| |x108
|| |x108

|| |x10°
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7.5. Anexo 5 — Aprovacio do Comité de Etica da Unicamp

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

54 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

5 (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

® www.fem. unicamp.br/pesquisa/etica/index. html
2 cep@ fem.unicamp.br

CEP, 20/12/05.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 768/2005
CAAE: 1702.0.146.275-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “TEMPO COLETA-PROCESSAMENTO E QUALIDADE DA AMOSTRA DE
SANGUE DE CORDAO UMBILICAL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ubirajara Costa Ferraz

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 05/12/05

>3

11 - OBJETIVOS

A pesquisa visa avaliar a associagdo do tempo entre coleta-processamento com alteragdes
na qualidade da amostra de sangue de corddo umbilical.

11 - SUMARIO

Trata-se um estudo observacional de coorte longitudinal que utilizard como sujeito o
sangue de corddo umbilical coletado no terceiro periodo do parto de parturientes. O sangue do
corddo umbilical sera coletado, na Maternidade do Hospital Universitario da UNITAU, Taubate-
SP, de 20 parturientes, sendo enviado para processamento no Banco de Sangue de Corddo
Umbilical onde serio realizados testes laboratoriais que verificam a qualidade da amostra
(numero de células nucleadas, células varidveis, células CD34" e presenga de contaminagio). As
amostras de sangue do corddo umbilical colhidas serdo descartadas apos realizagio dos testes
laboratoriais.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A utilizag@o do sangue de corddo umbilical como fonte de células tronco apresenta
algumas vantagens sobre a utilizagdo de medula 0ssea, como maior facilidade de localizagéo da
amostra e avaliagio de compatibilidade antigeno leucocitario humano (HLA), auséncia de risco
para o doador (mde e recém-nascido), menor risco de transmissio de doengas infecciosas,
diminuig¢do do risco de reagdo grave enxerto-hospedeiro € menor exigéncia de compatibilidade
HLA para selegdo doador-receptor). O projeto esta bem estruturado com critérios e objetivos
definidos. O TCLE esta bem resumido, porém explicativo. Apresenta orgamento detalhado para
material de consumo, exames laboratoriais e transporte de amostras.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n3o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
- Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), €xceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
iunto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X1I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de dezembro de 2005.

Prpﬁ%en Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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7.6. Anexo 6 — Aprovacdo da Comissao de Etica da FUST - Taubaté.

UNITAU

FUST — FUNDACAO UNIVERSITARIA DE SAUDE DE TAUBATE
Comisséo de Etica Médica

HOSPITAL UNIVERSITARIO - C.G.C. 48 965 184/0001-80 Av. Granadeiro Guimaries, 270, GEP - 12020-130
TELEFONE: (012) 36257527 TELEFAX: (012) 36257573

PARECER DA COMISSAO DE ETICA MEDICA SOBRE O PROJETO DE
PESQUISA INTITULADO “TEMPO DE COLETA-PROCEDIMENTO E
QUALIDADE DA AMOSTRA DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL”

Autor(a): Dr. Ubirajara Costa Ferraz

Em resposta a vossa solicitagio de parecer da Comissdo de Ftica
Meédica do Hospital Universitario de Taubaté, sobre o trabalho acima, que contara
com a sua participagdo, vimos por meio deste comunicar que o protocolo deste
trabalho foi por nds analisado e a ele conferimos a nossa aprovagéo integral, visto
que respeita todos os principios éticos fundamentais da pesquisa biomédica,
com risco pequeno e com necessidade do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Taubaté, 17 de fevereiro de 2006.
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”ér. Ailton Augustifiho Marc]if
Presidente da Comissdo de Etica Médicia
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