
Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de

Sangue, Tecidos e Células

- Capacitação de agentes do SNVS -

Validação do processamento e Validação do processamento e 

criopreservação de células 
Andrea Tiemi Kondo

Hospital Israelita Albert Einstein

São Paulo/SP 
Julho de 2016



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

Validação do processamento e criopreservação de células

Introdução

Célula tronco

Tipos de transplante

Processamento da célula-troncoProcessamento da célula-tronco

Criopreservação da célula-tronco

Criando um modelo de validação

Exemplos de validação

Conclusão



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

1. Introdução
Diferenciação

Proliferação
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1. Introdução
Plasticidade
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1. Introdução

Um célula tronco aqui, 
outra ali...



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

1. Introdução

1891 - Brown-Séquard e d’Arsonval

Infusão de extratos de medula óssea para o tratamento 
de leucemias

1957 – Thomas 

Primeiro transplante de medula óssea

5 pacientes

Óbito até 100 dias de transplante

1977 – Thomas

100 pacientes submetidos a transplante

Compatibilidade HLA

Sobrevida de 13% em 4 anos
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1. Introdução

1980 – Hansen 

Primeiro transplante não aparentado

1989 – Gluckman

Primeiro transplante com sangue de cordão umbilicalPrimeiro transplante com sangue de cordão umbilical
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1. Introdução

NEJM 2007; 375: 1472-5   
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1. Introdução

Célula tronco - Onde obter

Medula óssea

1 a 5% células CD 34 positivas

Coleta cirúrgica de medula ósseaColeta cirúrgica de medula óssea
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1. Introdução

Célula tronco - Onde obter

Sangue periférico

Menos de 1% circulante

Necessidade de mobilizaçãoNecessidade de mobilização

Coleta por aférese

Dificuldade devido ao volume 
extracorpóreo
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1. Introdução

Célula tronco - Onde obter

Sangue de cordão umbilical

Fonte alternativa de células progenitoras

Grande capacidade proliferativaGrande capacidade proliferativa
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1. Introdução

Fonte Características Desvantagens

Célula progenitora por
aférese

Facilidade de coleta
Sem necessidade de anestesia
Elevada contagem de células

Efeitos adversos G-CSF
Possibilidade de cateter venoso central
Maior risco de DECH

Medula óssea Menor incidência de DECH Coleta sob anestesia
Dificuldade de coleta se discrepância de peso 
entre receptor e doadorentre receptor e doador
Limitado número de células progenitoras

SCUP Facilidade de coleta
Sem risco para doador
Disponibilidade imediata
Baixo risco de doenças transmissíveis
Aceitável compatibilidade parcial
Custo?

Limitado número de células progenitoras
Tempo de pega prolongado
5-15% falha de enxertia
Doenças genéticas não identificadas

Gluckmann E et al. Br J Haematol 2011: 154; 441-7
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1. Introdução
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2. Tipos de transplante

Transplante autólogo

Quimioterapia

Descongelar e 
infundir o produto

Células neoplásicas 
e medula óssea 

destruídas

Processar e congelar 
o produto
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2. Tipos de transplante

Transplante alogênico

Processar o produto

Infusão do produto 
a fresco
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3. Processamento da célula-tronco: transplante autólogo

Em geral a fonte de célula tronco é de sangue periférico

Processamento para:

Redução do volume a ser congelado

Maior aproveitamento de espaço.Maior aproveitamento de espaço.

Menor consumo de insumos

Menor volume de crioprotetor a ser usado

Medula óssea

Processamento para redução de hemácias
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3. Processamento da célula-tronco: transplante alogênico

Proteção do receptor

Evitar complicações da incompatibilidade ABO.

Redução do volume nos receptores pequenos.

CriopreservaçãoCriopreservação

Situações raras
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3. Processamento da célula-tronco: transplante alogênico

Proteção do receptor

Evitar complicações da incompatibilidade ABO.

Hemácia A

Paciente O positivo

Anti – A

Anti – B

Medula óssea A 

positivo Hemólise com risco de vida!

Impacto no resultado do transplante
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3. Processamento da célula-tronco: transplante alogênico

Retirar plasma:

Doador O e receptor A ou B ou AB

Doador A  e receptor AB ou B

Doador B e receptor A ou ABDoador B e receptor A ou AB

Retirar hemácias:

Doador AB e receptor A ou B ou O

Doador A e receptor B ou AB ou O

Doador B e receptor A, AB ou O
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3. Processamento da célula-tronco: transplante alogênico
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3. Processamento da célula-tronco: transplante alogênico
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3. Processamento da célula-tronco: retirada de plasma

Processo semi-automatizado

Centrifugação do produto

Retirada por extrator manual
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3. Processamento da célula-tronco: retirada de hemácias

Método gravitacional

Uso de 
hemossedimentante

Processo demorado

Método automatizado

Uso de 
hemossedimentante

Processo demorado

6-8 horas

Resultados variáveis

3-4 horas

Resultados variáveis
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Recuperação celular

Toda redução de volume pode levar a uma grande perda 
de células

Fatores associados a baixa recuperação

Calibração de centrifugas
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Dose de células no transplante

Doses maiores 
estão associadas a 
recuperação mais 

Glaspy JA, et al. Blood. 1997;90(8):2939-2951. 

recuperação mais 
precoce
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Calibração de centrifugas e outros equipamentos para 
processamento

Periódica – manutenção preventiva

Mudança de local

Mudança de equipamento / atualização de software

Método:

Centrifugação de produtos e avaliação da recuperação 
celular

Qual produto utilizar?

Realidade versus simulação
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Insumos críticos

Definir

HIAE: Insumos que entram em contato com paciente 
ou produto e que possam comprometer a segurança 
do paciente ou qualidade do produtodo paciente ou qualidade do produto
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Insumos críticos

Qualificar o insumo

HIAE: insumos críticos recebidos recebem uma 
etiqueta amarela

Após qualificação – etiqueta verde e autorizando 
uso
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Insumos críticos
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Meta não atingida

Definir

HIAE: 

Recuperação celular >85% para aférese e >80% Recuperação celular >85% para aférese e >80% 
para medula

Casos de incompatibilidade com redução de 
hemácias >70% de recuperação celular
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos

Treinamento da equipe

Definir periodicidade

Avaliar desempenho

HIAE: HIAE: 

Treinamento inicial

Avaliar capacitação anualmente

Acompanhar 3 procedimentos em cada 
método e resultado obtido
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3. Processamento da célula-tronco: pontos críticos
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4. Criopreservação da célula-tronco: transplante autólogo

Em geral o produto autólogo é criopreservado

Criopreservação ideal

Mínima perda celular

Preserva a função das célulasPreserva a função das células
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4. Criopreservação da célula-tronco: transplante alogênico

Raramente o produto alogênico é criopreservado

Necessário quando o componente for estocado por mais de 
48 horas

Protocolo de criopreservação semelhante ao autólogo
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4. Criopreservação da célula-tronco

Tipos de lesão que podem ocorrer durante a criopreservação celular.

De Santi, G, 2009
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4. Criopreservação da célula-tronco

Princípios

Diminuição da atividade da bomba de sódio

Mudança de fase dos lipídios da membrana: interfere 
com a função de enzimas

Precipitação de substâncias: alteração da composição 
das soluções e do seu pH

O resfriamento rápido leva a lesão e morte celular por 
“choque térmico”
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Tipo de solução crioprotetora

Dimethyl sulfóxido (DMSO)

Rápida difusão para o interior da célula

Concentração de 5%-10%Concentração de 5%-10%

Hydroxyethil starch (HES)

extracelular

uso juntamente com DMSO

Soluções para congelamento

DMSO 10%

DMSO 5% + HES 6%

Salina + proteína (albumina ou plasma)
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Uso de crioprotetor

Doses de 
crioprotetor

podem influenciar 
na recuperação 
pós transplante
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Uso de crioprotetor

Importante a 
validação do 
método de 

congelamento e a 
recuperação 

celular
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Concentração de células nucleadas

Avaliar a 
concentração 

celular e a 
recuperação de 

células pós 
congelamento
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Armazenamento pré-criopreservação

Menor tempo de 
estocagem com 

melhor 
recuperação das recuperação das 

células 
progenitoras
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Velocidade de congelamento da temperatura para 
congelamento

Decaimento programado de temperatura

DMSO 10%

DMSO 5% + Starch 6%

Sem decaimento programado de temperatura

DMSO 5% + Starch 6%
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Fases do processo                                               Curva de congelamento
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Equipamentos para criopreservação

Freezer

Tanques de nitrogênio

Controles de temperaturaControles de temperatura
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4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Equipamentos para criopreservação

Congeladora programada

Validação adequada

Acompanhamento de performance - indicadorAcompanhamento de performance - indicador



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

4. Criopreservação da célula-tronco: pontos críticos

Manutenção da capacidade proliferativa

Ensaios de cultura versus testes por citometria de fluxo
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Validação

Evidência documentada que atesta que um processo 
específico produzirá um produto de forma consistente, 
que cumpra com as especificações pré-definidas e 
características de qualidadecaracterísticas de qualidade

O que deve ser validado?

Todo processo que seja crítico e tenha impacto na 
segurança do produto ou paciente

Deve ser realizada para cada metodologia de 
processamento e criopreservação
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Plano mestre de validação

Selecionar equipe para sua realização

Treinada e qualificada para a atividade

Cronograma de execução da validaçãoCronograma de execução da validação

Qualificação dos equipamentos utilizados na validação 
com relatórios 

Qualificação Desenho

Qualificação de Instalação

Qualificação de Operação

Qualificação de Performance ou Desempenho
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Plano mestre de validação

Qualificação dos insumos

Procedimentos operacionais padrão relacionados

Especificação do produto avaliadoEspecificação do produto avaliado

Métodos de análise validados

Critérios de aceitação
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Que produto validar?

Validação inicial versus revalidação

Produto muitas vezes sem possibilidade de nova coleta 
sem risco para doador

Aférese – risco da mobilização, necessidade de 
acesso venoso

Medula óssea – limite de volume a ser coletado (20 
ml/kg do doador). Nova coleta após 30 dias

Cordão umbilical – ausência de risco ao doador, 
porém uso em validação leva ao desprezo do produto
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Que produto validar?

Validação com produto similar – sangue de cordão 
umbilical ou sangue total

Uso de produtos de descarte 

Realidade versus simulação

Validação em uso

Respaldo da literatura para uso
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Toda validação deve:

Ter um plano previamente estabelecido, incluindo as 
condições que serão validadas

Critérios de aceitação

Apresentação dos resultados – laudos de análise

Análise crítica dos resultados
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Toda validação deve:

Revisão do documento e aprovação

Quem aprova a validação?

Diretor do serviçoDiretor do serviço

Sugerida avaliação pelo sistema de gestão da 
qualidade
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Ponderar pontos críticos do seu processo

Sempre que possível considerar revalidar etapas críticas:

Etiquetas utilizadas nas bolsas criopreservadas

Efeito da cola das etiquetas no produto congeladoEfeito da cola das etiquetas no produto congelado

Qualificação do insumo

Aderência adequada da etiqueta

Impressão adequada, sem perda de informação
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5. Criando um modelo de validação para células-tronco

Quando revalidar?

Mudança de procedimento

Mudança de quipamento

Sugestão de acompanhamento de indicadoresSugestão de acompanhamento de indicadores

Sugestão de revalidação periódica:

HIAE: A cada 2 anos
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6. Exemplos de validação
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6. Exemplos de validação



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

6. Exemplos de validação



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

6. Exemplos de validação
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6. Exemplos de validação

Qual o 
tamanho da 

amostra 
adequado?
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6. Exemplos de validação

Uma 
revalidação revalidação 

pode ter todos 
os processos 
unificados?



Qualificação e Validação aplicadas a estabelecimentos de Sangue, Tecidos e Células

6. Exemplos de validação

Resultados 
transcritos são 

adequados?
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7. Conclusão
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7. Conclusão
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7. Conclusão

A validação é fundamental para processos que envolvem
células progenitoras

Reconhecer pontos críticos permite estabelecer melhor
critérios aceitáveis na validação

Metas devem ser criadas para segurança do produto!Metas devem ser criadas para segurança do produto!
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