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Introduction: Multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) infu-
sions for type 1 diabetes mellitus (T1DM) are a novel therapeutic
approach aiming immune modulation and preservation of residual
pancreatic beta cells. MSC infusions are being used in our institu-
tion to treat T1DM in an experimental protocol. Unlike most indica-
tions for MSC applications, T1DM patients are immunocompetent
and do not have co-morbidities, therefore allowing identification of
subtle acute adverse effects to cell infusions. Our objective was
to evaluate the occurrence of acute adverse reactions associated
with allogeneic MSC infusions in T1IDM patients. Patients and
Methods: In our facility, we have a T1DM protocol with 8 already
enrolled patients (4 adults and 4 children). Bone marrow (BM)
MSC cultures were derived from BM-aspirates obtained from 9
related allogeneic donors selected according the current proto-
col for BM transplantation. Clinical-grade MSCs were generated
under good manufacturing practice conditions. BM mononuclear
cells (MNC-BM) were obtained by Ficoll-HypaqueTM gradient
centrifugation. MSCs were isolated by plastic adherence and
expanded ex vivo by culturing in culture flasks (175 cm2) with
a-MEM enriched with 15% of fetal bovine serum. At confluence,
MSCs were harvested, washed and resuspended in saline solu-
tion with 5% human albumin and 5% ACD and infused through a
membrane filter (170um). Microbial contamination was assessed
in each passage and immediately before the infusion. The pa-
tients have already received a total of 62 BM-MSCs infusions.
Results: 7 out of 8 (87. 5%) patients presented some adverse re-
action, all of them mild. The most commons adverse effects were
[Number of patients experiencing adverse reactions (%); Total of
adverse events (%)]: Headache [4 (50%); 11 (18%)]; Mild cough
[3(38%); 12 (19%)]; Fever [3 (38%); 5 (8%)]; Malaise [2 (25%); 10
(16%)]; Chills and tremors [2 (25%); 9 (15%)]; Thoracic pain (mild)
[2 (13%); 5 (8%)]; Facial redness [2 (25%); 4 (7%)]; Respiratory
discomfort (mild) [2 (25%); 3 (5%)] and Nausea [2 (25%); 2 (3%)].
One patient presented enlargement of both parotid glands, start-
ing about 2hs after the third infusion, which persists to this day,
22 months after infusion. Ultra-sound evidenced bilateral parotid
enlargement; and amylase serum levels persisted elevated up to
four months. Parotid gland biopsy did not show abnormalities.
Three patients had mild cough for 4-8 hs after infusions. One of
them was submitted to spirometry, before and after the following
infusion, which resulted normal despite recurrence of the same
symptom (curiously, this patient also referred improvement of an
associated atopic dermatitis after cell infusions). Two patients had
a clinical picture suggestive of inflammatory reaction. All adverse
effects resolved spontaneously or with analgesics. Discussion:
Risks related to MSC infusions are not completely known. To date
no significant adverse events were reported. However, there is a
scarcity of reports of acute adverse reactions to MSC infusion. A
confounding aspect is the background disease, which could influ-
ence the appearance or perception of acute adverse effects. For
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this reason, we believe that patients with T1DM are the most ad-
equate group of patients to study this issue, as they are relatively
healthy, and acute adverse events could be attributed exclusively
to the infusion.
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CONGELAMENTO DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL
E PLACENTARIO UTILIZANDO BOLSAS DE 25 ML, CA-
MARA COM DECAIMENTO PROGRAMADO DE TEMPERA-
TURA E ARMAZENAMENTO EM TANQUE DE NITROGE-
NIO LIQUIDO

Alvarez KCA', Kondo AT', Mazieiro DA, Oliveira DC', Araujo ICC',
Colesanti MV', Campos TCXB', Ribeiro AAF", Sakashita AM', Kut-
ner JM'

"Hospital Israelita Albert Einstein

Introducgéo: O sangue de cordao umbilical e placentario (SCUP)
é uma fonte de células-tronco hematopoéticas, podendo ser uti-
lizada em transplante de medula 6ssea para pacientes sem doa-
dores compativeis. O congelamento e armazenamento de SCUP
sdo considerados pontos criticos ao processo. De acordo com
a metodologia empregada pode haver variagdo na validade fi-
nal do produto. Objetivo: Necessitando de técnicas alternativas
para Backup, foi validado o processamento e congelamento em
bolsas de 25 mL de SCUP, congeladas em camaras com decai-
mento programado de temperatura, armazenadas em tanques de
nitrogénio liquido e posteriormente transferidas ao sistema Bio
Arquivo. Material e Métodos: Na metodologia atual as bolsas
sdo processadas e congeladas / armazenadas no sistema Bio
Arquivo. Para a validagdo do método Backup foram analisadas
7 unidades de SCUP. O processamento foi similar ao utilizado
na rotina, porém o congelamento foi realizado em camaras com
decaimento programado de temperatura, o armazenamento foi
em tanques de nitrogénio liquido e, em até 48 horas, as uni-
dades foram transferidas para o sistema Bio Arquivo. Resul-
tados: A viabilidade média pré congelamento foi de 97%, as
unidades permaneceram congeladas por um periodo médio de
48 dias (34-57). No descongelamento a viabilidade média, com
corante tripan blue foi de 86% (79-96) e por citometria de fluxo
foi de 74,5% (55-88). Realizado o ensaio clonogénico de todas
as unidades com crescimento dentro do esperado, média de
6,98 x 105 (4,15-13,21). Conclusb6es: Embora 2 unidades te-
nham apresentado viabilidade por citometria de fluxo de 55,2%
e 58,2%, o crescimento de CFU foi dentro do esperado, 13,21 x
105e 4,2 x 105 respectivamente. O tempo entre o descongela-
mento do material e a realizagcdo do teste pode ter influenciado
no resultado final da viabilidade. A automatizacao do sistema Bio
Arquivo para o congelamento e armazenamento das amostras
é um grande diferencial a qualidade do produto dentro de um
servigo de criopreservacao. A técnica, congelamento programa-
do, armazenamento em tanques de nitrogénio liquido e posterior
transferéncia para o Bio Arquivo, estabelece um método backup
valido de armazenamento temporario das unidades de SCUP.
Para a utilizagdo deste método um sistema de localizagéo de bol-
sas deve estar disponivel.
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VIABILIDADE CELULAR DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOETICAS: COMPARATIVO ENTRE AS TECNI-
CAS DE TRIPAN BLUE E DE CITOMETRIA DE FLUXO

Alvarez KCA', Kondo AT', Mazieiro DA', Oliveira DC', Araujo
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Sakashita AM', Kutner JM'
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Introdugéo: O teste de Viabilidade Celular € uma avaliagdo qua-
litativa das Células Progenitoras Hematopoéticas (CPH) realizada
in vitro. O teste pode servir para validagdo de novas técnicas de
processamento e criopreservagao, controle de qualidade de coleta,
congelamento e armazenamento de CPH ou avaliar o potencial do
material a ser utilizado para transplante. O objetivo deste trabalho
é comparar os resultados da viabilidade realizados pela técnica de
coloragéo por tripan blue e por citometria de fluxo utilizando 7AAD.
Material e Métodos: Foram analisadas: - 771 unidades pos pro-
cessamento de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario (SCUP),
coletados no periodo de 04/2011 a 05/2012. - 63 unidades foram
utilizadas para Controle de Qualidade, p6s congelamento, sendo
8 unidades de Medula Ossea (MO), 20 unidades de Células Pro-
genitoras de Sangue Periférico (CPSP) e 35 SCUP no periodo de
01/2011 a 05/2012. Para a técnica de tripan blue é acrescentado
corante a amostra previamente diluida e realizada a contagem total
de 200 células entre viaveis e inviaveis, em camara de newbauer.
Para a viabilidade por citometria de fluxo a amostra é marcada com
7AAD, incubada, as hemacias sdo hemolisadas e a leitura € em
citbmetro de fluxo. Resultados: As unidades de SCUP pds proces-
samento tiveram média de viabilidade por tripan blue de 97,8% (87
- 100) e citometria de fluxo de 94,08% (77 - 99,5). Das unidades do
controle de qualidade com testes pos descongelamento obtivemos
os seguintes resultados: - MO com intervalo médio de congelamen-
to de 66 meses (27-180) a média de viabilidade por tripan blue foi
de 83,8% (70,5 - 90) e por citometria de fluxo 71,4 (48 - 88) - CPSP
com intervalo médio de congelamento de 58 meses (16 - 100) a
média de viabilidade por tripan blue foi de 81,9 % (70 - 93) e por
citometria de fluxo 77,03 (53,1 - 91) - SCUP com intervalo médio
de congelamento de 46 meses (13 - 77) a média de viabilidade por
tripan blue foi de 86,5 % (73 - 98) e por citometria de fluxo 73,3 (45,2
-99). Conclusdes: A técnica de citometria de fluxo demonstra maior
especificidade em relagéo ao tripan blue. Amostras a fresco tem re-
sultados com menor discrepancia, demonstrando que o tempo entre
o descongelamento da amostra e a realizagdo do teste pode ter
influéncia, principalmente no resultado da citometria de fluxo. Todas
as amostras do Controle de Qualidade tiveram CFU com resultado
dentro do esperado. O standard do FACT, AABB e a RDC 56 reco-
mendam a andlise da viabilidade celular pela técnica de citometria
de fluxo. Como garantia de seguranga o Hospital Israelita Albert
Einstein padroniza as 2 técnicas em sua rotina.
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O diabetes melito do tipo 1 € uma doenca autoimune, em que ocorre
inflamacéo e destruicdo progressiva das células beta pancreaticas,
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produtoras de insulina. As células mesenquimais (MSCs) tém sido
aplicadas na medicina regenerativa por seus efeitos imunomodula-
dores, por secregao de agentes tréficos e, possivelmente, por induzir
reparo de tecidos lesados. O presente estudo avaliou a seguranga
e eficacia de injecbes endovenosas de MSCs derivadas de medula
6ssea de doadores aparentados, em pacientes portadores de diabe-
tes melito do tipo 1 recém diagnosticado. Oito pacientes, com idade
variando de 12 a 31 anos, sendo seis do sexo feminino, todos tendo
recebido o diagnoéstico de DM1 ha menos de 6 semanas, foram in-
cluidos no estudo. Os doadores foram parentes de primeiro grau nao
portadores de diabetes ou qualquer outra doenga autoimune. Aproxi-
madamente 100ml de medula dssea foram aspirados do osso iliaco
em centro cirlrgico, sob sedagéo e ventilacdo ndo-invasiva. O mate-
rial foi prontamente enviado a laboratorio de cultura celular do Hemo-
centro e Centro de Terapia Celular de Ribeirdo Preto. Apds aproxima-
damente 5 semanas em cultura, e obtengao de numero suficiente de
células (minimo de 1 x 106 MSCs/kg do receptor por dose), as células
passaram a ser infundidas nos receptores diabéticos. Cada paciente
recebeu 7 ou 8 infusdes endovenosas, sendo as 3 ou 4 primeiras
com intervalo semanal, e as demais com intervalo mensal. O nimero
médio de células infundidas por paciente foi de 2,7 x 106MSCs por
quilograma de peso, por dose, variando de 1,2 a 7,1 x 106. Duas des-
sas pacientes, entretanto, receberam doses mais elevadas de MSCs,
comparadas aquelas dos demais pacientes. Todos os pacientes fo-
ram acompanhados durante todo o periodo do estudo por equipe de
transplante de medula 6ssea, hemoterapia e endocrinologista. Nao
houve eventos adversos graves durante ou sucedendo as infusdes
de células mesenquimais, mas alguns pacientes apresentaram tosse
seca, cefaléia, febre. mialgia, nauseas e rash cutaneo, entre outros
eventos leves relatados, que foram associados as infusdes e pron-
tamente resolvidos com medicamentos sintomaticos. Duas pacien-
tes, coincidentemente aquelas que receberam maiores doses de
células, apresentaram diminuicdo importante das necessidades
insulinicas apo6s as infusées, mantendo uso de baixas doses de
insulina exégena (<0,2 Ul/kg/dia) por pelo menos 33 e 21 meses
apos a Ultima dose de células. Uma dessas pacientes apresentou
gestagao apds o término das infusdes, que evoluiu a termo, sem
intercorréncias e sem descompensacao do diabetes. Os demais
seis pacientes apresentaram redugéo transitoria e nao distinguivel
de fase de “lua de mel’durante as infusées, retomando o uso de
doses semelhantes as iniciais ao término das infusdes. Trés pa-
cientes concluiram as infusdes dentro dos ultimos trés meses, tem-
po ainda curto para afirmar resultados terapéuticos. Soro e sangue de
todos os pacientes encontram-se armazenados, para analises imuno-
l6gicas e para dosagem de peptideo C endodgeno. Tais andlises seréo
realizadas quando todos os pacientes completarem pelo menos seis
meses de seguimento pds-infusées. Conclui-se que as infusdes de
MSCs sédo seguras, porém sua eficacia mostra-se variavel entre os
pacientes, devendo ser avaliados fatores que possam ter influenciado
tal variabilidade, como a dose de células infundidas.
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Hematopoiesis has been well described in murine models in re-
cent decades, however, studies demonstrating the mechanisms
of hematopoiesis in humans are still scarce. The first human
embryonic stem cells line (hESCs) derived in 1998, has gener-
ated new perspectives about the study of hematopoiesis as in
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attempting to mimic what naturally occurs during embryonic de-
velopment, as for clinical application of hematopoietic cells ob-
tained from the differentiation of these cells. However, although
numerous studies have shown the production of hematopoietic
cells derived from hESCs, the protocols have generated varying
quantities of cells with low efficiency and functional properties of
primitive stem cells. Thus, this study sought to establish a novel
model for hESC-H1 differentiation in hematopoietic progenitor
cells so that they could be better characterized and obtained more
efficiently. For this way, we developed an in vitro differentiation
system based on co-culture of hLESC-H1 line with murine stromal
cells in differentiation medium supplemented with fetal calf se-
rum (FCS) and cytokines and hematopoietic growth factors in low
concentrations. As a result, the development of this study allowed
the establishment of a method for generation of mixed population
of cells enriched in hematopoietic progenitor cells positive for the
marker CD45, which proved to be co-expressed with other hema-
topoietic markers (CD31, CD43, CD71 and CD38), and mature
hematopoietic cells positive for myeloid-specific markers (235a,
CD14, CD15, CD16) and morphological characteristics typical. It
was shown that these cells expressed genes related to primitive
and definitive hematopoiesis (CD45, CD31, runx1, TAL1, LMO2,
prom1, CD34 and NOTCH1), and had clonogenic potential in vitro
of 1/574 plated cells. In addition, we corroborate the findings that
hematopoietic cells have two distinct origins: they can arise as
from the hemogenic endothelium as from cells with hemangio-
blastic properties by hemogenic endothelium-independent way.
The observations of the predominance of lineage-specific precur-
sors during differentiation opens up alternatives to select specific
cell populations to direct the differentiation to specific mature he-
matopoietic lineages in vitro for future clinical applications and
insights into ontogeny of hematopoietic lineages, both in ES cell-
derived cultures and during normal development. Cytochemical,
ultrastructural and functional studies in vivo are being conducted
to better characterize these cells. Financial Support: CNPq,
INCTC, FAPESP, FINEP.
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LICAL
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Introdugé@o: O Banco Publico de Sangue de Cordao Umbilical
(BPSCU) do Hospital Israelita Albert Einstein iniciou suas ativida-
des em 2004 e até abril de 2012 foram coletadas 8468 unidades
de sangue de cordao umbilical e placentario (SCUP). O SCUP é
uma fonte alternativa para o transplante de medula 6ssea, ten-
do como vantagem a rapida disponibilidade e menor exigéncia de
compatibilidade em comparagao com outras fontes. Existem situ-
acdes onde um paciente que esta em tratamento para doencas
com indicagao para transplante de medula 6ssea e ha a oportu-
nidade de coleta de SCUP aparentado. Estas unidades aparenta-
das séo direcionadas exclusivamente para o paciente e estudos
demonstram probabilidade de uso quando a coleta é realizada en-
tre parentes de primeiro grau, isto é, entre irméos. Entre as 8468
unidades coletadas, 5 tiveram indicagdo médica para uso aparen-
tado. De acordo com os critérios do BPSCU qualquer solicitagéo
de coleta SCUP aparentada deve seguir um protocolo, que conste
solicitagdo médica incluindo o diagndstico do receptor. O BPSCU
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somente atendera esta solicitagdo mediante a aprovagédo do Co-
mité Médico. Método: 05 unidades aparentadas coletadas pelo
BPSCU foram realizadas de acordo com o procedimento operacio-
nal padréo. O diagnéstico dos receptores foram, 03LLA, 02 LMA.
Destas 05 amostras coletadas, 04 atingiram os critérios minimos
para processamento e armazenamento. Destas 04 unidades co-
letadas 01 foi transplantada. O transplante foi realizado em uma
crianga com LLA, e resultou em sucesso, sendo que o periodo
de aplasia medular foi inferior a 15 dias. Conclusao: Embora a
coleta aparentada de SCUP seja uma opgéo para o tratamento de
alguns pacientes, muito pouco deste trabalho é divulgado. Este
tipo de transplante tem sido relacionada com alta taxa de sucesso
de acordo com dados internacionais .
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