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O intervalo de tempo entre coleta e processamento do sangue 
de cordão umbilical influencia na qualidade da amostra?

Does the time between collecting and processing umbilical cord blood  
samples affect the quality of the sample?

Ricardo Barini1, Ubirajara Costa Ferraz2, Gregório Lorenzo Acácio2, Isabela Nelly Machado3 

ResUmo
objetivo: Avaliar a associação do intervalo de tempo entre coleta 
e processamento do sangue de cordão umbilical e a qualidade da 
amostra. métodos: As amostras de sangue de cordão umbilical, 
colhidas no terceiro período do parto, foram acondicionadas em 
caixas homologadas para transporte de material biológico, com 
monitoração da temperatura, e enviadas a um banco de sangue de 
cordão umbilical, onde foram submetidas à contagem do número de 
células nucleadas, do número de células viáveis, do número de células 
CD 34+ e pesquisa de contaminação, nos intervalos de tempo de até 
24, até 48 e até 72 horas. Os dados foram analisados pelo teste de 
variância para medidas repetidas MANOVA e comparados por meio do 
teste do χ2 de Mc Nemar, considerando-se nível de significância de 
5%. Resultados: As médias e as medianas do número de células 
nucleadas, número de células viáveis e número de células CD34+ 
tiveram quedas significativas (p < 0,0001) com o aumento do intervalo 
de tempo de coleta/processamento, sendo entre 24 e 48 horas menor 
do que a comparação entre 24 e 72 horas. Constatada correlação 
linear entre as médias de células viáveis e células CD34+ nos três 
momentos da análise. A pesquisa de contaminação foi negativa em 
todas as amostras. conclusão: O aumento do intervalo de tempo 
de coleta/processamento influenciou negativamente na contagem de 
células nucleadas, células viáveis e CD34+ e não esteve associado à 
contaminação das amostras. Foi constatada correlação linear entre a 
queda do número de células viáveis e de células CD34+.

descritores: Células-tronco adultas; Células-tronco fetais; Controle 
de qualidade; Cordão umbilical; Sangue fetal/transplante

aBstRact

objective: 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. Data were 
analyzed using the multivariate analysis of variance (MANOVA) and 
compared using McNemar’s χ2 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. conclusion: The increase in 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 decrease in 
the number of viable cells and CD34+ cells.

Keywords: Adult stem cells; Fetal stem cells; Quality control; 
Umbilical cord; Fetal blood/transplantation 

intRodUÇão
Nos últimos anos, a confirmação de que as células-tronco 
do adulto (CTA) podem se transformar em outros teci-
dos estimulou muitos cientistas a realizarem estudos nessa 
área, uma vez que essas células podem representar uma 
alternativa ao uso de células-tronco embrionárias(1). O 
sangue do cordão umbilical (SCU), uma das principais 
fontes de CTA, chamou atenção dos cientistas em razão 
da simplicidade da coleta da amostra, da ausência com-
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pleta de riscos para a mãe ou o recém-nascido, da menor 
necessidade de compatibilidade do antígeno de leucócitos 
humanos (HLA), e dos menores riscos de reação enxerto-
hospedeiro grave e de transmissão de doenças infecciosas 
e contagiosas(2). As CTA também podem ser consideradas 
uma alternativa ao uso da medula óssea para tratamento 
de várias doenças hematológicas, genéticas e oncológicas, 
tanto em crianças(2-4) como em adultos(5).

Após o tratamento bem-sucedido de um caso de 
anemia de Fanconi com um transplante de SCU(4), hou-
ve muito progresso nas pesquisas nesse campo e bancos 
de sangue de cordão umbilical (BSCU) foram criados 
na Europa, Japão, China, Estados Unidos e Brasil, en-
tre outros países.

Para capacitar um banco para ser um fornecedor de 
SCU compatível entre o doador-receptor, cerca de 12 mil 
amostras necessitam ser armazenadas para cobrir todas 
as diferentes características raciais e as diversas origens 
étnicas que constituem uma determinada população(6), e 
estas devem ser idealmente obtidas de diferentes regi-
ões geográficas. Como o SCU deve ser colhido duran-
te o terceiro período do parto(2,7,8), as equipes devem ser 
treinadas para realizar as coletas em locais geografica-
mente distantes do BSCU. Além disso, as bolsas devem 
ser enviadas em caixas com temperatura controlada, ade-
quadas para transporte de material biológico, e as amos-
tras devem ser encaminhadas para o processamento, de 
modo a evitar que os pacientes tenham que ir a outra 
cidade, tornando o armazenamento das amostras diver-
sificadas economicamente viável(9).

Há um intervalo de tempo entre a coleta do SCU 
no hospital e o processamento da amostra no BSCU, e 
tal período tende a aumentar como função da distância 
entre o hospital e o banco de sangue. Uma revisão da 
literatura sobre esse assunto revela contradições quan-
to aos efeitos desse intervalo de tempo; alguns pesqui-
sadores relataram a grave deterioração nos testes de 
qualidade após 9 horas e 24 horas, respectivamente, 
enquanto outros relataram resultados satisfatórios com 
até 36 horas(9-12). No Brasil, a Agência Nacional de Vi-
gilância Sanitária (ANVISA), órgão regulador de saú-
de, determinou que as amostras devem ser processadas 
dentro de 48 horas após a coleta(13).

oBJetiVo
O objetivo deste estudo foi estabelecer o efeito do 
tempo entre a coleta no hospital-maternidade e o pro-
cessamento de amostras no BSCU na qualidade do 
SCU. O estudo também investigou a presença ou a au-
sência de contaminação, a correlação entre o número 
de células viáveis e o número de células CD34+ nos 
intervalos de tempo definidos.

mÉtodos
Estudo descritivo, prospectivo e observacional realiza-
do em 20 amostras de SCU de pacientes que deram à 
luz recentemente, concordaram em participar do estu-
do de forma voluntária e assinaram o termo de consen-
timento livre e informado. Todas as pacientes preenche-
ram os critérios de inclusão e nenhuma delas preencheu 
os critérios de exclusão. O protocolo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Os critérios de inclusão foram: idade > 18 anos; 
idade gestacional ≥ 35 semanas; peso fetal ≥ 2.000 g; 
amniorrexe inferior a 18 horas e ausência de processos 
infecciosos durante a gravidez ou doenças que pudes-
sem interferir na vitalidade placentária. Os critérios de 
exclusão foram: sofrimento fetal grave (mecônio acima 
de ++ e Apgar < 5 no primeiro minuto) e infecção 
durante o trabalho de parto (alterações na cor ou odor 
do líquido amniótico e temperatura materna > 38oC 
durante o trabalho de parto).

O decreto RDC 153 da autoridade reguladora de saú-
de no Brasil afirma que o número total de células nucle-
adas deve ser, no mínimo, 5 x 108 e o volume da amostra 
de SCU colhido deve ser, no mínimo, de 70 mL(13). Neste 
estudo, essas exigências não foram consideradas fatores 
de exclusão, uma vez que as bolsas eram descartadas após 
a realização dos testes de controle de qualidade.

As amostras de SCU foram colhidas na maternidade 
do hospital-escola da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade de Taubaté (UNITAU), no Estado de São Paulo, 
durante o terceiro período do parto, após o nascimento e 
o clampeamento do cordão, e antes do desprendimento 
da placenta, após assepsia de um segmento do cordão e 
punção da veia umbilical, usando um sistema de bolsa top-
and-bottom (Optipress®, Baxter Healthcare).

Após a coleta, a bolsa contendo o SCU era armazena-
da em uma caixa com temperatura controlada contendo 
duas unidades de 400 g de gelo reciclável, em conformi-
dade com as especificações da International Air Transport 
Association (IATA)(14) para o transporte de material bio-
lógico para diagnóstico. A temperatura foi monitorizada 
eletronicamente com o uso do sistema Kooltrak® (Dallas 
Technologies)(15) e o sistema de leitura computadorizada 
CB Bank Manager®. As amostras foram transportadas 
por via terrestre ao BSCU Criogênesis, na cidade de São 
Paulo, Brasil. Como as duas cidades estão separadas por 
uma distância de 150 km, o intervalo de tempo entre a 
coleta e a chegada das amostras ao BSCU foi estimado 
em menos de 24 horas.

No banco de sangue de cordão umbilical, as bolsas 
foram mantidas em caixas com temperatura controlada e 
a temperatura foi monitorada continuamente. As caixas 
foram abertas rapidamente nos seguintes intervalos de 
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tempo: até 24 horas, até 48 horas e até 72 horas após 
a coleta, e 3 mL de SCU foram retirados com o uso de 
uma cânula de amostragem. As amostras foram enviadas 
para os testes de controle de qualidade mais comumen-
te usados, que incluíam contagem de células nucleadas, 
contagem de células viáveis (sem a ruptura da membrana 
celular) e contagem de células CD34+ (CD34 expresso 
nas células-tronco hematopoiéticas)(2,3,5,8-11,16-19).

A contagem de células nucleadas foi realizada em uma 
câmara de contagem Neubauer. As células viáveis foram 
contadas excluindo as células coradas pelo azul de tripan 
0,4% (Sigma-Aldrich, EUA). O número total de células viá-
veis foi calculado a partir da porcentagem de células viáveis 
multiplicada pelo número de células nucleadas. A conta-
gem de células CD34+ foi realizada com o uso do reagen-
te comercial CD34 (ProCOUNT®, Becton-Dickinson, San 
Jose, Califórnia, EUA) e a leitura foi realizada com o uso de 
citometria de fluxo (FacsCalibur®, Becton-Dickinson, San 
Jose, Califórnia, EUA). O número total de células CD34+ 
foi calculado a partir da porcentagem de células CD34+ 
multiplicada pelo número de células nucleadas.

A presença de contaminação foi investigada com o uso 
do sistema de cultura de sangue pediátrico BacT/ALERT® 
(Biomérieux)(20), uma para agentes aeróbios e outra para 
agentes anaeróbios. Tal método permite a identificação da 
contaminação sem especificar o agente bacteriano.

Os dados foram analisados usando múltiplas análi-
ses de variância (MANOVA) e comparados por meio 
do teste do χ2 de McNemar, considerando um nível de 
significância de 5%.

ResULtados
Todas as 20 caixas contendo bolsas de amostras de SCU 
chegaram ao BSCU dentro de 24 horas após a coleta. 
O volume das bolsas variou entre 31 e 139,4 mL (mé-

dia: 80,6 ± 31,7 mL; mediana: 72,5 mL). O número total 
de células nucleadas variou entre 206 milhões e 3,4 bi-
lhões, com média de 1,1 bilhão nas primeiras 24 horas, 
diminuindo para uma média de 1,03 bilhão em 48 horas 
e 841 milhões em 72 horas – diferenças que foram esta-
tisticamente significativas (p < 0,0001) (Tabela 1).

O número de células viáveis variou entre 202 mi-
lhões e 3,3 bilhões, com média de 1,1 bilhão nas pri-
meiras 24 horas, diminuindo progressivamente para a 
média de 967 milhões em 48 horas e 711 milhões em 72 
horas. Essas diferenças também foram estatisticamente 
significativas (p < 0,0001) (Tabela 1).

O número de células CD34+ variou entre 672 mil 
e 23 milhões, com média de 6,3 milhões nas primeiras 
24 horas, diminuindo progressivamente para uma mé-
dia de 5,5 milhões em 48 horas e 4 milhões em 72 ho-
ras. Tais diferenças foram estatisticamente significativas 
(p < 0,0001) (Tabela 1). A comparação das médias em 

tabela 1. Volume sanguíneo, variação no número de células nucleadas, células viáveis e células CD34+ em intervalos de tempo de até 24 horas, até 48 horas e até 72 
horas em bolsas de sangue de cordão umbilical

SCU: sangue de cordão umbilical

Bolsas de scU n média desvio padrão mediana mínimo máximo
Volume coletado (ml) 20 80,6 31,7 72,5 31 139,4
Células nucleadas       

Até 24 horas 20 11 x 108 9,0 x 108 7,9 x 108 2,0 x 108 34 x 108
Até 48 horas 20 10 x 108 7,9 x 108 7,2 x 108 1,8 x 108 29 x 108
Até 72 horas 20 8,4 x 108 5,9 x 108 6,3 x 108 1,4 x 108 19 x 108

Células viáveis       
Até 24 horas 20 11 x 108 8,8 x 108 7,7 x 108 2,0 x 108 33 x 108
Até 48 horas 20 9,6 x 108 7,3 x 108 6,8 x 108 1,7 x 108 26 x 108
Até 72 horas 20 7,1 x 108 5,0 x 108 5,3 x 108 1,2 x 108 16 x 108

Células CD34+       
Até 24 horas 20 6,3 x 106 6,3 x 106 4,3 x 106 0,6 x 106 23 x 106
Até 48 horas 20 5,5 x 106 5,4 x 106 3,7 x 106 0,5 x 106 19 x 106
Até 72 horas 20 4,0 x 106 3,7 x 106 3,1 x 106 0,3 x 106 12 x 106

Figura 1.  Variação na porcentagem média de células nucleadas, células viáveis 
e células CD34+ nas bolsas de sangue de cordão umbilical entre os seguintes 
intervalo de tempo: 24 x 48 horas, 48 x 72 horas e 24 x 72 horas (IC95%)
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No Brasil, a grande área geográfica do país e a di-
versidade étnica de sua população podem limitar o uso 
de SCU em razão da dificuldade para identificar um do-
ador compatível, apesar de saber que a probabilidade 
de um brasileiro encontrar um doador no Brasil é 30 
vezes maior do que a probabilidade de encontrar um 
doador compatível no exterior, de acordo com um es-
tudo realizado pelo Registro Nacional de Doadores de 
Medula Óssea (REDOME)(21).

De aproximadamente 3.000 pacientes encaminha-
dos anualmente para transplante de medula óssea, 1.700 
não têm sucesso na identificação de um doador compa-
tível entre os familiares, sendo obrigados a recorrer à 
lista de espera, em que o tempo médio de espera para a 
identificação de um doador compatível é seis meses(21). 
Para facilitar a identificação de um doador compatível e 
reduzir o tempo de espera, há, atualmente, maior inte-
resse em assegurar que os BSCU sejam capazes de ar-
mazenar um número suficiente de amostras originárias 
de diferentes regiões geográficas do país.

Um banco de sangue de cordão umbilical público 
com 12 mil amostras armazenadas garante a identifi-
cação de uma amostra compatível em praticamente 
100% dos casos, e o tempo de espera pode ser reduzido 
para 20 dias. Além disso, pode-se alcançar maior redu-
ção dos custos, uma vez que coletar e armazenar uma 
amostra de SCU no Brasil custa, em torno, R$ 3.000,00 
– enquanto o custo aproximado de uma amostra obtida 
no exterior é de R$ 96.000,00(21).

Em conformidade com os dados publicados na lite-
ratura, este estudo demonstra que a qualidade do SCU 
deteriora em função do período de tempo entre a coleta 
e o processamento nos bancos de sangue(9-12). No Bra-
sil, a diretiva RDC 190/2003 emitida pela ANVISA exi-
ge que as amostras de SCU sejam processadas dentro 
de 36 horas após a coleta; entretanto, a diretiva RDC 
153/2004 prorrogou esse intervalo para até 48 horas. 
Nos estudos internacionais revisados, a maioria estabe-
lece critérios de 24 ou 36 horas como limite superior 
para aceitar amostras para processamento.

Baseados nos achados dessa pequena amostra, é im-
possível corroborar ou refutar os limites estabelecidos 
pela ANVISA. Embora tenha sido evidente a diminui-
ção no número de células nucleadas, células viáveis e 
células CD34+, nenhum ponto de corte preciso foi es-
tabelecido. Entretanto, está claro que o intervalo entre 
coleta e processamento deve ser o mínimo possível.

Neste estudo, não ocorreu qualquer contaminação 
das amostras em função do aumento do intervalo de 
tempo entre coleta e processamento, provavelmente 
pelo fato de que todas as amostras foram colhidas 
pelo mesmo investigador, com critérios rigorosos de 
assepsia.

24 e 48 horas mostrou uma diminuição menor, mais 
ainda estatisticamente significativa comparada à dife-
rença nas médias de 24 e 72 horas (Figura 1). Como a 
variação entre o número mínimo e o número máximo 
de células nucleadas nas amostras foi muito grande, a 
mediana da variação percentual também foi calculada e 
essas comparações também foram estatisticamente sig-
nificativas (Tabela 2). 

tabela 2. Variação na média percentual do número de células nucleadas, células 
viáveis células e CD34+ em bolsas de sangue de cordão umbilical entre os intervalos 
de tempo de 24 versus 48 horas, 48 versus 72 horas e 24 versus 72 horas

* O valor p foi obtido com o teste de Wilcoxon para valores pareados.  

Parâmetro mediana 1º quartil 3º quartil Valor p*
Células nucleadas     

24 horas versus 48 horas -8,3 -12,0 -6,1 < 0,0001
48 horas versus 72 horas -13,5 -17,8 -9,3 < 0,0001
24 horas versus 72 horas -20,5 -26,6 -17,6 < 0,0001

Células viáveis     
24 horas versus 48 horas -13,0 -17,3 -11,4 < 0,0001
48 horas versus 72 horas -22,8 -28,0 -16,7 < 0,0001
24 horas versus 72 horas -32,6 -37,9 -26,3 < 0,0001

Células CD34+     
24 horas versus 48 horas -12,1 -16,9 -8,0 < 0,0001
48 horas versus 72 horas -23,9 -30,4 -18,2 < 0,0001
24 horas versus 72 horas -30,2 -42,6 -27,0 < 0,0001

tabela 3. Correlação entre as variações em número de células viáveis e células 
CD34+ nos seguintes intervalos de tempo: até 24 horas, até 48 horas e até 72 
horas   

* Coeficiente de correlação de Spearman.

intervalo de tempo r* Valor p
Até 24 horas 0,86 <0,0001
Até 48 horas 0,83 <0,0002
Até 72 horas 0,85 <0,0003

As variações no número de células viáveis e células 
CD34+ foram comparadas, sendo encontrada corre-
lação linear entre os três momentos da análise (até 24 
horas, até 48 horas e até 72 horas) (Tabela 3).

discUssão
A confirmação da utilidade das células-tronco adultas 
no tratamento de doenças hematológicas abriu cami-
nho para outras pesquisas sobre as diferentes fontes de 
obtenção dessas células. Uma fonte que ganhou impor-
tância é o SCU, já que sua coleta é simples e não ofere-
ce risco ao doador. Além disso, requer um menor grau 
de compatibilidade HLA entre o doador e o receptor 
em comparação à medula óssea, por exemplo.
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Além disso, encontrou-se uma correlação linear 
entre a variação na porcentagem média do número de 
células viáveis e as células CD34+. Quando se calculou 
a variação na porcentagem mediana, observou-se um 
maior aumento na variação de células viáveis em rela-
ção às células CD34+ no intervalo entre 24 e 72 horas. 
Esses resultados são compatíveis com os relatados na 
literatura(9). A confirmação da existência dessa corre-
lação é importante, uma vez que a viabilidade celular 
é medida mais facilmente e com menor custo do que a 
contagem de células CD34+.

concLUsão
Tais achados confirmam que o aumento no inter-

valo de tempo entre a coleta e o processamento afeta 
negativamente a qualidade da amostra de SCU e isso 
deveria estimular a realização de mais estudos, com 
amostras maiores, que são necessários para confirmar 
os resultados atuais. Estes dados podem ser úteis para 
estabelecer políticas nacionais para definir a localização 
geográfica dos BSCU e permitir que amostras sejam co-
lhidas de populações geograficamente distintas, garan-
tindo o rápido processamento e congelamento. Assim, 
é preservada a qualidade das amostras e aumentada a 
probabilidade de identificar amostras compatíveis entre 
doador e receptor. 
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