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CRIOPRECIPITADO
Influencia da temperatura de congelamento do plasma sdbre a
recuperagao final do fator VIII*

Rosangela de Albuquerque Ribeiro**

RESUMO

Foram dosados os niveis de fator VIII de trinta bolsas
de crioprecipitados produzidos no Centro de Hematologia e He-
moterapia do Ceara (HEMOCE), no periodo de 16 de dezembro de

1985 a 5 de fevereiro de 1986.

As trinta bolsas foram processadas de maneira semelhan

te a nao ser pela técnica de congelamento dos plasmas.

Os crioprecipitados obtidos dos plasmas congelados a
-209C apresentaram uma média de 58 unidades de fator VIII por
bolsa, enquanto que os obtidos dos plasmas congelados a =702 C
apresentaram uma melhor recuperagao do fator VIII, com uma

média de 92 unidades por bolsa.

Sugere-se que a aferigao do conteiido de fator VIII nas
bolsas de crioprecipitados produzidos na rotina dos bancos
de sangue seja feita, periodicamente, para controle de quali-
dade e uma terapéutica de reposigao dos heméfilicos mais efe-

tiva.

* Trabalho realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia do

Ceara. {(HEMOCE).

** Mddica hematologista do Hospital Universitdrio Walter Canti
. dio:- Centxo de.Hematologia .e Hemoterapia do Cearda e Hospi-

tal Infantil Albert Sabin.



1 - INTRODUCAO

O controle dos episddios hemorragicos na hemofilia A
e a prevengdo de sangramentos excessivos apds procedimentos ci
riirgicos depende da restaurag@o do mecanismo hemostatico  por
uma adequada reposigao de fator VIII. A terapéutica feita com

sangue total ou plasma (23) torna-se impraticdvel, principal -

" mente nos casos de sangramento grave, dado o risco de sobrecar

ga circulatdria para a manutengdo da atividade do fator  VIII

acima de 10% por mais de dois ou trés dias.

Desde a descricio do defeito bdsico da hemofilia clas

sica (22) varios métodos de preparagac de fator anti-hemofili-

co humano para uso clinico foram propostos.

A producdo de um crioprecipitado de fator VIII sete
vezes mais do que o plasma, proposta por Pool et al. (27) revo
lucionou a conduta clinica da hemofilia A a partir de 1965. O
produto final déste procedimento & altamente ativo, especifico
e pouco dispendioso, passivel de ser feito em gualqguer bgnco
de sangue com a vantagem de se poder reconstituir o sangue to
tal do qual o crioprecipitado foi preparado. Este concentrado
de globulina anti-hemofilica & usado para manter um efetivo
contrdle do sangramento de hemofilicos A sem o risco de hiper-
volemia (4-13-14~16-28).

O crioprecipitado tem algumas desvantagens. O conteil
do de fator VIII nestes produtos varia consideravelmente, PO
dendo em algumas bolsas ter niveis muitos baixos, dificul -
tando assim, uma terapia racional (5-14-16-28-29). Necessi-

ta também ser transportado e estocado no estado congelado e



por isso & menos apropriado para o uso a domicilio que (o1}
concentrados liofilizados. Outro inconveniente & a possibili
dade de ser contaminado por varios antigenos e virus estan
do entre estes, o causador da sindrome de imunodeficiénciaag
‘quirida (SIDA), contudo, apesar das inconveniéncias & o pro-
duto de escolha para o tratamento da doenga de VonWillebrand,

das formas leves de hemofilia A e para a reposigcao de fibri-

nogenio (17).

Os concentrados liofilizados apesar de serem de fa-
cil administragao e convenientes para o estoque, tém a gran-
de desvantagem do alto custo, a limitada produgao, um maiox
risco de transmiss3o de hepatite e também a eventual contami

nagao com o virus da SIDA.

A inconveniéncia da variada e freguentemente baixa
poténcia do crioprecipitado deve ser contornada pela produ -
¢ao de concentrados utilizando té&cnicas que possibilitem uma
maior recuperagao possivel dos niveis plasmiticos iniciais

de globulina antihemofilica.

Nos Estados Unidos o C6digo Federal de Regulamentos(2l
CFR 640-36) requer um minimo de 80 unidades de fator VIII por
bolsa de crioprecipitado preparado de um Gnico doador e que
uma amostra da produgdo mensal seja testada para contrSle de

gualidade (1).

Nos paises em desenvolvimento, a disponibilidade de
concentrados liofilizados, industrializados, de fator VIII ,
ainda & muito pequena, crescendo assim é necessidade de se
produzir crioprecipitados de boa qualidade para um tratamen-

to adequado dos episddios hemorrigicos dos hemofilicos.
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O objetivo deste trabalho & fazer uma aferigao do con
teﬁéo de fator VIII dos crioprecipitados produzidos no Cen
tro de Heamtologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) verifi-
cando a influéncia de diferentes temperaturas de congela -

mento do plasma sdbre a poténcia final destes componentes

sanguineos.
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2 — MATERIAL B METODOS

2.1 -~ Doadores

0 sangue foi colhido, aleatoriamente, de trinta doado
fes que compareceram ao Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceard, no periodo de 16 de dezembro de 1985 a 5 de feve -
reiro de 1986, Todos preencheram os pré-requisitos exigidos

pela Legislacao Federal do Setor Saide (8).

2.2 - Coleta de Sangue

Aproximadamente 450ml de sangue foram colhidos, por
flebotomia, em bolsas plasticas, simples, da Hemobag Produ -
tos cirfirgicos Ltda contendo 70ml de ACDP {0,327g de acido
citrico anidre, 2, 630g de citrato de sodio ° . desidratado, .
0,222g de fosfato de sddio, 2,550g de dextrose moﬁohidratada
e agua destilada g.s.p. 100ml), usando agulha de calibre lég.
Para assegurar uma adequada homogeneizagao do sangue com o

anticoagulante,as bolsas foram gentilmente agitadas, de manei

ra intermitente, durante a coleta.
2.3 - Preparagao do crioprecipitado

Os crioprecipitados foram preparados por uma modifica-
gao parcial do método de Pool e Shannon (27). vinte e cinco
bolsas de sangue total foram centrifugadas imediatamente apds
a coleta e cinco, por motivos técnicos, permaneceram a "49C,
por 4 horas antes de serem processadas. Os elementos celula-
res foram separados do plasma em centrifugadora - -Yefrigerada
DPR-6000 da DAMON/IEC Division, por 15 minutos, a 3 500 r.p.m,
a 49C. O plasma sobrenadante foi passado para uma bolsa plas-

tica de transferéncia, da Hemobag, com capacidade para 300ml.
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O volume plasmatico foi determinado pesando-se a bolsa
de transferéncia com seu conteiido subtraindo-se a seguir, ©
péso da bolsa vazia. Uma amostra foi colocada em tubo plasti-

co para imediata medida da "atividade do fator VIII.

Quinze bolsas foram colocadas em "freezer" a -209C,co
mo & feito rotineiramente no HEMOCE, congelando dentro de um
periodo de 6 horas. As~outras quinze, para efeito de estudo, fo-
ram colocadas a-709C, congelando em uma hora. Esta técnica
de congelamento se tornou possivel pela concessao de um
"freezer" a -709C do Projeto de Epidemiologia das  InfecgOes
Respiratbrias Agudas (Convénio Universidade Federal do Ceara-
Universidade de Virginia). N3o houve condigbes técnicas para

um congelamento mais rapido.

No minimo 24 horas apds o congelamento,'os plasmas
foram transferidos para um refrigerador a 49C onde permanece-
ram por 18-20 horas até o completo descongelamento sendo. logo
apds, centrifugados a 3.500 r.p.m, por 15 min, a 49C. O maior
volume possivel foi passado para outra bolsa de transferéncia,
permanecendo 10 a 15ml de plasma sobrenadante nas bolsas de

crioprecipitados. (Fig. 1).

Os crioprecipitados foram imediatamente colocados a
-209C, recongelando dentro de 3 horas. Apds 48 horas foi efe-

tuada a medida do contelido de fator VIII das bolsas.
2.4 - Medida da atividade do fator VIII

A dosagem de fator VIII, dos plasmas e dos crioprecipi
tados, foi feita pelo método de Langdell (9) utilizando a de-

terminag3o de tempo de tromboplastina parcial. O plasma de
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hemofilico A severo, usado como substrato, foi preparado no
Instituto Santa Catarina Hemoderivados e Reagentes Ltda (lo-
tes 83 e 84) e a cefalina (Cephamat, lote 15061) pelo labora

tdrioc da Biolab-Merrieux .,

Todas as amostras de plasmas e crioprecipitados foram
dosadas em duplicata, em quatro diluigoes, considerando-se a
média dos resultados. Utilizamos como controle uma mistura
de plasmas citratados de dez adultos normais cujas .alicotas
foram estocadas a -209C por um periodo maximo de seis sema -
nas. Consideramos como 100% a atividade do fator VIII - do
plasma contrdole. Uma curva-padrdo foi construida, diariamen-
te, dosando quatro diluigoes do plasma-controle. Todas as di
luigdes foram feitas com solugao salina a 0,9%. As variagoes
da curva de um dia para outro foram despreziveis e as linhas
de regressdo foram calculadas pelo método dos minimos quadra

dos.

Antes da dosagem, os crioprecipitados foram rapidamen
te descongelados em banho-maria a 379C e diluldos em solugao

salina a 0,9%, sendo o volume final medido com seringa.

A atividade do fator VIII das amostras de plasmas e
crioprecipitados foi determinada graficamente com O auxilio

da curva-padrio feita em papel duplo-logaritmico.

O total de globulina anti-hemofilica foi expressa em
unidades sendo uma unidade definida como a atividade de fa -
tor VIII existente em 1 ml de plasma humano normal (6). O to
tal de unidades e a recuperagao de fator VIII no crioprecipi

tado foram calculadas como se segue (4):



Unidades de fator VIII = Fator VIII (%) x vol. de plaswma (ml)

do plasma origem {Up) 100

Unidades de fator VIIT = Fator VIII (%) x vol. de crioprecipitado (ml)

do crioprecipitado (Ve) 100

Recuperagao do FVIII no cricprecipitado = Ve
| Up

2.5 - Testes estatisticos

Os resultados foram comparados pelo teste "t"de Student
para duas médias independentes ( n < 30). Todas as analises fo-

ram realizadas ac nivel de significancia de a = 0, 05.



3 - RESDLTADOS

A analise de® trinta bolsas de crioprecipitades mostrou
una diminuicdo "in vitro", do fator VIII,no grupo cujos plas
mas de origem foram congelados a - 209C (Tabela 1) . A potén~
cia déstes crioprecipitados variou de 32 a 87 unidades de
fator VIII por bolsa, com uma média de 58 unidades. . Apenas

13,3% dos concentrados .apresentou mais de 80 unidades desta

‘proteina da coagulagao.

0 grupo dos crioprecipitados de plasmas congelados a
- 709C apresentou uma recuprecdo média dos niveis plasmati -
cos iniciais de fator VIII significativamente maior. A varia
c3o da poténcia foi de 52 a 136 unidades, com uma média de
92 unidades de fator VIII por bolsa. A distribuigdo  também
foi assimétrica com 60% das bolsas apresentando mais de 80

unidades de globulina anti-hemofilica. . o

Tabela 1 - Recuperagdo do FVIII no crioprecipitado*

Temperatura de Congelamento do Plasma

- 209C -~ 70@C
Recuperagao de FVIII (%) 28,7 t9,3 43-% 13,4
Unidades de FVIII  por 58 = 17,4 92 * 25,7
bolsa
N = 15 N = 15

* Os resultados s3o expressos em média t desvio padrdo (D.P).
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Com o objetivo de vgrificar se os niveis circulantes de
fator VIII nos plasmas dos doadores influenciarama de maneira
importante o contefido final de fator VIII dos crioprecipita -
dos, calculamos o coeficiente de correlagao entre estas duas
variaveis e nd3oc encontramos uma associagdo significantemente
positiva entre elas (r = 0,43 para o grupo cujos plasmas fo

ram congelados a - 209C e r = 0,3 para o grupo cuja temperatu

ra de congelamento foi ~ 709C) (Tabelas 2 e 3).

Nic houve diferenga significante entre as médias dos
niveis de fator VIII nos plasmas dos doadores de ambos os

grupos de crioprecipitados.

Tabela 2 - Niveis de FVIII nos crioprecipitados e nos plasmas~
origem congelados a - 209C.

N? da doagao FVIII no plasma FVIII no criopreci-

(%) tado (%)
692136 103,56 140,60
192917 94,25 114,65 -
192097 62,50 88,00
199003 121,68 136,80
198871 102,80 126,60
212784 135,60 141,25
212008 91,75 90,25
675829 ‘ 93,25 117,75
212272 ' 86,60 78,75
688810 106,00 139,25
695039 90,00 178,75
676054 71,75 143,75
689460 144,00 244,00
212307 123,25 199,75
674092 61,75 . 144,00

média * pp 97,05 ¥ 21,6 138,94 ¥ 43,2
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Tabela 3 - Niveis de FVIII nos crioprecipitados e nos plasmas—
origem congelados a -709C.

N¢ da doagao FVIII no plasma (%)} FVIII no crioprecipi-
tado (%)
.694015 127,50 ' 306,00
192834 95,40 165,00
191581 91,10 . 154,10
192879 77,50 144,25
191225 131,25 276,25
674488 80,00 263,75
675933 83,00 - 296,50
676118 107,75 303,75
673792 83,35 348,00
696060 85,00 206,75
673716 80,75 , 170,37
674508 95,50 242,87
696251 ‘ 110,87 290,25
676472 110,37 244,00
673117 126,50 209,25
média ¥ pp 99,05 ¥ 18,7 241,4 T 63,6

= 3

4 & T
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4 - DISCUSSREO

Desde as publicagdes originais de Pool et al. (25-26-27)
sobre a produgdo do crioprecipitado, baseadas em suas pré -
prias observagOes anteriores (26), varios trabalhos tém surgi
do propondo modificagOes na técnica original para garantir um
nivel mais alto de fator VIII néste concentrado (9-18-20-24 —
31-32).

A poténcia do crioprecipitado & afetada parcialmente pe-
la técnica de processamento e parcialmente pelos niveis de fa

tor VIII do doador (11-15).

Os niveis plasmaticos normais de fator VIII variam de
50 a 200 por cento e bolsas contendo 250ml de plasma podem ter
de 125 a 500 unidades de fator VIII. Se a recuperacgido da glo-
bulina anti-hemofilica plasm3tica no crioprecipitado fosse
consistentemente em toOrno de 50%, poderiamos esperar uma va -
riagao de 62 a 250 unidades de fator VIII neste concentrado ,.
no entanto, éste conteifido sofre também a influéncia da crio -
precipitabilidade do fator antihemofilico A do doador e de
falhas técnicas (11). Estes fatos podem reduzir a recuperagdo
do fator VIII no crioprecipitado para menos de 20% o0 que ex -
plicaria a falta de correlagao significante observada néste
trabalho, entre os niveis plasmidticos iniciais de fator VIIIe
o seu conteiildo nos crioprecipifados,

Todas as etapas.da produgao do crioprecipitado t&m in -
fluéncia direta sobre a recuperagdo final da globulina anti -~
hemofiliéa, contudo, fatores como o intervalo entre a coleta
do sangue e 0 seu processamento, as técnicas de congelamento e
éescongelamento do plasma e os procedimentos de ressuspensao

do crioprecipitado sao de importancia critica.
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Apesar de Weaver et él. terem obtido crioprecipitados
relativamente potentes usando plasmas de sangues estocados a
49C por 21 dias (33), a maioria dos autores concorda gque o
crioprecipitado deve.ser obtido de sangues processados de
4-6 horas apds a coleta (2-10-30) , tempo maximo que garante
perdas despreziveis dos niveis iniciais do fator VIII (7-12-

21).

O plasma apds centrifugacd@o deve ser rapidamente con-
gelado a temperaturas iguais ou inferiores a -709C. Isto é
mais convenientemente'feito usando-se nitrogenio liquido,
uma mistura de etanol e gélo séco ou congeladores a -85¢C .
Com estas técnicas, o tempo de congelamento do plasma & me -
nor do que 30 minutos. Tempos prolongados de congelamento do
plasma favorecem a uma perda importante dos niveis iniciais
de fator VIII, como jd foi descrito na literatura (30) e co-

mo ficou demonstrado né@ste trabalho.

A técnica original da produgao do crioprecipitado re-
comenda que o plasma seja descongelado a 49C num periodo de
18 a 24 horas em refrigerador, no entanto, publicagdes pos-
teriores mostraram gue tempos de descongelamento. inferiores
a uma hora podem contribuir para um aumento da,6 recuperagao
do fator VIII para até 100% dos niveis plasm@ticos iniciais.
Uma menor perda de globulina antihemofflica durante a etapa
de descongelamento do plasma pode ser conseguida imergindo al
bolsa em banho-de-&gua a baixas temperaturas, com ou sem

agitacdo continua (9-10-20-30-32).

Alguns autores teém demonstrado que a ressuspensao do

crioprecipitado, imediatamente antes do uso, tanto com o
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plasma sobrenadante retido na bolsa, como com solugao salina,
mantém uma recuperagao satisfatoria do fator VIII (18-24). Ou
tras variaveis que também nao nos foi possivel estudar como
o pH da solugao anticoagulanté entre 6-8 e 8,0, o0 uso de gran
des bolsas de transferéncia e o rapido recongelamento do
crioprecipitado tem influéncia positiva sobre o contefido f£i-

nal de fator anti-hemcfilico A do crioprecipitado (18).

No presente trabalho, apenas com a mudanca da tempera-
tura de congelamento dos plasmas, conseguimos um significati-
vo aumento na recuperacao final de fator VIII nos crioprecita
dos, chegando algumas bolsas a ter 74% dos niveis plasmaticos
iniciais com mais de 130 unidades de globulina anti-hemofili-

ca.

Sugerimos que todo centro de hemoterapia'deva se apa -
relhar para a produgao de crioprecipitados de alta poténcia e
manter um controle de qualidade pela aferigao periddica, tan-
to "in vitro" como "in vivo", da eficiéncia desses concentra-
dos de fator VIII. Medidas como estas tornardo mais récional

uma terapeutica de reposicgao.
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5 -~ CONCLUSEO

Verificamos a influéncia da temperatura de congelamen-
to dos plasmas sobre o contefido de fator VIIT nos crioprecipi-

tados obtidos a partir destes plasmas e concluimos que:

1) - O grupo de crioprecipitados 6btidos dos plasmas
congelados a - 209C apresentou um nivel médio, muito baixo, de

58 unidades de fator VIIT por bolsa;

2) - o congelamento dos plasmas a -709C resultou na
produgao de crioprecipitados com um nivel médio, significativa

mente, mais elevado de 92 unidades de fator VIII por bolsa;

3) - constatamos, portanto, que a temperatura de conge
lamento dos plasmas & um fator critice no processamento déstes

concentrados de globulina anti-hemofilica.
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6 - SUMMARY

Assays of factor VIII were carried out on 30 bags of
cryoprecipitate produced in the Hematology and Hemotherapy Cen-
ter of Cearia (HEMOCE] during the period from December l6, 1985
to February 5, 1986; Thirty bags of cryoprecipitate were pro -

cessed in the scme manner except for the method of freezing.

The fifteen bags which were frozen at a temperature of
-209C had a mean of 58 units of factor VIII per bag. The f£if -
teen bags which were frozen at a temperature of -709C showed

higher levels of factor vTIT with a mean of 92 units per bag.

It is suggested that assays of the factor VIII content
of bags of cryoprecipitate routinely produced in blood banks be
carried out periodically for guality control and more effective

replacenent therapy.
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