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CRIOPRECIPITADO

CONTROLE DE QUALIDADE NA RECUPERACAO FINAL DO FATOR VIII

VOLIA ABDREA RODRIGUES DE MOURA*

No periodo de agosto a novembro de 1988, no Cen
tro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara, foram dosa
dos o fator VIII de 30 holsas de crioprecipitados, pro
duzidos rotineiramente, originados do congelamento de

plasmas frescos a —209C, —409C e —-809C.

Os crioprecipitados provenientes de plasmas fres
cos a -209C apresentaram uma media atividade de 1257

com 50 unidades de fator VIII por bolsa.

Os crioprecipitados originados de plasmas fres
cos a -409C apresentaram uma media de atividade de
138,5%, tendo uma media de 55 unidades de  fator VIII

por bolsa.

0s crioprecipitados originados de plasmas fres
cos a ~809C apresentaram uma media de atividade de

144,77, com 57 unidades de fator VIII por bolsa.

O presente estudo verificou que o tempo do recon
gelamento dos crioprecipitados afeta a recuperagao fi
nal do fator VIII. Isto vem ressaltar a sugestao dada
em 1986 por Martins et alii, sobre a necessidade de
aferigoes periddicas do nivel de fator VIII no criopre

cipitado.

(*) MEdica do Centro de Hemanlogia e Hemoterapia do Amapa (HEMOAP) e aluna
do Curso de Especializagao em Hematologia e Hemoterapia.
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INTRODUCAO

Uma das maiores contribuigoes para o tratamento
da hemofilia, foi dada pela Dra. Judith Grahan Pool (fig.l)
e colaboradores em 1964 e 1965 (26, 28, 30). Seus trabalhos
foram baseados no uso de bolsas plasticas estéreis, com sis
tema fechado, tendo a finalidade de separar o plasma dos ele
mentos celulares do sangue. Este plasma submetia-se ao conge
lamento e posterior degelo, de onde era retirado um precipi
tado insoliivel no frio, contendo aproximadamente 100  unida
des do fator VIII (10, 27). Sendo o crioprecipitado, uma
preparacdo concentrada do fator VIII coagulante do sangue hu
mano (globulina anti-hemofilia (G.A.H.) (22, 26 e 28), sua
produgao pelos bancos de sangue constitui uma importante fon

te terapéutica para os portadores da hemofilia A (1, 15, 29),

A G.A.H., tem a vantagem de ser um produto alta
mente ativo, especifico, pouco dispendioso, administrado em
pequeno volume, sem o incoveniente de causar hipervolemia
(4, 6, 7, 13, 14, 17, 30).

Apesar dos avangos técnicos na hemoterapia, a he
patite e a sindrome de imuno-deficiéncia adquirida {sipa),
constituem os principais incovenientes no uso do crioprecipi
tado (3, 18, 21).

Embora algumas variagbes dos niveis do fator VIII
ocorram no plasma do doador, rendimentos baixos no criopreci
pitado s3o frequentemente devidos ao processamento tecnico

subotimo (31).

O presente trabalho examina a utilizagdo da téc
nica de preparagdo do crioprecipitado, pelo setor de fracip
namento do HEMOCE, influenciando na gualidade da recuperagao

final do fator VIII.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - COLETA DO SANGUE

O sangue foi obtido de 30 individuos, doa
dores, regularmente triados no Centro de Hematologia
e Hemoterapia do Cearid (HEMOCE), no periodo de 01 a 30
de agosto de 1988.

Cerca de 450ml de sangue foram colhidos em
sistema de bolsas plésticas duplas da Fenwal, contendo
63 ml do anticoagulante CPD-A; (citrato de sddio - Dex
trose - Fosfato monobdsico de sddio -~ Adenina), sob

agitagdao continua.

PROCESSAMENTO

Para a obtencao do crioprecipitado foi em
pregado o mdtodo de Pool e Shannon por uma modificagdo
parcial (28). 3 (trés) horas apds a coleta, as 30 bol
sas de sangue foram centrifugadas por 15 minutos, a
3.000 r.p.m., a 69C, em centrifuga refrigerada DPR-
6.000 da DAMON/IEC DIVISION. O plasma sobrenadante
foi transferido para bolsa plistica satélite, com capa
cidade de 300ml.

O volume plasmatico foi determinado pesan
do-se a bolsa plastica satélite com seu conteido, e
subtraindo-se do peso da bolsa vazia. Uma amostra de
cada exemplar de plasma fresco foi colocada em um tubo
plastico e armazenada a -809C, para posterior medida
da atividade do fator VIII. Do plasma restante tomou-

se a sequinte conduta:

10 bolsas foram armazenadas em freezer a

-209C, congelando em 8 horas;

10 bolsas foram armazenadas em freezer a

-409C, congelando em 2 horas:
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10 bolsas foram armazenadas em frezer a
-809C, congelando em 30 minutos.

60 dias apOs o congelamento, os 30 plasmas

foram transferidos para um refrigerador a 4C, onde
permaneceram por 18-20 horas até o completo degelo,
sendo logo apds centrifugados a 3.500 r.p.m. durante

15 minutos, a 69C. O plasma sobrenadante foi passado
para uma bolsa de transferencia, restando o criopreci
pitado e um volume adicional de 40ml. de plasma. O tem
po gasto para preparagao do crioprecipitado foi de 4
horas. Logo apds, os mesmos foram recongelados e esto

cados nas seguintes temperaturas:

10 crioprecipitados a -209C — congelando

em 4 horas;

10 crioprecipitados a -409C — congelando

em 1 horas;

10 crioprecipitados a -809C — congelando

em 15 minutos.

Apds 15 dias, foli realizada a medida da

atividade do fator VIII das bolsas.

MEDIDA DA ATIVIDADE DO FATOR VIII

Para dosar a atividade do fator VIII dos
plasmas e dos crioprecipitados, utilizou-se o método
de Langdell (20) pela determinagac do tempo de trombo
plastina parcial. O plasma do hemofilico A severo, usa
do como substrato, foi proveniente do Instituto Santa
Catarina Hemoderivados e Reagentes Ltda (Lotes 96 e
98) e a cefalina (Actin - Activated Cephaloplastin Rea
gent, Lote APAC - 457H) pelo laboratbério da  American

Dade.

As amostras de plasmas e crioprecipitados

foram dosadas em duplicata, em qguatro diluigdes, onde
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foi considerada a média dos resultados. O controle foi
feito por uma mistura de plasmas citratados de dez adul

tos normais, cujas aliquotas foram estocadas a -809C
por um periodo maximo de quatro semanas.

Congiderou-se como 100% a atividade do fa
tor VIII do plasma controle. Diariamente uma curva-pa

drao foi construida, dosando as quatro diluicgoes do
plasma-controle em solugdo salina a 0,9%.

A atividade do fator VIII das amostras de
plasmas e crioprecipitados foi determinada graficamen
te com o auxilio da curva padrao feita em papel duplo

logaritmico (23).

0 total da globulina anti-hemofilica foi
expressa em unidades, sendo uma unidade definida como
a atividade do fator VIII existente em 1 ml. de plas
ma humano normal (8). O total de unidades e a recupe
ragao do fator VIII no crioprecipitado foram calcula
dos da seguinte maneira (6):

Fator VIII (%) X volume
Unidades de fator VIII no de plasma (ml.)

plasma de origem {Up) 100

Fator VIII (%) X volume

Unidades de fator VIII no de crioprecipitado
Crioprecipitado (Uc) a 10 0
Recuperagao do fator VIII Uc

no crioprecipitado
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2.4 - TESTES ESTATISTICOS

A descrigdo estatistica dos dados teve por
base o cdlculo de algumas medidas como: média (X), va
lor minimo (Xm), valor miximo (XM) e desvio padrao(S).
Tais medidas foram calculadas para os grupos plasma
fresco e crioprecipitado, tanto para atividade do fa
tor VIII como para unidade do fator VITII.
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3 - RESULTADOS

30 bolsas de crioprecipitados foram analisadas
em diferentes temperaturas de congelamento, com relagao  ao
plasma fresco de origem, e obtivemos os seguintes resultados:

A) Quanto a Atividade Pro-coagulante do Fator VIII:

a -209C = o plasma fresco de origem apresentou uma meédia
de 83,1% de atividade, variando de 63 a 100%, enquanto
que o crioprecipitado apresentou uma média de 125% de ati
vidade, variando de 53 a 175,3%;

a -409C = o plasma fresco de origem apresentou uma média
de 97,6% de atividade, variando de 60 a 182%, enguanto
que o crioprecipitado apresentou uma média de 138,5% de

atividade, variando de 65 a 189,3%;

a -809C = o plasma fresco de origem apresentou uma media
de 86,1% de atividade, variando de 57 a 147% e o criopre
cipitado apresentou uma média de 144,7% de atividade, va
riando de 88 a 182%.

B) A determinagdo em Unidades de Fator VIII mostrou:

a -209C = o plasma fresco de origem com uma média de 163,7
unidades de fator VIII, variando de 124,1 a 197, enguanto
gue o crioprecipitado apresentou uma média de 50 unidades,
variando de 21,2 a 70,1;

a -409C = o plasma fresco de origem apresentou uma média
de 191,5 unidades de fator VIII, variando de 111,2 a 358,5
e o  crioprecipitado apresentou uma média de 55,4 uni

dades, variando de 26 a 75,7;

a -809C = o plasma fresco de origem apresentou uma média
de 169,7 unidades de fator VIII, variando de 112,3 a 289,6
e o crioprecipitado uma média de 57,9 unidades, variando

de 35,2 a 72,8.
Todos os resultados estao expressos nas Tabelas I e . I1I e

nos graficos I e II.
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4 - DISCUSSAO

N3o & de boa pritica hemoterdpica a anadlise de to
dos os crioprecipitados produzidos no setor de fracionamento
dos bancos de sangue, devido a exposigao deste hemoderivado a
contaminagdo bacteriana (10). Contudo, um programa de contro
le de qualidade deverd ser estabelecido pela dosagem de uma
amostra da producdo mensal. O Cddigo Federal de Regulamentos
(21 CFR 640-36) dos Estados Unidos, recomenda um minimo de 80
unidades de fator VIII por bolsa de crioprecipitado (2}. Uma
unidade foi definida como correspondente a atividade do fator
VIII em 1 ml1 de plasma normal (8, 12).

Varios trabalhos propuseram modificagCes na técni
ca original de preparagao do crioprecipitado, garantindo uma
melhor recuperacac final do nivel de fator VIII (5, 9, 19,22,
24, 25, 32, 33). Esta recuperagao & afetada tanto pela técni
ca do processamento quanto pelos niveis de fator VIII do doa
dor (11, 16). Como ji foi descrito na literatura (12, 18,31)
e como ficou demonstrado neste trabalho, as técnicas de conge
lamento e descongelamento do plasma fresco de origem e recon
gelamento do crioprecipitado, sio de importancia critica.

No presente estudo, verificou-se que a técnica do
recongelamento do crioprecipitado afetou diretamente a recupe
racdo final da globulina anti-hemofilica, uma vez que 0S ni
veis encontrados nos plasmas de origem foram satisfatoOrios, en
quadrando-se dentro da normalidade que varia de 50 a 200 por
cento (19).

Foram analisadas todas as etapas do processamento,
desde a coleta do sangue até o recongelamento do crioprecipi

tado. Observou-se que:

a) o intervalo da coleta ao fracionamento do sangue foi de 4
horas, portanto, dentro das normas internacionais, que es
tipula um prazo de 4 a 6 horas, permitindo um bom nivel de

recuperagao do fator VIII (4, 10, 31);

b) a finalidade do uso dos trés diferentes tipos de congela
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mento, deveu-se ao fato de que a temperatura de ~209C foi
uma técnica muito usada no setor de fracionamento do HEMOCE,
e ainda funciona como medida emergencial, guando ocorre al
gum defeito técnico com o freezer a -409C. O freezer a
-809C, gentilmente cedido pelo projeto HOPE, foi utilizado
como padrac de temperatura de cdngelamento (31).

Verificou-se uma gueda acentuada na recuperagao
do fator VIII do crioprecipitado nas tr@s temperaturas dadas

acima, onde:

a) a -209C encontramos uma média de 50 unidades de fator VIII
por bolsa, com valor minimo de 21 unidades e maximo de 70

unidades;

b) a -409C encontramos uma média de 55 unidades, variando de

26 unidades a 75 unidades;

c) a -809C encontramos uma média de 58 unidades, com a ampli

tude de 35 a 73 unidades.

Acredita-se que a discrepancia entre os = valores
méximo das unidades de fator VIII obtidos a -409C e -80eC de
veu-se ao fato do freezer a -809C nao estar situado no mesmo
local do processamento, havendo um retardo no recongelamento

e possivel perda de atividade do fator VIII.

Um estudo similar realizado em 1986 por Martins
et alii, no mesmo laboratdrio do HEMOCE, mostrou uma média de
58 unidades de fator VIII a -209C e uma média de 92 unidades

a =-709C.

Estes achados quando comparados com ©OS dados
atuais, denunciam faléncia técnica no processamento, sendo a
recuperagao do fator VIII afetada diretamente pelo tempo gas
to para o recongelamento do crioprecipitado. Esta demora no
recongelamento, de 3 horas, guando o exigido & de no maximo
1 hora (2, 19) & devido a caréencia de recursos humanos, uma
vez que, no momento, o setor de fracionamento do HEMOCE, no
turno da manha, depende do trabalho de um sO assistente técni

CO.
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5 - CONCLUSAO

Verificou-se a influéncia do tempo de recongela
mento do crioprecipitado, afetando a recuperagdo final do ni
vel de fator VIII, e que seu controle de gqualidade & de gran
de importancia para que seja garantida ao paciente hemofilico
uma terapéutica de reposigdo mails adequada, assegurando ao mé

dico a confiabilidade do seu trabalho.
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06 - SUMMARY

From August to November, 1988, in Hematology
and Blood Therapy Center of Cearada (Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard), the factor VIII of 30 cryoprecipita-
ted bag, habitually produced, coming from fresh plasmas at
- 209C, =« 409C and - 809C, were dosed.

The Cryoprecipitated coming from fresh plasmas
at - -209C presented an activity medium of 125%, with 50
unities of factor VIII per bag.

The cryoprecipitated coming from fresh plasmas
at -409C presented an activity medium of 138,5%, with a
medium of 55 unities of factor VIII per bag.

The cryoprecipitated coming from fresh plasmas
at - -809C presented an activity medium of 144,7%, with 57
unities of factor VIII per bag.

The present study verified that the refreezing
time of cryoprecipitated affects the final recuperation of
factor VIII. This comes emphasize the sugestion given in
1986 by Martins et alii about the necessity of periodical

gauging of factor VIII level in cryoprecipitated.
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