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RESUMO

O uso do crioprecipitado (crio) tem sido aos poucos substituido, pelos
concentrados liofilizados, que apresentam maior seguranga e eficdcia terapéutica,
porém custo mais elevado. O crioprecipitado continua sendo 1util na deficiéncia
congénita do fibrinogénio, doenca de von Willebrand, CIVD, entre outros. Por
isso, varios estudos tém sido realizados para melhorar a qualidade dos crios.
Neste trabalho, foi feita uma analise comparativa dos niveis de fator VIII e de
fibrinogénio, de cingiienta bolsas de crioprecipitado, congelados a 22 °C em
freezer ¢ a ~79 °C em gelo seco, produzidos no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (Hemoce/SESA). Nos crioprecipitados produzidos de 01
de Outubro de 2000 a 30 de Novembro de 2000, o teor médio de fator VIII e de
fibrinogénio nos crios congelados a —22 °C em freezer foi 49,8 Ul/bolsa e 375,9
mg/bolsa, respectivamente, ja nos crios congelados a —79 °C em gelo seco, o teor
médio de fator VIII foi de 117,7 Ul/bolsa e do fibrinogénio foi 587,8 mg/bolsa. A
anélise dos dados coletados, permitiu-nos verificar um considerdvel aumento nos
pardmetros das proteinas estudadas, percebendo ao mesmo tempo, que o
congelamento ripido dos crios em temperatura < - 70°C ¢ crucial para a
manutencio dessas proteinas, principalmente do fator VII. Com a realizacfo
desse estudo, podemos afirmar que a manutenciio de crioprecipitados com
especificacdes superiores ao minimo exigido pelas normas é absolutamente

factivel.




INTRODUCAQO

As primeiras referéncias historicas com relacio a doencas hemorrigicas
sdo datadas alguns anos depois de Cristo. No século II, foram descritos vérios
casos de Obito por hemorragia apds a circuncisfio, operagio simples, de cariter
religioso, que tinha a finalidade de remover o preplcio. Anos mais tarde, no
século X, Albucasis observou que homens de um povoado apresentaram
hemorragias severas por pequenos ferimentos ou simples operagdes. Diante de
tantos episddios hemorragicos, somente no século XVII, priticas transfusionais
foram iniciadas, utilizando-se sangue de animais em humanos. Em 1840, um
médico em Londres, fez uma grande descoberta, achou que estava faltando algo
no sangue do hemofilico e decidiu aplicar sangue de uma mulher sadia em um
hemofilico que estava sangrando, e alcangou bons resultados, mais somente
muitos anos depois entenderam a importincia de tal fato. (Cavalcanti, 1997a;
Givisiez, 1998; O que, 1994).

Somente no século XX, a utilizagdo do sangue no processo de cura, passou
a adquirir bases cientificas, com a descri¢io dos grupos sanguineos do sistema
ABO. Desde entfio, pdde-se realizar e prever as conseqiiéncias de uma transfuséo,
que nesse perfodo era realizado do brago do doador para o brago do receptor
(Givisiez, 1998).

Naquela época, no ato transfusional, o paciente recebia o sangue total (ST),
mesmo precisando de componentes especificos. A partir dai, comegou-se a
entender melhor a composicio do sangue. Descobriu-se que o plasma era tdo
importante, por ser uma parte liquida do sangue, rica em proteinas, entre as quais,
incluem-se os fatores da coagulagdo, dentre eles o fator VIII. Pouco tempo
depois, tornou-se vidvel a separagdo do plasma dos demais componentes

sanguineos, o que veio facilitar o estudo destes (Givisiez, 1998).




Em 1965, Judith Pool observou numa porgdo do plasma congelado em
processo de descongelamento, que pequenos flocos se sedimentaram no fundo da
bolsa, e através do estudo destes elementos, ela descobriu que tais flocos
apresentavam apreciavel quantidade de fator VIII, que eram insolivel em plasma
a 4°C, e desde entio, passaram a ser chamados de Crioprecipitado (crio)
(Givisiez, 1998; Junqueira, 1979).

De acordo com os conceitos mais atualizados, o crioprecipitado trata-se de
um concentrado de proteinas plasmiticas, obtidas através de uma doagdo
individual de sangue, a partir do descongelamento lento de uma unidade do
plasma fresco congelado a temperatura entre 2°C e 6°C. Com a sedimentacgio do
crio, o plasma é removido, permanecendo na bolsa cerca de 10 a 15ml. Preparado
0 crio, ele € recongelado em freezer a —18°C ou menos, onde pode permanecer
véalido por um ano. Ndo se deve deixar ultrapassar mais de uma hora, do
momento em que o plasma atinge a consisténcia lodosa e 0 momento em que o
crioprecipitado € recongelado, pois a exposi¢io do plasma a temperaturas
elevadas ou um retardo no recongelamento do crio pode, conseqiientemente,
causar consideravel diminui¢cdo da atividade final do fator VI (Pisciotto, 1989;
Harmening, 1990).

As proteinas plasmaticas presentes no crioprecipitado sdo:
e Fator VII: glicoproteina de baixo peso molecular, ativado pela
trombina e inativado pela plasmina. Também conhecido como fator
VIII: C ou fator antihemofilico.
¢ Fator de von Willebrand (vWF): molécula multimérica, grande, que
atua na fase da hemostasia primadria e € parcialmente inativada pela
plasmina. Esse fator circula no plasma unido por ligagGes ndo

covalentes ao fator VIII.
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¢ Fibrinogénio: molécula formada por trés pares de cadeias
polipeptidicas (Acc;BB; YY), ligadas por pontes dissutfidicas. Essa é
cindida pela trombina e pela plasmina e se transforma em fibrina,

e Fator XII ou fator estabilizador da fibrina: é constituido por duas
unidades polipeptidicas, unidas por ligacdes ndo covalentes. Ele
promove a ligacio da fibrina ao coligeno, através de moléculas de
fibronectina (Lorenzi, 1996).

O fator VIII € mais labil, mas sua atividade mantém-se acima de 50%
mesmo em sangue com 24 horas apos a coleta. Os outros fatores, mais
especificamente o fibrinogénio, geralmente sio estiveis sob as condi¢bes de
armazenamento em bancos de sangue (Schoeder, 1998).

As preparagdes de crioprecipitados de uso terapéutico devem conter em
média, 80 — 100 unidades de fator VIII, 3 — 4 g/dl de fibrogénio, 30% de fator
X1 e aproximadamente 40 — 70% de fator de von Willebrand (Pisciotto, 1989).

O crioprecipitado é indicado no tratamento da Hemofilia A cléssica
(doenga congénita do fator VHI:C, ligada ao cromossomo X), deficiéncia
congénita de fibrinogénio, na deficiéncia do fator XIII, situagdes associadas ao
consumo de fibrinogénio (CIVD), e também na doenca de von Willebrand
(disfungdo plaquetaria devido a deficiéncia do vWF). Esse produto também tem
sidc empregado no tratamento de tendéncias hemorragicas ligadas a uremia.
Recentemente, pequena quantidade de crio foi usada na producdo de cola de
fibrina, substincia que pode ser aplicada topicamente com adesivo biolégico em
locais cirrgicos, reduzindo o risco de hemorragias e na remogéo de célculos
renais fragmentados (Pisciotto, 1989; Harmening, 1999; Farrugia, 1992; Guide,
1999; Burnouf, 2000).

O grupo ABO & escrito na bolsa, mas o fator Rh nfio € necessario. E
preferivel que administracdo do crioprecipitado seja ABO compativel, uma vez

que pequenas quantidades de aloaglutininas anti-A ¢ anti-B estdo presentes,
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muito raramente ocorrem epis6dios hemoliticos devido ao titulo elevado destas
(Pisciotto, 1989; Cairutas, 1986).

Os hemofilicos durante os episédios hemorrigicos, obrigatoriamente se
dirigiam aos hospitais, devido a dificuldade de administragio e transporte do crio.
Naquela época, vérios estudos relacionados a preparagio e conservacio,
principalmente do fator VII foram realizados na tentativa de melhorar a
qualidade de vida desses pacientes. Até que desenvolveram os concentrados
liofilizados de fator VIII e fator IX, que sfio mais apropriados para serem usados
a domicilio. Os produtos liofilizados sfio estiveis e estéreis, obtidos através de
um “pool” de plasmas preparados através de um processo de fracionamento de
doagbes sangiiineas. Existem varios tipos de concentrados de fator VIHI
disponiveis comerciaimente, que apresentam grande vantagem por terem volume
e dosagem conhecida, mostrando-se a0 mesmo tempo, capazes de corrigir as
alteragdes da coagulacdo, permitindo também, um certo controle e prevengio dos
episodios hemorragicos (Pisciotto, 1989; Cavalcanti, 1997b; O que, 1994).

Além da excelente eficacia terapéutica, os produtos liofilizados de fator
VIII e IX, sdo submetidos a diferentes métodos de purificacéo e atenuacio viral,
diminuindo consideravelmente, porém nfo eliminando, os riscos de transmissio
de doencas infecciosas e de virus como o da hepatite € do HIV. Embora, esses
processos reduzam os niveis de recuperacdo final do fator VIII e IX, esses
produtos tém sido largamente utilizados em substituico ao crioprecipitado no
tratamento da hemofilia (Pisciotto, 1989; Oliveira, 2000).

Por apresentar menor seguranga com relagdo a transmissdo de doencas
infecciosas e virus, o crio tem entrado em processo de desuso por também
oferecer riscos, pois pode produzir sepsis por contaminagio bacteriana, reagdes
transfusionais ndo-hemoliticas (principalmente calafrios, febre e urticaria), além

disso, a considerdvel variacio da quantidade dos fatores da coagulacdo de uma
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bolsa para outra, tem dificultado o seu uso terapéutico, entre outros (Guide, 1999;
Guilard, 1986).

Apesar da conveniéncia e biosseguranca do uso de concentrados
liofilizados, eles ainda apresentam um elevado custo, dificultando a
disponibilidade desses produtos aos paises de 3° mundo. Dessa forma surge a
necessidade de se fazer pesquisas e esfor¢os que desenvolvam técnicas que
melhorem a produgio e qualidade dos crioprecipitados, com conseqiiente maior
recuperagio dos niveis plasmaéticos dos fatores VIII e do fibrinogénio (Ribeiro,
1986; Guide, 1999).

Embora, os crios apresentem variadas inconveniéncias, e por vezes, baixa
poténcia, estes atualmente ainda mostram-se eficientes quando empregados no
tratamento da doenca de von Willebrand, como fonte de fibrinogénio na
hipofibrinogenemia e na CIVD (Mazza, 1990; Guide, 1999; Lorenzi, 1996).

O uso demasiado de produtos que contém o fator VIII, como o plasma
fresco, crioprecipitados e concentrados de fator VIII liofilizados, tem induzido a
produgdio de anticorpos IgG contras as proteinas presentes em tais produtos, que
pode ser conseqiiéncia do processo de Industrializagdo. Esses anticorpos sio
conhecidos como inibidores do fator VIII e podem neutralizar a sua atividade. A
administracdio exagerada desses produtos, ainda pode causar uma
hiperfibrinogenemia, com conseqilente aumento do risco a tromboembolismo
(Cavalcanti, 1997a; Guide, 1999; Lorenzi, 1996).

O Ministério da Satde usando de suas atribui¢cles, e de acordo com a
portaria 1.376, de 19 de novembro de 1993, considera que pelo menos 75% das
unidades de crio testadas devam ter no minimo 80 unidades internacionais de
fator VIII/bolsa. O fibrinogénio deve apresentar-se em quantidade varidvel entre
150 - 300 mg/bolsa. Para se certificar da boa qualidade desse produto €
importante que se faca uma analise laboratorial mensal de no minimo 1% das

unidades de crio produzidas (Brasil, 1993; Associacion, 1990).
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Para alcangar tal objetivo, se faz necessério que todas os procedimentos
para a produgdio do crio sejam rigorosa e atenciosamente obedecidos, por uma
equipe de profissionais devidamente treinados e capacitados, desde o momento
da coleta, até a obtengio do produto final. Diante das numerosas
responsabilidades a serem cumpridas em bancos de sangue, estamos
constantemente propensos a falhar na eficacia do produto, por erros técnicos ou
humanos obtendo-se, por vezes, resultados indesejaveis. As causas de erros mais
comuns na produgdo do crio, tém sido atribuidas a irregularidades da temperatura
dos congeladores e geladeiras ou por falha no monitoriamento desta, além do
excesso de bolsas armazenadas ¢ de uma possivel negligéncia na flebotomia,
entre outros (Cairutas, 1986; Givisiez, 1998).
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OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo analisar a atividade do fator VIII e do
fibrinogénio dos crioprecipitados produzidos no laboratério de Fracionamento do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE/SESA), que foram

submetidos a congelamento em freezer a - 22°C e a-79°C em gelo seco.
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MATERIAIS E METODOS

Cingiienta unidades de sangue total (ST) foram obtidas de doadores
voluntdrios de sangue, atendidos no Hemoce. As amostras foram submetidas a
um registro de dados para sua identificacfo, testes laboratoriais, como o exame
de hemoglobina, triagem clinica, entre outros. Essas normas exigidas pela
Legislacdo Federal sdo respeitadas e obedecidas com a finalidade de racionalizar
e especificar o uso dos componentes sanguineos, proporcionando uma maior
seguranca e eficdcia no seu uso terapéutico (Fabron Junior, 1998; Brasil, 1994).

O sangue de doadores individuais € obtido através de um sistema de bolsa
coletora fechado, estéril e apirogénico. A coleta foi feita por flebotomia em bolsa
primaria, plastica (ASEM/NPBI), com peso equivalente a 50 g, que recebe cerca
de 450ml de sangue total. Cada uma delas contém 63ml de solugdo
anticoagulante preservadora CPD (4cido citrico, citrato de sodio, fosfato de s6dio
e dextrose). E indispensavel que a bolsa esteja, no momento da coleta, sob
agitagdo constante, por meio de um agitador mecéinico, para garantir uma
homogeneizacio adequada, manter a viabilidade dos elementos celulares do
sangue e a eficiéncia do produto (Givesiez, 1998; Ribeiro, 1986).

A partir de uma unidade de sangue total, obteve-se o plasma fresco
congelado (PFC), que foi processado, em até no maximo 6 horas apos a coleta,
através de uma forte centrifugacio refrigerada, a fim de separar os elementos
celulares. O plasma extraido, foi imediatamente passado para uma bolsa de
transferéncia. O ar foi retirado com o auxilio de um extrator de plasma. As bolsas
foram pesadas, seladas e etiquetadas, as quais informam sobre o gruo ABO ¢ Rh,
data de validade, volume, entre outros parimetros (Cariutas, 1986; Ribeiro,
1986).

As bolsas de PFC foram colocadas em freezer metalfrio (horizontal), com
temperatura entre —18° C e —22°C, e congelaram em aproximadamente 6 horas.

Com sorologia liberada, essas bolsas descongelaram em geladeira metalfrio na
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temperatura de 4°C, por um periodo de aproximadamente 12 horas.
Descongelados, os plasmas foram submetidos a uma centrifugacio pesada a
3.500 rpm, a 0°C, por 15 minutos. O plasma sobrenadante foi transferido para
uma bolsa satélite, através de um extrator manual de plasma, restando, portanto,
uma quantidade minima desse produto, cerca de 20 ml, na bolsa de crio.

Vinte e cinco bolsas, foram numeradas (1 - 25) e colocadas em freezer a —
22°C, onde recongelaram em aproximadamente 3 horas. Outras vinte e cinco
bolsas foram numeradas (26 — 50) e ensacadas 3 a 3 e entfio, congeladas por
imersdo a — 79°C em gelo seco, onde permaneceram por no maximo 7 minutos,
logo em seguida, foram armazenadas em freezer a uma temperatura igual ou
inferior a — 18°C.

As bolsas de crio foram descongeladas em banho-maria Evlab (BM EV:
015) e FANEM(Séo Paulo — Brasil; modelo 100) a 37° C, atingindo completa
dissolugdo cerca de 15 a 20 minutos. Essas bolsas foram envolvidas em saco
plastico, impedindo, assim, que os seus equipos entrassem em contato com a
dgua do banho-maria, evitando uma possivel contaminagfio do crio.
Descongeladas, as bolsas de crio foram pesadas em balango digital, e das
mesmas, foram extraidas amostras para efetuar a medida da atividade do fator
VHI e do fibrinogénio.

Ao final desses processos, as bolsas foram descartadas pelo setor de

esterilizagfio do Hemoce, através de um processo de auto-clavagem.
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Determinagdo de atividade do fator VIII

A avaliagfo dos niveis de fator VIII dos crioprecipitados foi feita através
do método de um estégio, que se baseia na formaggo de trombina. Essa atividade
foi determinada, usando o tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), na
presenga de plasma deficiente em fator VIIL Dessa forma o grau de comregio do
TTPa € proporcional ao nivel de fator VII plasmatico das amostras utilizadas
para os testes (Fundacio Pro-sangue, 2000).

A fim de realizar tais testes foram usadas amostras de crio diluidos duas
vezes em tampdo veronal, um “pool” de plasmas citratados de adultos normais,
com cerca de 100% de atividade de fator VIII, foi empregado como controle,
além de outros reagentes utilizados para a determinacdo da atividade do TTPa,
sendo estes produzidos pela Organon Teknika® Corporation e o plasma deficiente
em fator VIO foi produzido pela industria TECO. Os resultados foram
cuidadosamente interpretados através do aparelho St, (Diagnostica Stago).

Para uma melhor compreensgo dos resultados, a atividade do fator VIII dos
crios foi analisada através do tracado grafico de uma curva de referéncia, em
papel di~log, realizada com poo! de plasmas de doadores normais, que foi diluido
em tampéo veronal em 1/5 (100%); 1/10 (50%); 1/20 (25%); 1/40 (12,5%); 1/80
(6,25%); 1/100 (5%); e 1/500 (1%) e através do tempo de coagulacio do fator
VIII em segundos. Considerando-se a dilui¢go 1:100 como ponto critico, uma vez
que o primeiro ponto ¢ o de 1:5, os resultados foram multiplicados por 20.

As quantidades de fator VIII por bolsa de Crio, foram encontradas através
dos valores das dosagens laboratoriais da atividade de fator VIII (%) e o volume
da bolsa (=20m1). Considerando que 100% da atividade do fator VIII corresponde

a 1,0 UI de fator VII/ml. Tais valores foram empregados na seguinte formula:
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Ul de fator VIil/ml = atividade de fator VII%

e 100
Ul de fator VIII/bolsa = UI de fator VII/m! x volume do crio
(Givisiez, 1998; Fundacéio Pr6-sangue, 2000; Terra, 2000).

Dosagem do fibrinogénio
A determinacdo dos niveis plasméticos do fibrinogénio presentes nas bolsas de
crio, foi feita pelo método descrito por Clauss, denominado coagulométrico, que
¢ baseado na conversdo do fibrinogénio em fibrina pela ago da trombina. A rede
de fibrina formada por polimerizagdo, ¢ estabilizada pelo fator XIM ativado. O
tempo necessario para a formag¢do do codgulo, é inversamente proporcional a
quantidade de fibrinogénio (Fundagio Pré-Sangue, 2000).

Para a dosagem da atividade do fibrinogénio nas bolsas de crio, foram
utilizados reagentes Fibriquik, da Organon Teknika® Corporation. As amostras e
o controle foram diluidos uma vez em tampdo veronal. Os resultados foram
forecidos, automaticamente, através do aparelho ST, (Diagnostica Stago), que
fornece o tempo- de formacdo do coagulo em segundos, sendo os resultados
expressos em mg/dl, e a concentragio do fibrinogénio € calculada a partir da
leitura do tempo de coagulacio da amostra analisada. A curva de calibragiio ¢
obtida a partir do padréio de fibrinogénio, que ¢ fornecido pelo kit utilizado.

Através dos resultados laboratoriais encontrados, pdde-se calcular a
quantidade de fibrinogénio por bolsa de crioprecipitado, pelas seguintes
formuias:

Valor do fibrinogénio mg/m1 = dosagem do fibrinogénio (mg/dl)
100

Valor do fibrinogénio mg/bolsa = valor do fibrinogénio/ml x vol. do crio
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ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados encontrados foi feita através do
programa Instat versdo 2.05a, Graphpad Software e as amostras foram

comparadas através do teste “t” de Student ndo-pareado, observando os niveis de

significincia de o«c< 5%.
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RESULTADOS

Apoés a analise de 50 amostras de crio, foram encontrados resultados
bastante consistentes. O teor de fator VIII por bolsa congelada a —22° apresentou
uma média de (49,8 + 4,2 Ul/bolsa) (Tabela 1, Figura 1), a maior quantidade
encontrada foi 110,0 Ul/bolsa, e a menor 10,4 Ul/bolsa, (Tabela 3). O teor médio
de fibrinogénio de crio congelado a mesma temperatura foi de (375,9 = 46,5 mg/
bolsa) (Tabela 2, Figura 2), a maior atividade encontrada foi de 830,9 mg/bolsa e
a menor 47,4 mg/bolsa (Tabela 3). Na andlise do fator VIII, somente 16% das
bolsas mostraram estar entre os niveis désejaveis (= 80 Ul/bolsa) A atividade de
fibrinogénio foi mais satisfatéria, pois 92% das bolsas apresentaram uma
atividade de fibrinogénio de acordo com os pardmetros exigidos pelas Normas
Internacionais e pela Portaria n.° 1376 M.S. que preconizam que cada bolsa deve
conter no minimo 150 mg deste.

A anélise da variacio da atividade do fator VIII e fibrinogénio dos crios
congelados a -79°C em gelo seco, foi aumentada se comparada ao processo
anterior. Submetidos a tal temperatura, o teor médio de fator VIII encontrado foi
de (117,7 £ 9,4 Ul/bolsa) (Tabela 1), sendo que a maior atividade apresentada foi
de 240,0 Ul/bolsa e a menor foi de 66,0 Ul/bolsa (Tabela 4). O fibrinogénio de
crio congelado pelo mesmo método apresentou um teor médio de (5878 + 62,8
mg/bolsa) (Tabela 2), sendo que a maior atividade encontrada foi de 1632,0
mg/bolsa e a menor 258,5 mg/bolsa (Tabela 4). Apenas 28% das bolsas dosadas
apresentaram niveis de fator VII abaixo do desejado (<80 Ul/bolsa) e com
relaciio aos niveis do fibrinogénio somente 8% dos valores encontrados ndo
foram satisfatorios.

Observa-se que houve uma grande variagdo entre 0s maiores e 0s menores
valores encontrados da atividade tanto do fator VI como do fibrinogénio

congelados pelos diferentes métodos, junto a esses valores também variaram os
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volumes das bolsas de crio a -22°C (29,4 + 2,5 ml) e crio congelado a — 79°C em
gelo seco (24,8 + 1,9ml) (Tabelas 3 e 4).

Os resultados obtidos revelam que o congelamento dos crios -79°C em gelo
seco, mostram um consideravel aumento das médias do fator VIH e fibrinogénio
em 136,3% e 56,4% (Tabela 1 e 2), respectivamente, se comparados aos valores

encontrados das mesmas proteinas em bolsas de crio congelados a -22°C.
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Tabela 1 — Dosagem de Fator VIII (Ul/bolsa) nos crioprecipitados congelados
a - 22°C e em Gelo Seco

Parametro Crio- 22°C Cri0-79°C Incre:}n/nento
Avaliado n=25 {Gelo Seco) (o)
n =25
Fator VIII 49,8 £4,2 117,7 £9,3* 136,4
Ul/bolsa

Os valores estdio expressos com a média £ EPM. *vs Crio - 22°C, considerado

extremamente significante (p<0, 0001, teste “t” de Student néio pareado).



)

) ) ) )

)

)

23

*
@ 150 - (117.7)
»
O
S 100 -
- (49,8)
P -
8
1]
[} 1
0 o
Crio -22°C Crio geloseco

FIGURA 1 — Dosagem de Fator VIII (Ul/bolsa) nos Crioprecipitados
congelados a — 22 °C e a — 79 °C em Gelo seco. Os valores representam média +

EPM. Os nimeros entre parénteses referem-se as médias obtidas. * vs Crio -22°C

(p<0, 0093, teste “t” de Student ndo pareado).
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Tabela 2 — Dosagem de Fibrinogénio (mg/bolsa) nos crioprecipitados
congelados a-22 °C eem Gelo Seco
[ . - o

Parametro Crio - 22 °C Crio -79 °C Incr(e‘b)}m)ento

Avaliado n =25 {Gelo Seco) K
n =23

Fibrinogénio 375,9 +46,5 587,8 + 62,8* 36,4

mg/bolsa

(Os valores estiio expressos com a média + EPM. *vs Crio — 22°C, considerando

extremamente significante (p<0, 0093, teste “t” de Student no pareado).
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FIGURA 2 - Dosagem do Fibrinogénio (mg/bolsa) nos Crioprecipitados

congelados a - 22 °C e a—79 °C em Gelo seco. Os valores representam média +

EPM. # vs Crio —22°C (p<0, 0093; teste “t” de Student ndo pareado).
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TABELA 3 -Resultado das Dosagens de Fator VIII e Fibrinogénio em
Crioprecipitados congelados a — 22 °C

Fator Vil Fibrinogénio
N°Bolsa | Volume,ml U.l/boisa mg/bolsa
174578-6 38,0 547 157,2
175883-7 340 40,8 557,7
175889-6 34,0 47,6 358.6
175856-0 440 110,0 485,8
1759370 30,0 36,6 2999
1763180 26,0 32,0 333,5
175614-1 32,0 32,0 161,5
176057-2 28,0 252 3452
176290-7 32,0 51,2 1972
176271-0 28,0 72,8 403,1
175561-7 38.0 28,0 779,2
176317-2 20,0 28,0 168,3
175641-9 240 29,3 102,0
o 175622-2 | 320 | %87 | 414
171444-7 20,0 25,6 301,7
172657-9 26,0 37,4 3922
175213-8 - 320 - 525 ] 830,9
1753550 | 160 | 608 228,0
174550-6 26,0 46,8 4265
174558-1 36,0 90,0 4556
173912-3 26,0 15,6 2316
175327-4 26,0 52,0 4114
174503-4 32,0 10,4 416,5
175343-6 28,0 80,0 263,4
1753339 26,0 36,0 426,5
~Média | 29,4 498 1361,2 -
DP 6,3 23,3 186,7
EPM 2,6 42 46,5
Valor
Minimo 16,0 10,4 47,4
Valor
Maximo 44 110,0 779,2
Total (N) 25 26 25

DP: Desvio padrio da média. EPM: Erro padrio da média.
n: n° de bolsas analisadas.
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TABELA 4. Resultado das Dosagens de Fator VIII e Fibrinogénio em
Crioprecipitado congelados a —~79 °C em Gelo Seco

Fator VIl Fibrinogénio
N°Bolsa Volume,mi U.l/boilsa mg//bolsa
1794841 220 66,0 4123
180636-0 28,0 89.6 448 1
180435-9 220 96.8 489,9
1780140 28.0 196,0 769.9
179496 5 20,0 240,0 4836
1805436 18.0 162.0 4429
176961-6 26.0 182,0 4746
1778714 30,0 162,0 3132
1794906 22,0 78,0 270,6
177780-7 24.0 153,6 4681
178019-0 26,0 72.8 7443
178007-7 220 81,8 6072
1777797 320 101,2 1632
178002-6 240 787 T 865,2
178005-0 22.0 80,9 1234.2
177999-0 220 154,0 7458
1777840 28.0 1232 5245
178000-3 30,0 72.0 8222
1805339 22.0 101,2 282.7
180266-6 24.0 100,8 4553
180300-0 26.0 728 258,5
180349-2 32.0 140,8 5764
179021-8 26,0 109,2 3042
180991-1 24,0 72,0 6774
1803298 20,0 156,0 391,9
Média | 2438 17,7 687,8
DP 38 46,8 314,1
. 1,9 9.4 62,8
Valor Minimo 18,0 66,0 268,56
Valor Misimo 32,0 240,0 1234,2
Total 25,0 25,0 25,0

DP: Desvio padrdo da média. EPM: Erro padrdo da média.

n: n° de bolsas analisadas
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DISCUSSAO

O estudo da atividade do fator VII e do fibrinogénio de 50 bolsas de
crioprecipitados coletadas e produzidas no periodo decorrente entre 01 de
Outubro e 30 de Novembro de 2000, foi dividido em duas partes: analise dos
crios congelados a -22°C e anélise dos crios congelados a -79°C em gelo seco.

O controle de qualidade foi realizado comparando-se os valores
encontrados com os pardmetros especificados pelo Cédigo Federal de
Regulamentacfio (EUA) e pela portaria 1.376, de 19 de Novembro de 1993.

A analise do fator VIII e do fibrinogénio de crios que foram congelados a - 22°C
(Tabela 3), mostra que os niveis médios encontrados ndo foram satisfatérios, ja
que 84% das bolsas mostraram estar com teor de fator VIII bastante diminuido se
comparados aos valores exigidos (=80Ul/bolsa). O fibrinogénio, por ser mais
resistente, representando, ao mesmo tempo, a maior proteina que compde o crio,
nio mostrou perdas tio significativas, os resultados revelaram que apenas 8% das
bolsas apresentaram niveis desta proteina abaixo de 150mg, concordando assim,
com o estudo realizado por Farrugia et al (1992), que afirma que, apesar da
importancia do conteiido de fibrinogénio em crios processados por métodos
convencionais usados pelos bancos de sangue, os niveis desta proteina ainda nio
estdo de acordo com os padrdes especificados pela Associagdo Americana de
Bancos de Sangue (AABB, 1990). Na tabela 3, ainda observou-se que as bolsas
de crio apresentaram em média um volume de 29,4 mi, o que também discorda
com a literatura, que afirma, que a eficiéncia do produto também depende do seu
volume e que este deve estar entre 10-20m1i (Givisiez, 1998).

Essas perdas substanciais dos fatores da coagulagio presentes nos crios,
atualmente produzidos nos bancos de sangue, sdo atribuidas a varios erros,

técnicos ou humanos, que podem ter ocorrido desde o0 momento da coleta de
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Sangue, até a obtengdo do produto final. Entre estes, as principais causas que tem
comprometido a poténcia dos crios sfo:
¢ congelamento demorado do plasma devido & temperatura elevada dos
freezers ou excesso de bolsas armazenadas;
®* o congelamento do plasma excedendo 8 horas do horério da coleta;
* descongelamento total oy inadequado do PFC, devido a uma temperatura
elevada;
® congelamento demorado do crioprecipitado por mais de uma hora apés o
seu preparo;
*® ativagdo do processo de coagulacio:
» por negligéncia na flebotomia e/ou m4 homogenizacio do sangue
com a solucdo anticoagulante preservadora;
> ordenha insuficiente do tubo coletor apés a coleta de sangue total
(8T);
> quando o volume do ST ultrapassar 495ml;
» tempo de coleta aumentado;
» volu1;1e inadequado do crio (<10ml ou >20ml), por erro técnico ou
balang¢a descalibrada (Cairutas, 1986; Gevesiez, 1998).

Varios estudos tém sido desenvolvidos para descobrir quais os melhores
meétodos de estocagem, congelamento e descongelamento do sangue e seus
derivados, que apresentam uma methor recuperacio dos fatores da coagulagio.
Weaver et al (1967), estudando qual a melhor temperatura para armazenamento
de plasma, afirmou ter conseguido recuperar consideravel quantidade de fator
VIII a 4°C por 21 dias. Atualmente, a sua pesquisa entra em contradicdo aos
estudos de varios outros autores, que afirmam terem encontrado uma melhor
recuperacdo das proteinas de crios obtidos a partir de plasmas congelados e
separados dentro de no médximo 6 horas do horério da coleta. Smith et al (1978),

estocou ST por 24 horas a 4°C, antes da separacdo e congelamento do PFC e
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obtengdio do crio, disse ter recuperado semelhante quantidade de fator VIII,
aqueles que foram separados até 6 horas do horério da coleta, mas Hughes et at
(1998), usando os mesmos pardmetros com relacdio a temperatura e diminuindo o
tempo de estocagem de 24 horas por 6 horas, provou que as maiores perdas da
atividade do fator VIII ocorre realmente apos esse periodo, confirmando o que
relatos anteriores documentaram.

Em estudo realizado Allersman et al (1996), afirmou que as bolsas de
sangue podem ser estocadas a temperatura ambiente por no maximo 8 horas,
ultrapassando esse periodo de tempo, elas devem ser conservadas de 1 a 6°C, de
acordo com regulamentagdes do FDA. Caso ultrapasse as 8 horas, ou seja, em até
12 a 15 horas, sob a mesma temperatura, adicionado-se 1,4 — butano diol esse
sangue mostrou ndo haver perdas significantes dos fatores da coagulacdo
(Allersma, 1996; Hugues, 1988; O’Neil, 1999).

Wickerhauser el al (1976), estudou a recuperagio do fator VI a partir de
plasma fresco, separando ST e congelando dentro de algumas horas apés a coleta,
e observou que somente 20 a 25% da atividade do fator VIII foi recuperado do
plasma do dia se comparado a valores do fator VIII recuperado a partir de PFC.

Galanakis (1995), estudando uma forma de como obter uma major
atividade final do fibrinogénio em crios, adicionou albumina humana ao plasma
fresco e obteve um aumento de 2,8 (+ 0,34mg%) na recuperagio desta proteina.

Baseados nos resultados obtidos em nossos estudos e em pesquisas
realizadas por outros autores, podemos afirmar que ha uma methor recuperacio
final de fator VIII e do fibrinogénio, a partir de produtos que sejam submetidos a
um congelamento e descongelamento répido. Segundo Ribeiro (1986), plasma
rapidamente congelados a — 70°C ou menos, usando nitrogénio liquido, uma
mistura de etanol e gelo seco ou congeladores a - 85°C, conservam melhor a
atividade dos fatores da coagulagdo neles presentes. Sua afirmagio mostra estar

em completa coeréncia com os nossos resultados, pois a dosagem de fator VIII e
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fibrinogénio de crios congelados em 7 minutos a - 79° no gelo seco foram
estatisticamente significantes, pois mostraram surpreendente aumento nos niveis
de tais proteinas, da ordem de 136,3% para o fator VIII e 56,4% para o
fibrinogénio, se comparados aqueles obtidos a partir de crios congelados a -22°C.

Otero et al (1987), revelou em seu estudo, ter tido uma boa recuperacdo
dos fatores da coagulacio a partir de crios congelados em uma banho com
circulagiio de 4gua em uma temperatura de 4°C durante 5 a 6 horas, mas estudos
atuais mostram que h4 uma melhor recuperagdo desses fatores descongelando-se
crios em banho-maria a 37°C por no maximo 20 minutos (Ribeiro, 1986;
Procedimentos, 1998; Guide, 1999; Junqueira, 1979).

Existem outros pardmetros que podem exercer forte influéncia na atividade
dos fatores da coagulagfio, que ndio foram abordados neste trabalho. Piedras et al
(1993) e Otero et al (1986), estudaram a influéncia dos anticoagulantes ACD e
CPD nos niveis finais dos fatores da coagulacdo. O primeiro revelou que o
anticoagulantes ACD no modificou a atividade do fator VIII de crios congelados
a —70°C e que o CPD reduziu em 50% a poténcia deste fator sob as mesmas
condigdes de temi:)eratura. Ja os resultados de Otero et al, mostraram uma melhor
recuperacdo do fator VIII com o uso de CPD com pH mais elevado. Enfim, hj
uma certa controveérsia, com relagdo a melhor opgio de anticoagulante a ser
usado pelos bancos de sangue, as razdes para as diferengas dos resultados ndo
estdo claras.

Com a realizagfo deste trabalho, obtivemos resultados surpreendentemente
satisfatorios, gracas ao emprego do eficiente método de congelamento rapido de
crioprecipitado a —79°C em gelo seco. O nosso estudo mostra ser completamente
coerente com a literatura ja descrita, apresentando um consideravel aumento na
atividade das proteinas estudadas. Embora, o método empregado tenha mostrado
tamanha eficacia, ele mostra ainda um minimo inconveniente, por apresentar

custo elevado, que por vezes, pode inviabilizar 0 seu uso na rotina de
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processamentos de crioprecipitados por diversas institui¢des e/ou hemocentros no
1nosso pais, devido as dificuldades econdémicas presentes nas diversas regides do
Brasil. Entretanto, superando este inconveniente, concluimos o método ser de

0tima escolha para uma methor preparagio e obtengdo do hemocomponente.



33

CONCLUSAO

A anilise dos resultados obtidos, nos permite fazer as seguintes conclusges:
Das bolsas de crio que foram previamente congeladas em freezer 3 -22°C,
observou-se uma conversio baixa dos niveis de fator VI, que
apresentaram um teor médio de 49,8 Ul/bolsa, A redugdio nos niveis de
fibrinogénio de crios submetidas 3 mesma temperatura ndo foi tio drastica,
apresentando um teor médio desta proteina de 375,9 mg/bolsa.

O congelamento de plasmas e crioprecipitados a -79°C em gelo seco,
resultaram numa consideravel melhora desses pardmetros, pois houve um
aumento gradual da atividade final do fator VIII e do fibrinogénio, que
apresentaram um teor médio de 117,7 Ul/bolsa ¢ 587.8 mg/bolsa
respectivamente.

Esses resultados nos levaram mais uma vez a confirmar, e até mesmo,
enfatizar a importancia de temperaturas iguais ou inferiores a —70°C no
congelamento rapido de plasmas e crios, pois esta mostrou ser crucial na

manutencdo de proteinas plasmaticas, sobretudo do fator VIIL
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ABSTRACT

The use of cryoprecipitate (cryo) has been substituted little by little, for the
lyophilized concentrates that they present larger safety and therapeutic
effectiveness, but, of higher cost. The cryoprecipetate continues being useful for
congenital fibrinogen deficiency, von willebrand disease, disseminated vascular
coagulation (CIVD), among others, for that, several studies have been
accomplished to improve the quality of the cryos. In this work, it was made a
comparative analysis of the levels of factor VIII and fibrinogen of fifty
cryoprecipitates’s bags, frozen at -22° C in freezer and at -79° C dry in ice
produced in the Center of Hematology and Hemotherapy of Cears (HEMOCE).
In the cryoprecipitates produced of October/01/2000 to November/30/2000 the
medium tenor of factor VI and of frozen fibrinogen at -22° C in freezer were
49,8 Ul/bag and 375,9 mg/bag respectively. In the frozen cryos at— 79 ° C in dry
ice the medium tenor of factor VIII was 117,7 Ul/bag and of the fibrinogen it was
587,8 mg/bag. The analysis of the obtanaid data allowed us to verify a
considerable increase in the parameters of the studied proteins, noticing, at the
same time, that the fast freezing of the cryos in temperatures < -70° C are
CRUCTAL for the maintenance of those proteins, mainly of the factor VIII. With
the accomplishment of that study, we can affirm that the Cryoprecipitates
obtained with specifications superior to the minimum demanded by the norms is

quite feasible.
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