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RESUMO

Plasma humano é a parte liquida remanescente do sangue total apds separacéo das fragdes celulares
sanguineas, e € utilizado na producao de hemoderivados. Objetivou-se demostrar a estabilidade das
proteinas do plasma estocado, em temperaturas diferentes as das regulamentadas. Analisaram-se
amostras estocadas a -10°C, -17°C, -20°C e -30°C. Aleatoriamente foram escolhidas cinco bolsas de
plasma de cada um dos grupos sanguineos O, A e B, formado um pool de cada grupo, congelados e
armazenados. No periodo de outubro/2012 a abril/2013, foram analisadas as dosagens das proteinas
plasmaticas. Observou-se que ndo houve perdas no teor Albumina, da Imunoglobulina nem da
atividade do Fator de Coagulacdo IX. O Fator de Coagulacdo VIII (FVIII) apresentou perda de
atividade estaticamente significante quando estocado a -10C, e a -17°C as perdas foram minimas.
Conclui-se que o plasma estocado a -17° pode ser utilizado para producdo de hemoderivados, e a -
10°C podera ser utilizado, reduzindo o prazo de estocagem. A polimorfismo do gene ABO sobre
niveis do Fator VIII, de forma indireta, pode ser uma ferramenta a ser utilizada para o melhor
aproveitamento e rendimento do plasma processado. Propde-se uma revisao nas legislacdes atuais,
no gue tange a liberacdo do plasma para producdo de hemoderivados.

Palavras Chaves: Estabilidade, FatorV 111, Polimorfismo, Hemoderivado e Fracionamento.
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ABSTRACT

Human plasma is the liquid portion of whole blood remaining after separation of blood cell
fractions and used in the production of blood products. Aimed to demonstrate the stability of plasma
proteins stored in different temperatures at regulated. Samples were analyzed stored at -10°C - 17°C
- 20°C and - 30°C. Five bags were randomly chosen from the plasma of blood groups A and B
formed a pool divided into four subgroups, frozen and stored. In the period of the October/2012 to
April/2013, analyzed the strengths of plasma proteins. It was observed that there was no loss in
content or activity of albumin, immunoglobulin and coagulation factor 1X. Coagulation Factor VIl1I
(FVII) showed statistically significant loss of activity when stored at-10°C, and -17°C the losses
were minimal. It is concluded that the plasma stored at -17 ° can be used for the production of blood
products and -10 ° C can be used, reducing the time validity for eight months. The ABO gene
polymorphism on levels of Factor VIII can be a tool to be used for better utilization and yield of
processed plasma. We propose a revision in the current legislation, regarding the release of plasma

for production of blood products.

Key-words: Stability, Factor VIII, Estabilidade, FatorVIIl, Polymorphism, blood product and

Fractionation.
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INTRODUCAO

O sangue humano no passado era utilizado no tratamento de distdrbios hemorragicos e
imunoldgicos através da transfusdo direta. Atualmente ele € submetido a processos de separacao
para a obtencdo do plasma, que € uma rica fonte de proteinas humanas. O plasma é uma matéria-
prima para a obtencdo de uma gama de medicamentos, destacando-se os fatores de coagulacao VIII
(FVII), fator de coagulacdo IX (FIX), fator de von Willebrand, fibrinogénio, selantes de fibrina,
concentrado de complexo protrombinico, albumina e imunoglobulinas. Os medicamentos obtidos
pelo processamento (fracionamento) sdo denominados “Hemoderivados”, e o plasma utilizado
como matéria-prima de “Plasma humano para fracionamento” (F. Bras., 2010).

A Farmacopeia Brasileira, 5% Edicdo, define:

Plasma humano para fracionamento como a parte liquida remanescente do sangue total
apos separacdo das fracdes celulares sanguineas, utilizando sistema fechado de coleta de
sangue apropriado que cumpra 0s requisitos exigidos para 0s recipientes de plasticos
utilizados na coleta do sangue humano, contendo uma solugéo anticoagulante conservadora
e preservadora ou separada por filtragdo continua ou por centrifugagdo do sangue
anticoagulado no procedimento de aférese para obtencdo de produtos derivados do plasma
humano (F. Bras., 2010).

Cerca de 30 milhdes de litros de plasma sdo coletados e fracionados por ano em todo o
mundo (Burnouf, 2011). Os paises com maior capacidade de producdo e fracionamento estdo
localizados na América do Norte, Europa e Sudeste Asiatico. Atualmente, setenta e cinco por cento
de plasma utilizado no fracionamento é obtido por plasmaférese e, na sua maioria, obtidos de
doagBes remuneradas. Paises da Europa, como a Inglaterra, importam todo o plasma que precisam
dos Estados Unidos. A maioria dos pacientes com distlrbios de coagulacdo, deficiéncias
imunoldgicas e doencas auto-imunes que vivem em paises pobres na Africa, Asia, América do Sul e
Central e ndo tém acesso adequado a medicamentos eficazes e seguros, como os hemoderivados.
Nestes paises sdo realizadas transfusdes de componentes do sangue, como o plasma e o
crioprecipitado, como forma de tratamento (Farrugia, 2012). Em nosso pais a lei 10.205 de 2001,
vedada a doagdo ou exportacdo de sangue, componentes e hemoderivados, exceto em casos de
solidariedade internacional ou quando houver excedentes nas necessidades nacionais em produtos
acabados (Brasil, 2001).

Atualmente, no Brasil, ndo ha industrias fracionando o plasma, o que levou as autoridades
do pais a firmar contrato (Contrato n°® 77/2007 do Departamento de Assisténcia Farmacéutica da
Secretaria de Ciéncia) com a empresa Laboratoire Francais du Fractionnement et des
Biotechnologies (LFB) para o processamento, através do fracionamento, dos componentes do

plasma excedente brasileiro. No ano de 2010 as coletas de sangue no Brasil somaram-se 3.627.529
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e, destas, foram produzidas 1.256.938 bolsas de plasma (251.388 mil litros), das quais 239.889
foram descartadas e s6 351.769 bolsas foram fracionadas pela LFB para processamento. A LFB
produziu com este plasma 12.191.760 Ul de Concentrado de Fator VIII, 20.449.582 Ul de
Concentrado de Fator 1X, 2.371.739 gramas de albumina e 484.920 gramas de imunoglobulina. O
Programa Seguranca Transfusional e Qualidade do Sangue e Hemoderivados do Ministério da
Saude distribuiu neste mesmo ano 255.328.250 Ul de Fator VIII. O contrato de fracionamento s
conseguiu atender a 12,48% do quantitativo necessario para o tratamento dos hemofilicos no Brasil
(Brasil, 2011).

Os parametros para estocagem do plasma humano congelado, destinado ao fracionamento,
no Brasil, sdo definidos pela legislacdo (Farmacopeia Brasileira 5% edicdo, Resolu¢do RDC n° 57 de
16 de dezembro de 2010 e Portaria N° 1.353 de 13 de junho de 2011). A Portaria N° 1.353 e
Farmacopeia Brasileira recomendam que o plasma seja estocado a temperaturas inferiores a -20 °C,
porém a Farmacopeia permite que durante a estocagem, ou durante o transporte, estas temperaturas
podem ser superiores, ela também afirma que plasmas, com valores inferiores a 0,7 Ul/mL de Fator
de Coagulacdo VIII, quando produzidos com Boas Préaticas, podem ser usados no fracionamento
industrial de proteinas.

Atualmente a Farmacopeia Europeia recomenda congelar o plasma em até 24 horas apds a
coleta, em uma temperatura inferior a -30 °C quando se planeja produzir Fator VIII, e conserva-lo a
-20°C. Se a temperatura atingir -15°C durante um intervalo de tempo de até 72 horas, este ainda
pode ser utilizado. Porém se a temperatura de estocagem atingir -5°C este plasma ndo pode ser
fracionado. Esta recomendacdo garante a qualidade do plasma destinado ao fracionamento para a
producdo de Fator VIII. O congelamento a -30°C garante a completa solidificacdo do plasma
(Ph.Eur, 2005).

O FDA, através do Code of Federal Regulations, recomenda que o plasma, destinado a
fabricacdo de hemoderivados, deve ser armazenado a -20°C e quando exposto a temperaturas
superiores a -20°C e inferiores a 10°C seja rotulado como “plasma fresco fonte recuperado”. O
plasma, quando exposto a temperaturas superiores a -20°C e inferiores a -5°C, em um intervalo de
tempo inferior a 72 horas pode ser utilizado na fabricacdo de hemoderivados, mas o registro desta
ndo conformidade deve estar disponivel e ser apresentado quando solicitado a industria fracionadora
(FDA, 2012).

Na Australia, como ndo havia estudos definindo qual era a temperatura ideal para estocacar
o plasma por periodos mais longos, no periodo de 1998 a 2001 foi realizado um estudo
multicéntrico nos laboratorios de controle de qualidade de sete Servigos de Hemoterapia da Cruz
Vermelha. Os plasmas foram estocados a temperatura média de -40°C (entre -38°C e -42°C). Ao
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final do terceiro ano de estocagem as perdas de atividade dos fatores de coagulacdo foram avaliadas
e foi observado que ndo houve perda estatisticamente significativa na atividade para o Fator de
Coagulacédo Xl e da Antitrobina (AT 11I), em comparacdo com os valores iniciais , 101,5 % para
Fator XI ( perda de Fator X1 =0,17 ) e de 101 % para a AT Il (perda de AT Il = 0,66) . A perda de
atividade do Fator de Coagulagéo V (FV) foi de 0,6 % e o de Fator de Coagulacdo VIII (FVIII) foi
de 9 %. Ambos os resultados indicam uma reducdo estatisticamente significativa (teste t: PFV =
0,048 ; pFVIII : C = 0,033), porem a atividade final dos fatores eram superior a 70% da atividade
inicial, indice este aceitavel para uso (lllert, 2001).

Devido as limitagBes definidas na legislacdo atual, s6 uma parte do plasma produzido no
Brasil é utilizado para o fracionamento industrial e producdo de hemoderivados. Estudos que
mostrem a estabilidade do plasma humano e de suas proteinas em temperaturas superiores a -20°C
poderdo aumentar o aproveitamento do plasma produzido no Brasil, reduzir gastos com energia
elétrica na cadeia do frio e reduzir o descarte anual de milhares de bolsas de plasma humano. O
aumento do aproveitamento nao tornara o Brasil autossuficiente na producdo de hemoderivados,
mas podera aumentar o indice de aproveitamento de plasma produzido a curto prazo sem a
necessidade de grandes investimentos.

Este estudo tem como objetivo identificar a temperatura méxima de estocagem do plasma

humano destinado a producdo de hemoderivados sem que haja perdas significativas de proteinas.

MATERIAIS E METODOS

Coleta, fracionamento e preparacéo das amostras

Foram selecionadas cinco (5) bolsas de plasma do tipo sanguineo A, cinco (5) bolsas do tipo
sanguineo B e cinco (5) bolsas do tipo O no setor de fracionamento de sangue da Fundacdo de
Hematologia de Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) de acordo com o aprovado pelo comité
de ética, em 29 de maio de 2013, através do parecer 009/2013 e em 25 de agosto de 2013 pelo
parecer 25/2013, para adequacdo ao novo titulo da pesquisa. As amostras de Plasma Humano (PH)
foram obtidas de através da centrifugacdo do sangue, coletado de doadores voluntarios, em bolsa
plastica, marca Fresenius, tipo CPD SAG-Manitol, lote 71fd23ab00-10, com prazo de validade de
marc¢o de 2014. Foi utilizado o anticoagulante e conservante CPD SAG-Manitol que é constituido
por acido citrico, citrato de sddio, fosfato de sodio, dextrose, glicose, manitol e adenina (Kurup,
2003)
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Logo apo6s a coleta o sangue foi fracionado, através de dois ciclos de centrifugacdo. No
primeiro ciclo, a 2.600 rotacdes por minuto (RPM), a temperatura de 20 °C por 6 minutos, ocorre a
separacdo do concentrado de hemacias e o plasma rico em plagueta. No segundo ciclo de
centrifugacdo, 3.500 RPM, a temperatura de 20 °C por 7 minutos as plaquetas sdo separadas do
plasma em centrifugas refrigeradas, Marca Sarval, Modelo RC 3CPI. Apdés esta etapa, através do
banco de dados do SBS SISTEMAS E ADMINISTRACAO, os tipos sanguineos das bolsas de
sangue foram rapidamente identificadas, segregadas por tipo e rotuladas respectivamente de Pool
“A”, Pool “B” e Pool “O”. A escolha dos tipos sanguineos para a formacdo dos pools, foi
fundamentada no polimorfismos do gene ABO e 0s niveis circulantes do Fator de Von Willebrand
(FVW) e Fator VIII (FVIII). Individuos do grupo sangiineo “O” apresentam, em média,
niveis mais baixos de FVIII e FVW do que individuos dos outros grupos (Preston & Barr, 1964;
Simon, 2003).

Os pools foram homogeneizados por dez minutos em agitador de Klaine Evilab, modelo
EV:07-E. Em uma capela de fluxo laminar, os pools foram fracionados em aliquotas de 2,0 mL. Ao
término do fracionamento as aliquotas foram encaminhadas para o congelamento rapido em
blast freezer ACFRI, modelo Type Machine CP20/RL V0706, conforme recomenda o Ministério da
Saude (Portaria n 1353 de 2011), utilizando menos de 6 horas depois da coleta para a separagdo do
plasma fresco, garantindo que o mesmo seja congelado (-30°C) completamente em até 8 horas apds
coleta.

Apo6s o congelamento as amostras foram separadas em camaras frias ou freezer para
avaliacdo da temperatura de armazenamento no teor e/ou atividade das proteinas plasmaticas.
Foram avaliadas quatro diferentes temperaturas (Camara fria a -30°C, Camara fria a -20°C, Freezer
a-17°C e Freezer a -10°C) mantendo a segregac¢do por grupo sanguineo.

A cada trinta dias, durante o periodo de seis meses foram retiradas das camaras e freezers
quatro amostras de cada um dos pools. Destas duas foram enviadas aos laborat6rios para analise e
as demais guardadas em um freezer a -80°C como contraprovas e que poderado ser utilizadas para a
repeticdo dos testes. O Ministério da Saude, Coordenacdo Geral de Sangue e Hemoderivados,
afirma através do Manual de Diagndstico Laboratorial das Coagulopatias Hereditarias e
Plaquetopatias, que as amostras de plasma para dosagem de Fator VIII podem ser armazenadas por
até seis anos em freezer com temperatura de -70°C (Brasil, 2012).
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Dosagem de Albumina

Para a dosagem da albumina humana nos pools de plasma foi adotado o método do
Bromocresol. A albumina presente nas amostras reagiu com o verde de bromocresol em meio
acidificado formando um complexo colorido. Foi utilizado o Kit da Labtest Diagnostica S.A., lote
que foi quantificado em espectrofotometro Micronal Modelo B442 entre 600 e 640 nm. Foi
utilizado o padrdo que acompanha o kit em cada dosagem e confeccionada a curva de calibragédo

para determinar a linearidade do teste.

Dosagem de Imunoglobulinas

O método utilizado para o doseamento de imunoglobulinas foi a turbidimetria, em que a
turbidez produzida pelos imunocomplexos antigeno-anticorpo formados por Anti- Imunoglobulina
G (IgG) humana e Imunoglobulina G da amostra é proporcional a concentracdo de
imunoglobulinas nas amostras. As amostras forma processadas em um analisador automatizado da
marca Roche/Hitachi COBAS C501 utilizando-se o reagente (anti-lgG) do mesmo fabricante do
equipamento do lote 6583401/01 com prazo de validade até novembro de 2014.

Dosagem do Fator de Coagulacéo VIII

O método de doseamento do fator de coagulacdo VIII é o coagolométrico de um estagio, o
qual é baseado na capacidade em uma amostra de plasma diluida encurtar o tempo de coagulacédo
em um meio que constituido por plasma deficiente em fator V11, fosfolipidio, ativador de contato e
célcio.

Devido a todos os fatores estarem em excesso em relacdo ao fator VIII, o tempo de
coagulacdo desta mistura € afetado, principalmente, pela atividade de fator VIII. Neste caso, o
tempo de coagulacdo reflete o resultado em uma linha linear entre o tempo de coagulacdo (escala
linear) e diluigdo do plasma padréo (escala logaritmica). Nos testes foram utilizados os reagentes da
marca Trinity Biotech T1508A, lote C188003 prazo de validade 13/06/2014, e utilizado o
equipamento TCOAG modelo Destiny Plus.
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Dosagem do Fator de Coagulagéo IX

O método de doseamento do fator de coagulacdo IX é o coagolométrico de um
estagio, o qual é baseado na capacidade em uma amostra de plasma diluida encurtar o tempo de
coagulacdo em um meio que constituido por plasma deficiente em fator IX, fosfolipidio, ativador de
contato e célcio.

Devido a todos os fatores estarem em excesso em relagdo ao fator IX, o tempo de
coagulacdo desta mistura é afetado, principalmente, pela atividade de fator IX. Neste caso, o tempo
de coagulacdo reflete o resultado em uma linha linear entre o tempo de coagulacdo (escala linear) e
diluicdo do plasma padrédo (escala logaritmica). Nos testes foram utilizados os reagentes da marca
Trinity Biotech T1508A, lote C153003 prazo de validade 10/06/2014, e utilizado o equipamento
TCOAG modelo Destiny Plus.

Tratamento Estatistico

Para o tratamento estatistico e calculo das cinéticas de decomposicdo dos componentes do
plasma sanguineo foi utilizado o software Originlab 8.0°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisarmos, inicialmente, apenas as temperaturas de armazenamento sem levar em
consideracdo o tipo sanguineo, verificamos que nas temperaturas de estocagem de -20°C e de -30°C
as perdas de atividade do Fator de coagulacdo VIII, foram pequenas ndo sendo estatisticamente
significativas quando tratadas por ANOVA, e velocidade de degradacdo seguiu a mesma ordem de
reacdo em funcdo do tempo de estocagem, bem como, na temperatura de - 17°C, em que a reacéo de
decomposicdo do FVIII segue uma escala logaritmica evidenciando uma reacdo de segunda ordem,

dependente da concentracdo de dois substratos, representadas na figura 1.
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Figura 1. Perfil de decaimento do Fator VIl nas amostras armazenadas as temperaturas de -
17°C, - 20°C e - 30°C.
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Na temperatura de estocagem de -17°C a perda de teor foi mais acentuada, estatisticamente
significativa, porém teria uma influencia pequena sobre a estocagem do Fator VIII, ja que a partir
do célculo cinético de decomposicdo € possivel predizer que demoraria aproximadamente 3 anos
para que o teor descaisse cerca de 10% (calculo realizado a partir da equacao: % = 2,9769*exp(- t
/1,23) + 97,02 , gerada pela média das amostras para os trés grupos sanguineos avaliados). No
armazenamento a temperatura de -17°C as perdas foram minimas durante o periodo avaliado pelo
presente estudo e ndo impossibilitam o uso do plasma pelas industrias fracionadoras. Porém, a
legislagdo sanitaria atual ndo permitiria tal uso, pois a temperatura de estocagem de -17°C é superior
a temperatura recomendada.

O mesmo néo foi observado na temperatura de estocagem de -10°C, em que a diminui¢édo da
atividade do FVIII foi bem acentuada, apresentando uma ordem de reacdo diferente das
temperaturas de -17°C, - 20°C e - 30°C. Como pode ser observado na figura 2 o teor do FVIII decai
linearmente quando armazenado a -10°C, o que indica uma reacdo de decomposicao de ordem zero,
isto &, independente da concentracdo dos substratos. Na realidade, a velocidade de decomposicédo
ndo independe totalmente da concentracdo dos substratos, pelo contrario, reacdes de ordem zero,
demonstram que a complexidade de fatores envolvidos é tamanha que nenhum substrato se destaca

na via metabolica para ser tomado como fator limitante.
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Figura 2. Perfil de decaimento do Fator VII nas temperaturas de -10°C.

100 | B

98 4 L]
96 4
94 4 [
924
90 .

88+ a
86 4
84
82
80 T T T T T T T )

% de decaimento

m  Temperatura - 10°C

Tempo (meses)

Esse fato ndo inviabiliza a utilizacdo do plasma armazenado a -10°C, j& que esta
decomposicdo é lenta, gradual e linear com o tempo de estocagem. O prazo de validade (tempo para
decaimento < 10%) deste plasma ¢ 6 meses, de acordo com os dados obtidos neste estudo (calculo
realizado a partir da equacdo: % = -2,02*t + 99,91), com coeficiente de correlacdo igual a 0,9979,
equacdo gerada pela média das amostras para os trés grupos sanguineos avaliados), porém, a
legislacdo atual ndo recomenda o uso deste plasma como matéria-prima para na industria de
hemoderivados, o que poderia ser reavaliado pelos 6rgaos sanitarios.

A influéncia do polimorfismo do gene ABO sobre os niveis plasmaticos de Fator VIII foi
confirmada neste estudo, ja que, individuos do grupo O tem teores e atividades mais baixos do fator
VIl que os demais grupos, conforme pode ser observado na tabela 1 que evidencia as quatro
condi¢cdes de armazenamento para 0s grupos separados em teores absolutos de % de FVIII nas

amostras testadas.
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Tabela 1. Atividade de Fator de Coagulagdo VIII nas diferentes temperaturas de armazenamento.

Temperatura Tempo (meses) )
Amostra Teor Final
de Estocagem 0 1 2 3 4 5 6
TipoA | 1133 | 112,7 | 1132 | 112,2 | 112,1 | 112,0 | 1121 98,9%
-30°C Tipo B 95,8 95,7 95,8 95,3 95,2 95,2 95,1 99,3%

Tipo O 86,4 86,5 86,6 86,4 86,3 86,3 86,2 99,7%
TipoA | 1133 | 1131 | 112,7 | 112,0 | 111,9 | 1119 | 1118 98,7%
- 20°C Tipo B 95,8 95,4 94,4 94,4 94,3 94,3 94,2 98,3%
Tipo O 86,4 86,2 86,2 86,0 85,9 85,9 85,8 99,3%
TipoA | 1133 | 112,1 | 110,4 | 109,4 | 109,3 | 109,4 | 109,1 96,2%
-17°C Tipo B 95,8 95,5 93,6 92,7 92,6 92,5 92,4 96,4%
Tipo O 86,4 86,3 84,6 83,7 83,6 83,5 83,5 96,6%
TipoA | 1133 | 110,3 | 107,4 | 1049 | 101,8 | 98,7 95,7 84,5%
- 10°C Tipo B 95,8 93,8 91,0 88,3 85,6 83,0 80,6 84,1%
Tipo O 86,4 84,1 81,6 79,8 76,4 74,1 71,9 83,2%

Através do estudo detectou-se a influéncia do polimorfismo do gene ABO sobre niveis do
Fator VIII, e que de forma indireta este pode ser um fator redutor no tempo de estocagem do plasma
destinado ao processamento industrial. Em virtude deste fato foi calculado a cinética de degradagéo
para cada temperatura e para cada grupo sanguineo avaliado, descrito na tabela 2. Assim, é possivel
observar que o valor absoluto das constantes de degradacdo variam, porém a ordem da reacdo para
os diferentes grupos sanguineos se mantem a mesma indicando que as vias metabolicas ativadas
para degradacdo do fator VIII sdo semelhantes independente do tipo sanguineo. O mesmo néo é
observado quando a variavel é a temperatura de armazenamento, ja que no caso da estabilidade do
FVIIII a temperatura ndo atua apenas como um agente catalizador, mudando apenas a velocidade da
degradacéo, ela permite a ativacdo de diferentes vias metab6licas para degradacdo do fator VIII
dependendo da temperatura de estocagem.
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Tabela 2. Calculo da cinética de degradacdo do fator VII nas diferentes temperaturas de

armazenamento e grupos sanguineos.

Temperatura
de Amostra Equacdo Fator d?
Estocagem correlacdo
Tipo A | % = 1,49 (1/409)+9847 0,92
- 30°C Tipo B | % = 2,533 (1/1534)+97.52 0,91
Tipo O | % =0,79 (1/339)+10017 0,93
Tipo A | % =1,84 (17360 +9825 0,91
- 20°C Tipo B % = 1,87 (1/1.72)+9%8.20 0,92
Tipo O | % =0,96 (1/431)+99.02 0,94
Tipo A % = 4,02 (1/202)+ 95,95 0,95
-17°C Tipo B % = 1,81 (1/L71)+98,02 0,91
Tipo O % = 4,57 (1/278)+ 95,77 0,96
Tipo A % = 100,01 - 2,57 x t 0,99
-10°C Tipo B % =99,59 - 0,065 x t 0,97
Tipo O % = 100,12 - 2,83 x t 0,99

As demais proteinas plasmaticas ndo sofreram perdas de teor e/ou atividades

estatisticamente significativas em nenhuma das condi¢Ges neste estudo, comprovando a sua

estabilidade em temperaturas superiores as recomendadas pela legislacdo atual (Tabelas 3, 4 e 5).

Na tabela 3 verifica-se que a perda maxima de teor de fator XI foi em media de 0,1%, demostrando

a estabilidade térmica desta proteina ao modelo do estudo.
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Tabela 3. Média dos resultado das dosagens dos demais componentes:

Fator de Coagulacéo 1X (Valores em % de atividade); imunoglobulinas (Valores em g/dL) e
albumina (Valores em g/dL).

Temperatura Tempo (meses)
Teor
de Proteina Amostra .
0 1 2 3 4 5 6 Final
Estocagem
Tipo A 96,8 96,8 | 96,7 | 96,7 96,8 | 96,7 | 96,7 99,9%
FIX
. Tipo B 97,1 | 971 97 97 97,1 97 97 99,9%
Atividade (%)
TipoO | 101,1 | 101,21 | 101 | 101 | 101,1 | 101 | 101 99,9%
Imunoglobulinas | Tipo A 665 669 664 667 663 664 665 100,0%
(Valores em Tipo B 680 683 | 680 | 683 682 | 683 | 682 100,3%
_ 0
0°C g/dL). TipoO | 799 | 798 | 789 | 796 | 799 | 800 [ 798 99,9%
Albumina Tipo A 3,3 3,3 3,3 33 3,3 3,3 3,3 100,0%
(Valores em Tipo B 34 34 34 34 34 34 34 100,3%
g/dL). Tipo O 4 4 39 4 4 4 4 99,9%
TipoA | 982 | 982 | 981 | 981 | 982 | 98,2 98 99,8%
FIX
o TipoB | 97,1 [ 971 [ 97 97 [ 971 | 97 97 99,9%
Atividade (%)
TipoO | 101,1 | 101,1 | 101 101 101,1 | 101 101 99,9%
Tipo A 665 669 | 669 | 670 665 | 667 | 666 100,2%
Tipo B 680 680 | 683 | 680 683 | 682 | 683 100,4%
Tipo O 799 799 | 798 | 799 798 | 789 | 796 99,6%
-20°C
Tipo A 33 33 33 33 33 33 33 100,2%
Albumina -
Tipo B 34 34 34 34 3,4 3,4 3,4 100,4%
(Valores em g/dL).
Tipo O 4 4 4 4 4 39 4 99,6%
TipoA | 968 | 968 | 96,7 | 968 | 96,8 | 96,7 | 96,7 99,9%
FIX
o TipoB [ 971 [ 971 [ 97 | 971 | 971 | 97 97 99,9%
Atividade (%)
TipoO | 1011 | 101,12 | 101 | 101,21 | 101,21 | 101 | 101,3 100,2%
Imunoglobulinas | Tipo A 665 666 | 667 | 664 666 | 665 | 667 100,3%
(Valores em Tipo B 680 678 | 680 680 683 | 682 | 678 99,7%
g/dL). Tipo O 799 798 | 789 | 796 798 | 789 | 800 100,1%
Albumina Tipo A 33 33 33 33 33 33 33 100,3%
-17°C
(Valores em Tipo B 34 34 34 34 34 34 34 99,7%
g/dL). Tipo O 4 4 3,9 4 4 3,9 4 100,1%
TipoA | 968 | 968 | 96,7 | 96,7 | 96,8 | 96,7 | 96,7 99,9%
FIX
o TipoB | 97,1 | 971 [ 97 97 [ 971 | 97 97 99,9%
Atividade (%)
TipoO | 101,1 | 101,21 | 101 101 101,1 | 101 | 101,2 100,1%
Imunoglobulinas | Tipo A 665 666 | 665 | 665 663 | 664 | 664 99,9%
(Valores em Tipo B 680 679 | 683 680 683 | 682 | 681 100,2%
g/dL). Tipo O 799 798 | 789 | 796 798 | 789 | 796 99,6%
- 10°C
Albumina Tipo A 33 33 33 33 33 33 33 99,9%
(\Valores em Tipo B 34 34 34 34 34 34 34 100,2%
g/dL). Tipo O 4 4 39 4 4 39 4 99,6%
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CONCLUSAO

O estudo mostrou estabilidade do Fator de Coagulacdo VIII estd diretamente relacionada
com a temperatura de estocagem do plasma fresco congelado, porem ela ndo é o Unico fator de
degradacdo desta proteina. A velocidade de degradacdo pode passar a ser utilizada como fator

limitador para plasmas estocados em temperaturas diferentes das propostas pela legislacédo atual.

A estabilidade do Fator de Coagulacédo IX, da Albumina e das Imunoglobulinas ndo sofreu
influéncia nas temperaturas de estocagem utilizadas neste estudo. Plasmas estocados em
temperaturas superiores a -20C podem ser utilizados como matéria-prima para a producdo de

hemoderivados.

A influéncia do polimorfismo ABO sobre a atividade do Fator de Coagulacdo VIII foi
evidenciada no estudo. Atualmente sé uma parte do plasma fresco coletado no Brasil € utilizado
para a fabricacdo de hemoderivados, ndo hé critério, além do sanitério, para definir quais bolsas de
plasma serdo utilizadas e quais serdo descartadas. A utilizacdo do polimorfismo ABO como
segundo critério de escolha de forma imediata e direta aumentar o rendimento da producao de Fator
VIII.

Propdem-se novos estudos que subsidiem a reavaliacdo da legislagdo no que tange a
liberacdo do plasma para a producdo de hemoderivados, baseada em outros fatores, como prazo de

validade versus temperatura de estocagem.

1019
Andrade, S. B. et al Rev. Bras. Farm. 96 (1): 1005 — 1021, 2015.



ARTIGO ORIGINAL / RESEARCH

REFERENCIAS

Brasil. Lei 10.205 de 21 de margo de 2001. Regulamenta o 8§ 4° do art. 199 da Constituicdo
Federal. Diario Oficial da Uni&o. 2001.

Brasil. Ministério da Saude. Portaria n° 1.353 de 13 de junho de 2011. Aprova o Regulamento
Técnico de Procedimentos Hemoterapicos. Brasilia, 2011.

Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC N° 57 de 16
de dezembro de 2010. Determina o Regulamento Sanitario para Servigos que desenvolvem
atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue humano e componentes e procedimentos
transfusionais. Brasilia: Ministério da Saude, 2011.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Salude. Coordenacdo-Geral de Sangue e
Hemoderivados. Sangue e hemoderivados: produgdo hemoterapica 2010. 5. ed. Brasilia: Ministério
da Saude, 2011.

Brasil. Ministério da Salde. Secretaria de Atencdo a Salde. Departamento de Atencédo

Especializada. Coordenacdo-Geral de Sangue e Hemoderivados. Manual de diagnostico laboratorial
das coagulopatias hereditarias e plaguetopatias. Brasilia: Ministério da Saude, 2012.

Burnouf T. Plasma fractionation in Asia—Pacific: challenges and perspectives. ISBT Sci. Series. 6:
366-372, 2011.

European Pharmacopoeia. 5. ed. Strasbourg: Council of Europe, 2005. Suppl. 973.
Farmacopeia Brasileira. 5. ed. Brasilia: Anvisa, 2010. v. 2

Farrugia A & Cassar J. Plasma derived medicines: access and usage issues. Blood transfus. 10:
273-278, 2012;

Fischer RR. A doenca de von Willebrand no Rio Grande do Sul. 1995. Porto Alegre. 62 p. Tese
(Doutorado em Genética e Biologia Molecular), Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto
Alegre.

Food and Drug Administration (U.S. FDA). Code of federal regulations. Additional standards for
human blood and blood products. Food and drug administration department of health and human
services, Title 21, Part 640, v. 7, 2012.

Illert WE, Butsch H, Nuber D, Howe J, Sédnger W, Weidinger S. Long-term storage of fresh frozen
plasma at —40 °C. A multicenter study on the stability of labile coagulation factors over a period of
3 years. Infusion Ther. Transf. Med. 28:189-194, 2001

Kurup PA, Arun P, Gayathri NS. Modified formulation of CPDA for storage of whole blood, and of
SAGM for storage of red blood cells, to maintain the concentration of 2,3-diphosphoglycerate. Vox
Sanguinis. 85: 253-261, 2003.

Preston AE. & Barr A. The plasma concentration of factor VIII in the normal population Il. the
effects of age, sex, and blood group. Brit. J. Haematol. 10: 238-245, 1964.

1020
Andrade, S. B. et al Rev. Bras. Farm. 96 (1): 1005 — 1021, 2015.



ARTIGO ORIGINAL / RESEARCH

Simon D & Bandinell E. Polymorphism in the promoter region of von Willebrand factor gene and
von Willebrand disease type 1. Genet. Molec. Biol. 26 (4): 397-401, 2003.

World Health Organization (WHQO). Recommendations for the production, control and regulation of
human plasma for fractionation. WHO Technical Report Series No 941, 2007.

1021
Andrade, S. B. et al Rev. Bras. Farm. 96 (1): 1005 — 1021, 2015.



