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GARCIA, CLAUDIA ZEFERINO. Estabilidade do fator de von Willebrand e
fator VIII no crioprecipitado canino em diferentes protocolos de
armazenamento. Botucatu, 2014. 75 p. Dissertagdo (Mestrado). Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu.

RESUMO

O fator VIII (FVIII), o fator de von Willebrand (FVW) e o fibrinogénio sao de
suma importancia na coagulagdo sanguinea, com diferentes fun¢des
fisiologicas. Por conter altas concentracdes destes fatores a transfusdo de
crioprecipitado € uma terapia utilizada principalmente em pacientes que
apresentam Doenca de von Willebrand, Hemofilia A (deficiéncia do FVIIl), ou
pacientes que sofrem de hipo ou disfibrinogenemia. Este hemocomponente é
um precipitado obtido apds o descongelamento parcial (entre 1 e 6°C) do
plasma fresco congelado, e também €& conhecido como fator anti-hemofilico.
Estudos tém demonstrado que o protocolo de congelamento e armazenamento
do crioprecipitado afeta a qualidade do produto e a viabilidade destes fatores.
Com o objetivo de avaliar a viabilidade do crioprecipitado canino em diferentes
protocolos de congelamento e armazenamento foram avaliados dois grupos
compostos de 10 unidades de crioprecipitado canino (n=20). Apds a
centrifugacado das bolsas de sangue, o plasma fresco foi congelado a -80°C
(grupo I) e a -20°C (grupo II). Vinte e quatro horas apds o congelamento das
bolsas, estas foram submetidas ao procedimento de extracdo do
crioprecipitado. Os crioprecipitados das bolsas dos dois grupos foram
submetidos a determinacdo do TP, TTPA, FVIII, FYW e fibrinogénio, no
momento zero e apds seis meses de estocagem. Para a realizagdo das
coletas, foram utilizadas bolsas sanguineas triplas de plastico, com
anticoagulante CPDA-1, sendo a bolsa principal com capacidade para 450 mL
de sangue total (JP Industria Farmacéutica®). Apos o crioprecipitado
devidamente pronto, uma aliquota de aproximadamente 5 mL da bolsa de
crioprecipitado foi separada em criotubos para analise da amostra pré-
estocagem e seis meses pos estocagem. As amostras obtidas em cada
momento foram congeladas a -80°C até o momento do processamento. Os
resultados mostraram um decréscimo significativo dos fatores e prolongamento

do TTPA (p<0,05) em ambos os grupos, no momento zero e apds seis meses



de armazenamento. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, demonstrando que a diferenga na temperatura de congelamento
inicial ndo influenciou no decréscimo dos fatores apds seis meses de

armazenamento a -20°C.

Palavras-chave: Céo; Fator de von Willebrand; Fator VIII; Plasma sanguineo;

Sangue — coleta e preservagao.



GARCIA, CLAUDIA ZEFERINO. Stability of von Willebrand factor and factor
VIIl'in canine cryoprecipitate in different storage protocols. Botucatu, 2014.
75 p. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu.

ABSTRACT

The factor VIII (FVIII), the von Willebrand factor (VWF) and the fibrinogen are
extremely important to the blood clotting process, with various physiological
functions. Because it contains high concentrations of these factors and
fibrinogen, transfusing cryoprecipitate is a therapy mainly used in patients who
have von Willebrand disease, Hemophilia A (FVIII deficiency), or who suffer
from hypo/dysfibrinogenemia. This hemocomponent is a precipitate obtained
after the partial thawing process (between 1 and 6°C) of fresh frozen plasma,
and which is also known as the anti-hemophilic factor. Studies have
demonstrated that the cryoprecipitate freezing and storage protocol affects the
product quality as well as these factors viability. In order to evaluate the canine
cryoprecipitate viability in different freezing and storage protocols, two groups
containing 10 units of canine cryoprecipitate (n=20) were evaluated. Following
the blood centrifugation, the fresh plasma was frozen at -80°C (group |) and at -
20°C (group II). Twenty-four hours after freezing the blood bags, they were
submitted to the cryoprecipitate extraction procedure. The cryoprecipitate from
both groups of blood bags were submitted to the TP, TTPA, FVIII, FvW and
fibrinogen determination process, at time zero and after six months of storage.
During the collections, triple plastic blood bags were used, along with the
anticoagulant CPDA-1, being the main bag capacity of 450 mL of whole blood
(JP Industria Farmacéutica®). After having the cryoprecipitate properly ready,
an approximately 5 mL aliquot of cryoprecipitate was separated into cryovials to
be analysed pre-storage and six months after storage. However, there was no
significant difference between treatments, demonstrating that the difference in
initial freezing temperature did not influence the decrease of the factors after six

months storage at -20°C.

Key-words: Dog; von Willebrand factor; Factor VlII; Plasma; Blood — collection

and preservation.
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1. INTRODUCAO

A transfusdo sanguinea, também denominada hemoterapia, € definida
como uma terapia intravenosa realizada com sangue total ou seus
componentes. Podendo ser aplicada em diversos casos, como: hipovolemia,
disfungdes plaquetarias, deficiéncia de fatores da coagulagéo, hipoproteinemia,
anemias causadas por hemorragia, disturbio medular ou eritropoiese ineficaz,
anemia hemolitica auto-imune e neoplasia (BROWN e VAP, 2007).

Nas ultimas décadas na medicina veterinaria, tem ocorrido um aumento
na utilizagdo de hemocomponentes em relagéo a transfusdo de sangue total.
Esse aumento se deve as vantagens do fracionamento do sangue, que
possibilita uma reposicdo especifica para a necessidade de cada paciente,
minimiza ocorréncia de reacodes transfusionais devido a menor exposicdo a
antigenos e componentes desnecessarios, diminui o risco da transmissdo de
agentes infecciosos e ainda possibilita a utilizacdo de uma bolsa de sangue
para varios pacientes (SCHNEIDER, 1995; ABRAMS OGG, 2000).

A partir do sangue total podem ser obtidos o concentrado de hemacias,
plasma fresco congelado (PFC), crioprecipitado, plasma criopobre, plasma rico
em plaquetas e concentrado de plaquetas (PEREIRA e RAMALHO, 2001). Por
conter maiores concentragcbes de fator VIII (FVIII), fator de von Willebrand
(FvW), fibrinogénio e fator Xlll, a transfusdo de crioprecipitado € uma terapia
utilizada principalmente em pacientes que apresentam doenca de von
Willebrand (DvW), hemofilia A (deficiéncia do FVIII), ou pacientes que sofrem
de hipo ou disfibrinogenemia (LANEVISCHI e WARDROP, 2001). Essas
doencas constituem as principais indicagdes para o uso do crioprecipitado e
outros componentes plasmaticos (LANEVISCHI e WARDROP, 2001).

O FVW consiste em uma glicoproteina multimérica de alto peso
molecular que atua na hemostasia primaria, realizando uma ponte molecular
entre as plaquetas e o subendotélio exposto, além de possuir a capacidade de
atuar na agregacao plaquetaria (HALLENBECK, 1981; OLSEN et al., 2003). O
mesmo tem a capacidade de carrear o FVIII, um co-fator de extrema
importancia na cascata de coagulacdo sanguinea, essencial na ativagao do
fator X (DAY et al., 2000), apesar de labil (LANEVISCHI e WARDROP, 2001).
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Ja o fibrinogénio € uma proteina de alto peso molecular sintetizada pelos
hepatdcitos, que assim como o FVIIl atua na hemostasia secundaria. A
trombina catalisa a conversao do fibrinogénio em fibrina, que desempenha um
papel chave na formagao e estabilizagdo do coagulo (FECTEAU et al., 1997;
FRANCHINI e LIPPI, 2012).

Estudos tém demonstrado que a utilizagdo do crioprecipitado como
auxilio terapéutico em caes portadores de DvW e hemofilia A mostrou-se mais
eficaz e seguro em comparagédo com o uso do PFC (STOKOL e PARRY, 1997;
DAY et al., 2000, BARR e MCMICHAEL, 2012).

Existem alguns dados sobre condigbes de congelamento e sua relagéo
com a qualidade do crioprecipitado, porém sdo necessarios mais estudos,
principalmente na medicina veterinaria.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a concentragdo dos
fatores presentes no crioprecipitado em diferentes temperaturas e tempos de
armazenamento, a fim de determinar se a qualidade do produto € estavel e

consequentemente a eficacia da terapia utilizando o hemocomponente.



Revisao de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

Ha anos a hemoterapia tem se baseado no uso de sangue total, e este
tem sido cada vez menos utilizado em medicina veterinaria (LANEVISCHI e
WARDROP, 2001). Os subprodutos do sangue incluem seus componentes e
derivados. Os componentes sanguineos sédo obtidos através da centrifugacgéo,
ou menos comumente, através da aférese. O uso dos componentes
sanguineos permite que mais de um paciente possa se beneficiar de apenas
um doador e reduz os riscos de uma reacgao transfusional contra os outros
componentes desnecessarios, pois muitas vezes o paciente que requer uma
transfusdo precisa de apenas um componente sanguineo especifico
(KRISTENSEN e FELDMAN, 1995; SCHNEIDER, 1995; LACERDA, 2005).

A transfusdo de sangue total fornece hemacias e proteinas plasmaticas,
incluindo albumina e antitrombina Ill, se armazenado por mais de 24 horas
contém poucas plaquetas e leucdcitos viaveis. Além disso, os fatores de
coagulacao V e VIl decrescem durante a estocagem, tornando-o uma escolha
inadequada para pacientes com DvW e/ou hemofilia A (RAZOUK e REICHE,
2004; CHIARAMONTE, 2004).

Enquanto a transfusdo de produtos plasmaticos desempenha um papel
importante e crescente na terapia de pacientes caninos com sangramentos
decorrentes de coagulopatias hereditarias. Realizar transfusdo do plasma ou
suas fragdes, como o crioprecipitado, ao invés de sangue total fresco ou
estocado minimiza o risco de reacgdes transfusionais e sobrecarga de volume.
Além disso, o plasma pode ser armazenado congelado, o que permite que ele
seja mantido por um periodo de tempo mais prolongado do que o sangue
refrigerado (WARDROP e BROOKS, 2001).

Tendo em vista o crescente uso de fragdes plasmaticas, Stokol e
Parry (1998) realizaram um estudo a fim de comparar a eficacia do PFC e
crioprecipitado canino. Demonstrando que além de ser mais eficaz na
reposicado de fatores nenhum animal tratado com crioprecipitado apresentou
qualquer efeito adverso. Enquanto mais da metade dos animais tratados
com PFC apresentaram reacdes adversas leves, incluindo prurido facial e

papulas, assim como reagdes severas como palidez, letargia e vémitos.
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2.1. Uso do crioprecipitado

O crioprecipitado € composto por aproximadamente 20% de fibrinogénio,
50% de fator VIl da coagulagéo e 30% de fatores VIII, Xlll e FvW. E obtido a
partir da centrifugacdo do plasma em temperatura controlada. A unidade de
PFC deve ser descongelada a 4°C e entdo centrifugada, formando um
precipitado branco. Assim como o PFC, é idealmente estocado entre -18°C e -
20°C por até um ano (CHIARAMONTE, 2004).

As principais indicagdes para o uso do crioprecipitado canino e outros
componentes plasmaticos sdo: DvW, hemofilia A e hipofibrinogenemia ou
disfibrinogenemia (LANEVISCHI e WARDROP, 2001).

Seu uso na pratica cirurgica é baseado na suposi¢dao de que pacientes
com deficiéncia de tais fatores estdo em maior risco de complicagdes
hemorragicas e a substituicdo dos fatores & eficaz em diminuir esse risco
(ARYA et al., 2011).

2.1.1. Doencga de von Willebrand

A DvW é o disturbio hemostatico hereditario mais comum em céaes
(JOHNSON et al., 1988; MATTOSO et al., 2010; BARR e MCMICHAEL, 2012).
A mesma ja foi diagnosticada em mais de 54 racas de caes nos Estados
Unidos, com maior prevaléncia em Doberman, Airedale Terrier e Scottish
Terrier (SADLER et al., 1995; BURGESS et al., 2009). No Reino Unido, a DvW
€ mais prevalente em caes da raca Pastor Alemao, Golden Retriever,
Schnauzer Miniatura, Welsh Corgi Pembroke e Manchester Terrier. Em
Botucatu, interior de Sdo Paulo Mattoso et al. (2010) demonstraram prevaléncia
maior da doenca em caes da raca Doberman e Golden Retriever. A DvW
caracteriza-se pela deficiéncia do FVW, e desde a sua descoberta trés tipos
foram identificados: dois deles compreendem deficiéncias quantitativas (Tipo 1
e 3), com diminui¢ao do fator circulante, e o outro é qualitativo (Tipo 2), onde o
fator possui uma estrutura multimérica anormal (BURGESS et al., 2009).

Esta coagulopatia é causada por um defeito quantitativo ou qualitativo ou

por ambos no FvVW, uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular
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necessaria para a adesao de plaquetas no local da lesdo vascular e pra
estabilizagcao do FVIII (BURGESS et al., 2009). Em caes, os sinais clinicos da
doenga sdo semelhantes aos dos seres humanos, tais como hemorragia de
mucosa, hemorragia pos-cirurgica prolongada e sangramento excessivo com o
crescimento dos dentes. Os caes afetados podem nao exibir os sinais clinicos
de sangramento ou hemorragia excessiva com frequéncia, podendo ser
evidente apenas ap6s cirurgia ou trauma (MATTOSO et al., 2010).

O diagnéstico da DvVW baseia-se na quantificagéo deste no plasma além
dos testes de fungdo plaquetaria FVYW - dependente. A diatese hemorragica
pode ter varias causas, tornando o diagnostico mais dificil (MATTOSO et al.,
2010).

No tratamento da doenga, o acetato de desmopressina demonstrou
melhorar a hemostasia em humanos com diferentes tipos de hemorragias
(JOHNSTONE, 1999). A desmopressina € um analogo da vasopressina que
provoca a liberacdo do FvW a partir de células endoteliais. Doses
subsequentes de desmopressina podem nao resultar em um aumento
substancial, ja que ha o esgotamento do FVW presente nestas células (BARR e
MCMICHAEL, 2012).

Até o momento, o mecanismo de acédo do acetato de desmopressina nao
foi totalmente caracterizado. Na medicina seu efeito no aumento da atividade
do FVIII € bem documentado, além disso, mostrou-se eficaz em pacientes com
disturbios plaquetarios, possivelmente, devido o aumento da adesividade das
plaquetas ao subendotélio, aumento da agregacéo plaquetaria e aumento da
concentracao de FvW plasmatico (JOHNSTONE, 1999; BARR e MCMICHAEL,
2012).

Estudos que avaliaram o uso de desmopressina em caes nao
demonstraram nenhuma elevacdo na concentragdo do FVW ou elevacao dos
multimeros de alto peso molecular. Porém, a administracdo do medicamento
em Dobermans com DvW tipo 1 resultou em melhora da fungédo hemostatica,
mesmo apresentando aumento minimo na concentragcdo do FVW (BARR e
MCMICHAEL, 2012).

Contudo, as terapias transfusionais continuam sendo o principal

tratamento utilizado em casos de sangramento, e na prevencgéo destes, ou nos
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casos em que o acetato de desmopressina € insuficiente para a hemostasia
(BURGESS et al., 2009).

De acordo com Wardrop e Brooks (2001), o crioprecipitado é o
tratamento de escolha para qualquer episodio de sangramento em caes com
DvW. A transfusdo do hemocomponente € capaz de promover o controle
efetivo da hemorragia ativa utilizando uma unidade para cada 5-10 kg de peso
do animal, em casos de hemostasia cirurgica seria uma unidade para cada 10-
20 kg de peso. Sendo o efeito de curta duragao, devido o fator transfundido ser

eliminado em algumas horas da circulagéo.

2.1.2. Hemofilia A

A deficiéncia ou auséncia do FVIII, conhecida como hemofilia A ou
hemofilia classica, € uma doenga congénita e hereditaria que acomete
principalmente cdes machos jovens. Esta doengca tem sido relatada em
diversas ragas de cées, incluindo cruzamentos (DAY et al., 2000; FINN et al.,
2010). Caracteriza-se por hemorragias espontaneas ou causadas por leves
traumatismos, além de hemartrose, hematomas e sangramentos pelo trato
urogenital e gastrointestinal (GILES et al., 1984; DALMOLIN et al., 2008).

O diagnastico laboratorial da deficiéncia de fator VIIIl e FYW depende da
quantificacdo destes no plasma. O FVIIl é normalmente quantificado em
termos da sua atividade funcional, de modo que as medicbes nao sao
rotineiramente realizadas devido a dificuldade em realizar estes ensaios
(JOHNSTONE et al., 1991).

Na hemofilia A o objetivo da terapia com crioprecipitado deve ser
aumentar as concentragdes plasmaticas de FVIII em pelo menos 25 a 30%.
Uma comparagao entre o PFC e o crioprecipitado demonstrou aumentos
semelhantes na atividade do FVIII de coagulagdao com ambos os produtos, mas
a incidéncia de efeitos colaterais (leve prurido, palidez, fraqueza) foi menor com
o crioprecipitado (DAY et al., 2000).

Lewis et al. (1983) desenvolveram uma colbnia de cdes hemofilicos, ao

longo de 13 anos, totalizando 29 cées. Seguindo a genética de um cao
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hemofilico da raga Lulu da Pomerania. Dentre estes, 21 animais morreram de
hemorragias graves nao tratadas, que geralmente ocorreram em cavidade,
sendo a hemorragia intra-abdominal a forma mais comum. Os caes eram
saudaveis, sem sintomatologia visivel nas articulagées. Apenas vinte e duas
hemorragias foram observadas em seis anos, incluindo hematoma, epistaxe,
hematuria, melena e episodio de sangramento pds-parto. A resposta foi rapida
a infusdo de uma a seis unidades de crioprecipitado canino. Apenas um céao
morreu de choque anafilatico apés o tratamento com FVIII humano.

Stokol e Parry (1998) realizaram um experimento com nove animais,
quatro apresentando Hemofilia A e cinco apresentando DvW tipo 1 ou tipo 3,
com o objetivo de avaliar a eficacia e segurangca na utilizagdo do
crioprecipitado. Os animais com DvW deste estudo alcangcaram niveis de FvW
maiores com a transfusdo do crioprecipitado, ja os cdes com Hemofilia A
obtiveram aumentos semelhantes do FVIII com transfusdo do PFC e
crioprecipitado. Seis dos nove animais tratados com PFC apresentaram efeitos
adversos que variaram de prurido leve a palidez e fraqueza, ao passo que
nenhum dos animais tratados com crioprecipitado teve qualquer reagao.

Aproximadamente 10% entre todos os pacientes com hemofilia A que
passam por terapia de reposicao de FVIII, seja a partir do crioprecipitado ou
FVIII concentrado, desenvolvem anticorpos contra o fator deficiente.
Atualmente, este representa um dos problemas mais sérios decorrentes da
manutengao da doenga (O’KELLEY et al., 2009).

A infusdo de plasma ou derivado de FVIIlI recombinante é o tratamento
padrdao em pacientes hemofilicos, porém o desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes contra a proteina substituida € uma das maiores complicacoes
da terapia. Na medicina aloanticorpos (inibidores) neutralizam a terapia de
substituicdo proteica em 20 a 30% dos pacientes jovens com hemofilia
moderada a severa, resultando em altas taxa de mortalidade. De acordo com o
autor, a terapia génica em caes pode servir de auxilio para erradicar a
formacdo de inibidores e consequentemente melhorar os resultados do
tratamento nos pacientes (FINN et al., 2010).

Giles, et al. (1984), comprovaram a grande incidéncia do

desenvolvimento destes anticorpos. Dezesseis cdes da raga Schnauzer
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miniatura, oriundos de cruzamentos entre um Schnauzer miniatura hemofilico e
uma fémea portadora, devidamente diagnosticados com hemofilia A, foram
submetidos a terapia com crioprecipitado canino sempre que houvesse eventos
hemorragicos. Cinco destes animais desenvolveram anticorpos contra o fator
VIII. A transfusdo de crioprecipitado nestes casos mostrou-se
hemostaticamente pouco efetiva.

Na medicina humana é crescente o uso de estratégias terapéuticas com
base em células ou terapia génica para a manutengdo da doenga, com a
finalidade de evitar as armadilhas da terapia de reposicdo (SABATINO et al.,
2011).

Alguns pacientes humanos com hemofilia desenvolvem inibidores de
fator VIII que reagem apenas com o fator VIII exégeno. Nesses casos, faz-se
uso da desmopressina, com a finalidade de estimular a liberagéo de fator VIl
endégeno armazenado. Ao passo que em caes, a administragdo de
desmopressina via subcutdanea ndo produziu mudangas significativas na
concentracao de fator VIII (O'’KELLEY et al. , 2009).

Stokol et al. (1997), realizou um estudo sobre a farmacocinética do FvW
e FVIlIl. Os mesmos foram determinados apdés a infusdo de PFC e
crioprecipitado em pacientes com DvW e hemofilia A, respectivamente. A
depuragcdo corporal total e o volume de distribuicio de FvW foram
significativamente maiores para o PFC do que o crioprecipitado em animais
com DvW. Esta tendéncia € semelhante em animais hemofilicos. Estas
diferencas podem ser explicadas devido ao grande volume de PFC em relacéo
ao crioprecipitado. Além disso, a dose, em termos de volume de produto
derivado de sangue é dependente dos rendimentos do FVW e FVIII obtido
durante a preparacdo do produto. Os rendimentos sio influenciados pelos
niveis dos fatores do doador e pela técnica de preparacdo do produto. Tais
resultados indicam que a infusdo de crioprecipitado € mais eficiente e pratica
para elevar a concentracao de FVYW e a atividade de FVIII para animais com
DvW e hemofilia A.

O crioprecipitado nao fornece o fator de coagulacéao IX para o tratamento
da hemofilia B, que deve ser realizado com o PFC ou com o sobrenadante do
crioprecipitado, conhecido como criopobre (BARR e MCMICHAEL, 2012).
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2.1.3. Hipofibrinogenemia

Disturbios ou deficiéncias de fibrinogénio sdo raramente relatados na
medicina veterinaria, sendo as formas adquiridas destes disturbios mais
comuns do que as hereditarias (BARR e MCMICHAEL, 2012).

A hipofibrinogenemia adquirida € observada principalmente nos casos
de doencas hepaticas avangadas e coagulagao intravascular disseminada
(CID) (FECTEAU et al.,, 1997; STANWORTH et al., 2011). A deficiéncia
hereditaria de fibrinogénio pode ser causada por falta completa da producao
(afibrinogenemia), producdo reduzida de fibrinogénio (hipofibrinogenemia) ou
pela producdo anormal de fibrinogénio (disfibrinogenemia) (FECTEAU et al.,
1997).

O tratamento da hipofibrinogenemia é raramente indicado em animais de
producdo devido ao custo envolvido, porém na medicina, a reposicdo da
proteina com crioprecipitado €& atualmente a terapéutica de preferéncia
(FECTEAU et al., 1997; STANWORTH et al., 2011).

Na medicina relata-se a transfusdo de plasma e fragbes como uma
pratica comum na unidade de terapia intensiva neonatal. A transfusdo deve ser
utiizada em casos de hipofibrinogenemia decorrente de episédios de
sangramento ou como profilaxia para evitar tal complicacdo causada por CID,
um problema relativamente comum em recém-nascidos em estados criticos de
saude, e frequentemente secundario, associado a um alto numero de
complicagbes como asfixia, acidose respiratoria, ‘sindrome do desconforto’,
infeccdo, enterocolite necrosante, aspiracdo de mecdnio, hipotermia e
trombose (MOTTA et al., 2011).

Os riscos causados pela transfusdo do PFC e crioprecipitado podem ser
relacionados a toxicidade por citrato, sobrecarga de volume ou transmissao de
doencgas infecciosas. Até o momento nado existem estudos que relatam a
incidéncia de lesdo pulmonar aguda ou transmissdo de bactérias pelo
hemoderivado, ja que o mesmo geralmente é rapidamente congelado evitando
assim qualquer risco de contaminacao (MOTTA et al., 2011).

A suplementacao de fibrinogénio pode ser fornecida por transfusao de
PFC, crioprecipitado e concentrado de fibrinogénio, produto liofilizado obtido a
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partir do plasma humano. No entanto, o PFC apresenta varias limitagdes,
incluindo um baixo teor de fibrinogénio, necessitando de um grande volume de
transfusédo e apresentando maior risco de complicagcbes (FRANCHINI e LIPPI,
2012). Por essa razao, ha preferéncia pela transfusdo de crioprecipitado nos
estados de hemorragia associada a deficiéncia adquirida de fibrinogénio
(RAZOUK e REICHE, 2004; SILVA, 2009; STANWORTH et al., 2011).

2.2. Técnica de coleta

O local de puncgao deve ser tricotomizado e antissepsia procedida trés
vezes. A regiao de preferéncia para colheita é a veia jugular, na qual o fluxo de
sangue é maior e ha menor risco de formagdao de coagulos durante o
procedimento, todavia em caes de maior porte a colheita pode ser feita por
puncgéo da veia cefalica (HELM e KNOTTENBELT, 2010).

2.3. Fracionamento para obtencao do crioprecipitado

O sangue fresco total obtido deve ser processado em até trés horas
apds a coleta, para obtencao do PFC, que devera pesar de 225 — 250 mL,
sendo necessaria a0 menos uma bolsa satélite integrada a bolsa de plasma
(bolsa tripla). O mesmo deve ser congelado em até seis horas apds a coleta da
bolsa, e deve ser submetido ao descongelamento lento na temperatura de 1 a
6°C. Este processo leva aproximadamente oito horas. Quando o plasma
adquirir uma consisténcia viscosa, o crioprecipitado pode ser processado. O
plasma deve ser centrifugado utilizando alta rotagdo (3500 g). Durante a
centrifugacéo o crioprecipitado ira precipitar e aderir ao lado da bolsa, em
seguida transfere-se 90% do sobrenadante para a bolsa satélite vazia. Esta
bolsa recém completada é o crio pobre. A bolsa satélite com 10% do plasma é
o crioprecipitado. Ambos devem ser congelados até uma hora apds a
preparagao e armazenados a -18°C ou menos (MURPHY e PAMPHILON,
2009).
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Todos os produtos de sangue devem ser rotulados com a data da coleta,
nome do produto e data de validade. Informagdes adicionais tais como tipo de
sangue e nome do doador também sao uteis. Marcadores permanentes devem
ser utilizados para rotulagem, para que esta informacgéo nao se perca durante a
estocagem do produto. Antes de iniciar o processamento, a agulha deve ser
removida e em seguida assegurar de que o sangue presente no manguito esta
devidamente anticoagulado (FELDMAN e SINK, 2008).

Para iniciar uma transfusdo, independentemente de qual componente
sera utilizado, alguns padrdées devem ser obedecidos para que ocorra uma
transfusédo segura e com qualidade, minimizando ao maximo os erros. Deve-se
conferir a requisicdo do clinico sobre o produto requerido, identificar
corretamente as amostras para depois liberar o produto ao seu destino
(LANEVISCHI e WARDROP, 2001).

2.4. Armazenamento do crioprecipitado

Devido a instabilidade de alguns fatores de coagulagao e a variabilidade
das condicbes em que as amostras podem ser expostas apds a coleta e
processamento das mesmas, a quantificacdo e a estabilidade dos fatores
plasmaticos, por vezes, causa duvida (JOHNSTONE, et al. 1991).

Na medicina ha estudos como o de Farrugia e Prowse (1985), realizado
com o objetivo de estudar o efeito da temperatura de armazenamento do
plasma, antes da preparacao do crioprecipitado. O estudo foi baseado em dois
grupos, sendo o primeiro com bolsas rapidamente congeladas em temperatura
de -70° C e o0 segundo com bolsas lentamente congeladas em temperatura de -
40° C. Este estudo demonstrou a importéancia do congelamento rapido. O
crioprecipitado obtido do plasma lentamente congelado resultou em
rendimentos reduzidos em relagdo a atividade do FVIIl e concentracdo do
fibrinogénio. Particulas de gelo foram observadas no plasma lentamente
congelado logo no inicio do descongelamento. Este fendmeno foi
acompanhado por perda dos fatores com o sobrenadante, sugerindo que a
qualidade do crioprecipitado € dependente também do modo de congelamento.
O FVIII sofreu uma queda acentuada, de aproximadamente 20%, devido sua
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alta labilidade, demonstrando como a temperatura de armazenamento é uma
variavel importante principalmente quanto a atividade do FVIII.

Carlebjork et al. (1986) também demonstraram que o congelamento
rapido afeta menos na qualidade do produto, a partir de bolsas de plasma
congeladas em diferentes temperaturas, as bolsas de plasma em
congelamento rapido sofreram menor perda de FVIIl. Segundo Cardigan e
Willianson (2009), o congelamento inicial do PFC deve resultar numa
temperatura na regiado interna e central da bolsa menor que -30°C, fato nao
passivel de ser obtido em freezers convencionais.

Na espécie canina a estabilidade do crioprecipitado congelado também
merece atencdo. Se ocorrer deterioragdo, consumo ou ativacdo dos fatores
durante o periodo de armazenamento, quando o mesmo for descongelado sera
terapeuticamente menos eficaz. Em caes Stokol e Parry (1995) citam que o
tempo de validade do hemocomponente varia entre seis meses e um ano,
quando armazenados entre -30°C a -70°C.

Na medicina veterinaria, Wardrop e Brooks (2001) realizaram um
experimento com a finalidade de estudar a estabilidade dos fatores de
coagulagdo e do FVW presentes no PFC canino. Quatro unidades de plasma
obtidas de sete caes em intervalos mensais foram aleatoriamente designadas
para quatro diferentes protocolos de armazenamento e congelamento: No
primeiro tratamento as unidades foram armazenadas a temperatura de -30°C
durante trés meses, no segundo tratamento as unidades foram armazenadas a
-30°C durante seis meses, no terceiro tratamento unidades foram armazenadas
a -20°C durante seis meses, e no quarto tratamento unidades foram
armazenadas a -30°C durante um ano. Foram anotadas as diferencas
significativas entre os valores de pré-estocagem e pos-estocagem dos fatores
VIII, IX, X e FYW. A diferenga foi menos pronunciada para o PFC armazenado
durante trés meses a -30°C. De acordo com os autores, essas diferengas
provavelmente ocorreram devido a deterioragdo dos fatores com o
congelamento, descongelamento e armazenamento de um grande volume de
plasma. Porém ndo ha estudos relacionando o tempo e as temperaturas de
armazenamento e de descongelamento com a estabilidade do crioprecipitado

canino.
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Da mesma forma, a estabilidade do crioprecipitado descongelado ira
determinar o periodo para qual o produto permanece eficaz apds seu
descongelamento. Em algumas circunstancias, o0 hemocomponente pode ser
descongelado e recongelado para uso posterior. Por essa razdo, Stokol e Parry
(1995) avaliaram a estabilidade do FVIII e FVYW presentes no crioprecipitado
canino, simulando diversas condi¢cdes que podem ocorrer durante o transporte
e 0 uso do produto. Foram colhidas sete bolsas de sangue de greyhounds para
produgdo de crioprecipitado que passaram por varios procedimentos de
descongelamento, recongelamento e temperaturas de armazenamento. Os
fatores foram estaveis ao recongelamento, ao descongelamento lento e ao
armazenamento as temperaturas de -20°C e ambiente por um periodo de 24
horas. Porém, nado foram avaliadas os efeitos das temperaturas de
congelamento inicial ou do tempo de armazenamento.

Moser, et al. (1996) concluiram através de amostras de plasma de 26
cdes adultos e 6 filhotes, sob diferentes condigdes, que a maioria das
variaveis como idade do animal, lipemia, congelamento e descongelamento
por pelo menos quatro vezes, uso de anticoagulante EDTA ou citrato de
sodio, velocidades diferentes de centrifugagdo e armazenamento em
temperatura ambiente por oito horas n&o alteraram a concentragao do FvW.
No entanto, a hemdlise resultou em uma reducdo significativa na
concentracdo de FvW plasmatico do cao.

De acordo com Stokol e Parry (1995) os rendimentos de FVIII presente
no crioprecipitado também sao determinadas pela “crioprecipitabilidade” do
fator plasmatico do doador. Apds a injecdo de desmopressina, caes da raga
greyhound tendem a alcangar niveis inferiores de FVIII e FVW quando
comparado a caes mesticos, e oferecem rendimentos inferiores desses fatores
no crioprecipitado.

Uma vez que a importancia do crioprecipitado € conhecida, é necessario
que se garanta a qualidade deste material para a realizagdo da transfusao.
Este pode ser avaliado quanto a concentragdo de fibrinogénio e FVIII para
garantir que a preparacao do componente é ideal. O mesmo nao deve ser
exposto a temperaturas de 30 — 37 °C por mais de 15 minutos (por minimizar o
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fator VIII) e deve ser transfundido imediatamente apdés o descongelamento
(FELDMAN e SINK, 2008).



Objetivos
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3. OBJETIVOS

e Avaliar os niveis de fator VIII, fator de von Willebrand e fibrinogénio
presentes no crioprecipitado canino em diferentes temperaturas de
congelamento, a fim de determinar a influéncia da temperatura inicial

de congelamento sobre a qualidade do hemocomponente.

e Avaliar os niveis de fator VIII, fator de von Willebrand e fibrinogénio
presentes no crioprecipitado canino em diferentes periodos de
armazenamento, a fim de determinar a influéncia da estocagem

sobre a qualidade do hemocomponente.



Materiais e Métodos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Experimento

4.1.1. Selecao dos animais

No projeto foram utilizados 20 cdes. Todos os animais apresentaram
peso minimo de 25 quilos, idade entre um e oito anos e diversas racgas.
Apresentavam-se clinicamente higidos e com os resultados dos exames
laboratoriais dentro dos valores de referéncia (hemograma, ureia, creatinina,
ALT, FA, GGT, proteinas totais e albumina). Incluindo PCR negativo para
Ehrlichia sp e, quando autorizado pelo proprietario, sorologia negativa para
Leishmania major. Todos os animais utilizados possuiam vacinagdo anual e
vermifugagdo semestrais atualizadas, sem historico de uso de medicamento

nos ultimos dois meses.

4.1.2. Delineamento experimental

Foram constituidos dois grupos experimentais: Grupo I- 10 unidades de
plasma foram congeladas a - 80°C, antes da obtencédo do crioprecipitado e
Grupo llI- 10 unidades de plasma foram congeladas a - 20°C, antes da
obtencao do crioprecipitado. Vinte e quatro horas apds o congelamento, estas
foram submetidas ao procedimento de extragao do crioprecipitado, aliquotas de
5 mL foram separadas em criotubos. O crioprecipitado recém-obtido foi
considerado o momento zero, os mesmos foram armazenados a -80°C até o
momento de analise. Outra aliquota de cada unidade, de ambos os grupos,
foram armazenadas a - 20°C por um periodo de seis meses. Fazendo destas o
momento um. O crioprecipitado das bolsas dos dois grupos foram submetidos a
determinagao do TP, TTPA, FVIII, fibrinogénio e FYW das aliquotas referentes

ao momento zero e momento um.

4.1.3. Colheita das bolsas de sangue
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Para a colheita foram utilizadas bolsas triplas (JP Industria
Farmacéutica®), sendo a bolsa principal com capacidade para 450 mL de
sangue total. As colheitas foram realizadas por venopungao da jugular, apos
tricotomia e antisepsia local, utilizando o método gravitacional, com

homogeneizacgdo mecanica (Hemolight plus — Fresenius kabi®).

4.1.4. Obtencéo do crioprecipitado

Para cada unidade de bolsa, o sangue fresco total obtido foi processado
em até trés horas apds a coleta. A bolsa tripla foi centrifugada em centrifuga
refrigerada (ROTANTA 460 RS - Hettich) a 1.000g por 14 minutos a 4°C para
obtencdo do plasma fresco, que foi transferido para a bolsa satélite e
congelado a -80°C (Grupo |) ou a -20°C (Grupo Il). Apés o congelamento inicial
por 24 horas, o PFC foi lentamente descongelado em uma geladeira especifica
para banco de sangue (Hemo - MBR-304GR) na temperatura de 4 a 6°C até
adquirir uma consisténcia viscosa (aproximadamente 10 horas). Em seguida, o
PFC foi centrifugado utilizando alta rotagdo (3.500g) por 10 minutos a 4°C,
permitindo a precipitagdo e aderéncia do crioprecipitado na parede da bolsa.
Apds o processamento, foi transferido 90% do sobrenadante do PFC para a
bolsa satélite vazia. A bolsa com menor volume foi delicadamente
homogeneizada até a completa dissolugdo do crioprecipitado aderido,
resultando em um produto mais turvo e viscoso. Uma aliquota de
aproximadamente 5 mL da bolsa de crioprecipitado foi separada em criotubos
para analise da amostra pré-estocagem (momento zero) e momento um (apos
seis meses de armazenamento), sendo as aliquotas referentes ao Grupo |

congeladas a -80°C e ao Grupo Il a -20°C, porém ambas estocadas a -20°C.

4.1.5. Mensuragéo do TP, TTPA, FVIIl e fibrinogénio

As mensuragbes de TP e TTPA foram realizadas a partir dos kits da

marca Clot®, enquanto as dosagens de FVIII e fibrinogénio foram realizadas a
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partir dos kits da marca Helena®. Todas as mensurag¢des foram realizadas com
o auxilio do coagulémetro Clotimer® de acordo com as recomendacoes

descritas pelo fabricante.

4.1.6. Determinagéo do FvW

As dosagens das amostras de crioprecipitado foram realizadas pelo
método de ELISA direto, com anticorpo anti-FVW canino, em placas especificas
para leitura em ELISA.

Segue abaixo o protocolo testado e escolhido para as dosagens do FVW
dos momentos zero e um.

Primeiramente foi realizada a sensibilizacdo da placa de alta afinidade
(ELISA) com anticorpo primario (policlonal anti- FvW) em tamp&o carbonato de
sédio 0,05 M pH 9,6 por 16 horas (overnight) a 4°C. O bloqueio foi realizado
com BSA 1% diluido em tampéao fosfato salina (PBS), por uma hora a 37°C. Em
seguida, aplicamos as amostras e a curva padrado em concentragdes
adequadas e incubamos a placa por duas horas a 37°C. Aplicamos o anticorpo
secundario (anti-FVW conjugado com biotina), diluido em PBS contendo BSA a
1%, incubando a placa novamente por uma hora a 37°C. Adicionamos
streptoavidina — HRPO (peroxidase) e o substrato (OPD) em tampéao citrato de
sédio e agua oxigenada a 3%. A placa foi mantida a temperatura ambiente,
protegida da luz até o desenvolvimento da coloragédo, por aproximadamente
uma hora. Uma lavagem com PBS Tween 20 foi realizada entre todas as

etapas.

4.2. Andlise estatistica

Inicialmente a distribuicdo das variaveis-resposta foi analisada e nao
foram encontrados desvios de um padrdo normal de distribuicdo. Para cada
grupo, o teste T pareado foi usado para comparar a média de cada parametro
entre os momentos estudados. O teste T para amostras independentes foi
utilizado para comparar a média de cada parametro entre os grupos, dentro de
cada momento estudado. Como houve diferengas entre as médias de alguns
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parametros no momento inicial, um teste adicional (teste T) foi realizado para
comparar a diferenga (aumento ou diminuicdo) média entre momento um e
momento zero, entre os tratamentos. A analise estatistica foi realizada com o
procedimento PROC TTEST (SAS Institute, 2011) e significancia estatistica foi
definida como P < 0,05.



Resultados
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5. RESULTADOS

A maior parte dos animais utilizados neste projeto foi oriunda de
proprietarios voluntarios. Eles foram julgados quanto ao estado de higidez por
meio de avaliagdo clinica, hemograma, exames bioquimicos, PCR para
Ehrlichia sp e sorologia para Leishmania major. Segue na tabela 1 a média dos

resultados laboratoriais obtidos dos vinte caes utilizados neste trabalho.

Tabela 1. Média dos resultados laboratoriais obtidos nos exames de triagem
dos caes doadores e valores de referéncia hematolégicos (Jain, 1993) e
bioquimicos (Kaneko, 1997).

Valores de referéncia

Hemacias/uL 6.485.000 5,5 —8,5 (x10°)
Hemoglobina (g/dL) 15,9 12-18
Hematocrito (%) 43,3 37 -55
Plaquetas/puL 247.985 200.000 — 500.000
Leucécitos totais/puL 10.630 6,0 — 17,0 (x10%)
Ureia (mg/dL) 34,0 21,4 -59,9
Creatinina (mg/dL) 1,0 05-15
ALT (UI/L) 46,0 21,0-73,0
FA (UI/L) 52,0 20,0 -156,0
GGT (UIlL) 5,0 1,2-6,4
Proteinas totais (g/dL) 7,0 54-7,1
Albumina (g/dL) 3,0 2,6-3,3
Globulina (g/dL) 4.0 2,7-44

Com o objetivo de avaliar o protocolo de processamento utilizado e a
qualidade do hemocomponente foram realizadas dosagens do FVW, FVIII e
fibrinogénio do PFC de trés doadores, antes e apds o processamento do

crioprecipitado (Tabela 2).

Tabela 2. Dosagens do Plasma fresco congelado (PFC) e Crioprecipitado
(Crio) de trés doadores. Fator de von Willebrand (FVW); Fator VIII (FVIII);
Fibrinogénio.

Doador 1 Doador 2 Doador 3
PFC CRIO PFC CRIO PFC CRIO
FVW (ug/mL) 0,360 6,867 0,498 6,021 0,320 5,761
FVIII (%) 72,66 266,24 80,69 109,13 73,74 110,52

Fibrinogénio (mg/dL) 191 276 154 339 158 332
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Segue abaixo a média de concentragdo dos doadores pré e poOs-
processamento do crioprecipitado em grafico, em relacdo ao FvW, FVIII e

fibrinogénio (Figuras 1, 2 e 3).

Fator de von Willebrand (ug/mL)

B PFC mCryo

Figura 1. Média da concentracédo de Fator de von Willebrand presente no PFC
€ apos a obtencao do crioprecipitado.
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Figura 2. Média dos niveis de atividade do Fator VIII presente no PFC e apés a
obtencgao do crioprecipitado.
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Figura 3. Média da concentracdo de Fibrinogénio presente no PFC e apds a
obtencao do crioprecipitado.

Ao se comparar os momentos dentro dos grupos | (congelamento a -
80°C) e Il (congelamento a -20°C), observa-se uma redugdo significativa
(p<0,05) do momento zero para 0 momento um, dos fatores de von Willebrand
e VI, em ambos os grupos, e do fibrinogénio apenas no grupo |, além do
prolongamento estatisticamente significativo das determinacbes de TTPA.
Porém, n&o foi observada diferenga significativa (p>0,05) na concentragao de
fibrinogénio entre momentos no grupo Il e do TP em ambos os grupos (Tabela
2 efiguras 4, 5,6, 7 e 8).

Na comparagdo entre o0s grupos nos momentos zero (pré-
armazenamento) e um (apds seis meses de armazenamento a -20°C), nenhum
dos parametros apresentaram diferenga significativa (p>0,05), com excec¢ao do
TP em ambos os momentos. O mesmo apresentou valor superior em ambos os

momentos do grupo | (Tabela 2).
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Tabela 3. Médias e desvios-padrées das variaveis hemostaticas Fator de von
Willebrand (FvW); Fator VIII (FVIII); Fibrinogénio (Fib); Tempo de protrombina
(TP); Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) das amostras dos
grupos | (congelamento a -80°C) e Il (congelamento a -20°C) nos diferentes
momentos e grupos.

GRUPO | GRUPO I

MO M1 MO M1

FYW (ug/mL)  3,464+2771*% 2,321+ 1,813 4,299 +2323% 2727 +1,428""

FVIII (%) 94,45+ 34,77** 68,63 +£20,52™ 147,76 + 95,79** 69,05+ 36,81"*
Fib (mg/dL) 4155+ 102,0"* 289,1+ 1252  3476+90,6®  313,2+89,3"
TP (s) 8,74+ 0,87 10,13 + 3,12% 7,03 + 0,20% 7,84+ 1,16%

TTPA (s) 12,88+ 1,63* 16,3 + 2,27 13,43+ 1,70 15,78+ 237"

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes entre os
momentos (p<0,05). Letras maiusculas diferentes representam valores significativamente
diferentes entre os grupos (p<0,05).

5 Egrupol

Hgrupo 2

FYW (pg/mL)

MO M1

Figura 4. Médias e desvio padrao da concentragdo do Fator de von Willbrand
presente no crioprecipitado nos grupos | e Il, no momento zero e apds seis
meses de armazenamento (momento 1).
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Figura 5. Médias e desvio padrao do tempo de protrombina do crioprecipitado
nos grupos | e Il, no momento zero e apds seis meses de armazenamento
(momento 1).
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Figura 6. Médias e desvio padrao do tempo de tromboplastina parcial ativada
do crioprecipitado nos grupos | e Il, no momento zero e apos seis meses de
armazenamento (momento 1).
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Figura 7. Médias e desvio padrao da concentracdo de Fibrinogénio presente
no crioprecipitado nos grupos | e Il, no momento zero e apds seis meses de
armazenamento (momento 1).
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Figura 8. Médias e desvio padrao dos niveis de atividade do Fator VI
presente no crioprecipitado nos grupos | e Il, no momento zero e apds seis
meses de armazenamento (momento 1).
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Comparando as médias das diferengcas entre momento um e momento
zero para cada grupo experimental ndo foi observado diminuigdo ou aumento
significativo em nenhum dos parametros analisados (Tabela 4), ou seja, nédo

houve variagao significativa entre os tratamentos.

Tabela 4. As médias e desvios-padrdes das diferengas entre momento um e
momento zero para cada grupo experimental do Fator de von Willebrand
(FVW); Fator VIII (FVIII); Fibrinogénio (Fib); Tempo de protrombina (TP); Tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPA).

Grupo | Grupo Il
FVW (ug/mL) -1,143 + 1,000° -1,571 £ 0,901°
Fibrinogénio (mg/dL) -126,400 + 109,088° -34,400 + 111,366°
FVIII (%) -25,819 + 35,266° -78,707 £ 101,379°
TP (s) 1,390 + 2,699° 0,810 + 1,134?
TTPA (s) 3,420 + 2,088° 2,350 + 2,339°

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05)



Discussao
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6. DISCUSSAO

Todos os animais utilizados para o projeto apresentavam-se
clinicamente higidos e com os resultados dos exames laboratoriais
(hemograma e bioquimico) dentro dos padrbes de normalidade, como
apresentado na tabela 1.

Sabe-se que diversas condigdes podem afetar os fatores de coagulagao
presentes no crioprecipitado, especialmente o FVIII. Incluindo a técnica, o tipo
de anticoagulante, temperatura, volume plasmatico inicial, variaveis do doador,
o descongelamento do hemocomponente e mais frequentemente estudado o
congelamento inicial plasmatico (MANSOOR et al., 2007).

O efeito da temperatura de congelamento do plasma e suas fragbes e
sua influéncia na qualidade do produto vem sendo frequentemente estudado na
medicina. Apesar do crescente uso destes na medicina veterinaria, as
condicbes de armazenamento recomendadas para o crioprecipitado canino,
tém sido oriundas de estudos com o hemocomponente humano. Atualmente,
ha estudos avaliando a estabilidade dos fatores em diferentes protocolos de
armazenamento no PFC canino. Contudo, existem relativamente poucos
estudos avaliando a estabilidade dos fatores no crioprecipitado, relacionando a
influéncia da temperatura de congelamento inicial em conjunto com um periodo
prolongado de armazenamento.

Os volumes das unidades de crioprecipitado obtidos apresentaram-se
dentro do valor preconizado por Stokol e Parry (1998), com volume total de 30-
40 mL, retirando-se aproximadamente 90% do volume plasmatico total. O
protocolo de processamento do hemocomponente também foi baseado no
estudo dos mesmos autores.

Para garantir o protocolo utilizado e a qualidade do hemocomponente
foram realizadas dosagens do FvW, FVIII e fibrinogénio do PFC de trés
doadores, antes e ap6s o processamento do produto (Tabela 2). Os mesmos
apresentaram concentragdes significativamente maiores dos fatores e
fibrinogénio no crioprecipitado. Assim como demonstrou Stokol e Parry (1995),
estes resultados reafirmam a crioprecipitagdo como um meio eficaz para

concentrar os fatores.
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Com isso, o trabalho também contribui demonstrando que a
crioprecipitacdo pode se mostrar mais eficaz do que o PFC, ja que o mesmo
apresenta valores consideravelmente superiores de fatores em um volume
relativamente pequeno de plasma, minimizando o risco de reagdes
transfusionais e sobrecarga de volume desnecessaria.

A atividade do FVIIl e a concentracdo de FvW entre os momentos zero e
um em ambos 0s grupos, € a concentragao de fibrinogénio entre os momentos
zero € um no grupo |, apresentaram reducado estatisticamente significativa
(p<0,05), provavelmente devido a deterioragdo dos fatores com o
congelamento, armazenamento e descongelamento. Wardrop e Brooks (2001)
também demonstraram decréscimo de fatores pds-estocagem em um estudo
com PFC canino, no qual foi observada diferenga significativa em tratamentos
variados de temperatura e tempo de estocagem.

E sabido que o FVIII possui grande labilidade (CALERBJORK et al.
1986), o que justifica seu decréscimo nas amostras de crioprecipitado apés
seis meses de armazenamento. Contudo a deterioragcdo dos fatores também
pode estar relacionada ao volume do hemocomponente estocado. O uso de
pequenos volumes permite um rapido congelamento e descongelamento,
causando assim menor desnaturacao de proteinas. Sendo importante ressaltar,
que a maioria dos trabalhos que demonstraram a possivel manutencédo da
estabilidade dos fatores em diferentes protocolos de armazenamento e
congelamento, foram realizados em aliquotas com volume inferior a 0,5 mL.

As determinagdes do TP e TTPA aumentaram entre os momentos.
Sendo que, apenas o TP em ambos os grupos nao obteve um aumento
significativo, demonstrando ser mais resistente ao efeito da temperatura e ao
longo tempo de armazenamento que as demais variaveis.

Outros estudos que avaliaram o TP e o TTPA em amostras plasmaticas
de caes, sob diferentes protocolos de armazenamento, demonstraram
encurtamento significativo do TTPA (BATEMAN et al, 1999; GREENE e BECK,
1980). Devido a complexidade da cascata intrinseca de coagulacéo e as
multiplas interagbes possiveis que permitem a ativagdo da mesma, torna-se
dificil delinear um estudo capaz de determinar com precisdo a causa das

alteracbes do TTPA. Ainda assim, no nosso trabalho a justificativa mais
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plausivel para o prolongamento desta variavel, seria o decréscimo de fatores
presentes nas amostras.

E importante ressaltar que apesar do decréscimo significativo dos
fatores e prolongamento do TTPA entre os momentos. Nao houve diferencga
significativa entre os tratamentos.

Em relacdo aos grupos dentro de cada momento, quase nenhum
parametro apresentou diferenga significativa (p>0,05), indicando que estes
apresentaram niveis de fatores e TTPA semelhantes nos momentos. Com
excecgao do TP que apresentou diferenga significativa em ambos os momentos.
Contudo, esta complicagdo ndo é proveniente da deficiéncia de fatores, ja que
0s mesmos nao apresentaram diferenga estatistica no momento zero. E
também nao é justificada pelo tempo de armazenamento devido sua
continuidade no momento zero e momento um, ocorrendo possivelmente
devido uma variacéo pré-existente antes do processamento do crioprecipitado.

Em relacdo aos diferentes tratamentos, a variacdo entre eles nao
apresentou diferenga significativa. Indicando que a temperatura de
congelamento inicial n&o influenciou na estabilidade dos fatores apos seis
meses de armazenamento a -20°C. Assim como o trabalho de Farrugia e
Prowse (1985), o nosso estudo demonstrou que a temperatura de
congelamento inicial nao interferiu na estabilidade dos fatores, além das
determinacdes de TP e TTPA. Contudo, de acordo com os mesmos autores, o
congelamento inicial rapido pode gerar um rendimento melhor de FVIII.

A constatacdo de que a temperatura de -20°C é adequada para o
armazenamento do hemocomponente € de suma importancia, pois torna o
procedimento mais viavel e menos dispendioso do que o armazenamento em
temperaturas mais baixas.

Considerando que o tempo de armazenamento é capaz de deteriorar e
prejudicar a qualidade do crioprecipitado, € importante avaliar a concentracao
de fibrinogénio e atividade do FVIII antes de utiliza-lo para fins terapéuticos, a
fim de otimizar o produto e garantir a qualidade do material.

Ainda sao necessarios mais estudos a respeito do hemocomponente em
questdo, ndo apenas sobre a manutencido da estabilidade dos fatores
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presentes no crioprecipitado canino, como em relacdo a sua efetividade

terapéutica.



Conclusodes
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados, e nas condigdes em que o experimento foi
realizado, podemos concluir que:

e O congelamento inicial a -80°C nao apresentou diferenca em
relagcdo ao -20°C na estabilidade do FvW, FVIIl e fibrinogénio,
indicando que o decréscimo dos mesmos apos seis meses de
armazenamento a -20°C ocorre independente da temperatura de
congelamento inicial.

e O armazenamento por seis meses a -20°C mostrou-se capaz de
deteriorar os fatores e prolongar o TTPA, prejudicando a

qualidade do hemocomponente.
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9. TRABALHO CIENTIFICO
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RESUMO

Por conter altas concentragdes de fator VIII (FVIII), fator de von Willebrand (FvW) ¢
fibrinogénio, a transfusao de crioprecipitado ¢ uma terapia utilizada principalmente em
pacientes que apresentam Doenca de von Willebrand, Hemofilia A (deficiéncia do
FVIII), ou pacientes que sofrem de hipo ou disfibrinogenemia. Com o objetivo de
avaliar a wviabilidade do crioprecipitado canino em diferentes protocolos de
congelamento e armazenamento foram avaliados dois grupos compostos de 10 unidades
de crioprecipitado canino (n=20). Apds a centrifugagdo das bolsas de sangue, o plasma
fresco foi congelado a -80°C (grupo I) e a -20°C (grupo II). Vinte e quatro horas ap6s o
congelamento das bolsas, estas foram submetidas ao procedimento de extracdo do
crioprecipitado. Os crioprecipitados das bolsas dos dois grupos foram submetidos a
determinagdo do TP, TTPA, FVIIL, FvW e fibrinogénio, no momento zero e apos seis
meses de estocagem. Para a realizagdo das coletas, foram utilizadas bolsas sanguineas
triplas de plastico, com anticoagulante CPDA-1, sendo a bolsa principal com
capacidade para 450 mL de sangue total (JP Industria F armacéutica®). Apos o
crioprecipitado devidamente pronto, uma aliquota de aproximadamente 5 mL da bolsa
de crioprecipitado foi separada em eppendorfs para analise da amostra pré-estocagem e
seis meses pos estocagem. As amostras obtidas em cada momento foram congeladas a -
80°C at¢ o momento de processamento. Quanto aos resultados, ambos os grupos
obtiveram decréscimo significativo dos fatores e prolongamento do TTPA (p<0,05) das
amostras de crioprecipitado apos seis meses de armazenamento. Porém, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Portanto, a temperatura de congelamento

inicial ndo influenciou na estabilidade dos fatores durante a estocagem.

Palavras-chave: Cao; Fator de von Willebrand; Fator VIII; Plasma sanguineo; Sangue

— coleta e preservacao.
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ABSTRACT

Since cryoprecipitate contains high concentrations of factor VIII (FVIII), von
Willebrand factor (vWT) and fibrinogen, transfusion of this hemocomponent is a therapy
mainly used in patients with von Willebrand disease, Hemophilia A (FVIII deficiency),
or who suffer from hypo/dysfibrinogenemia. Studies have demonstrated that the
protocols of freezing and storage of cryoprecipitate affect the product quality as well as
the viability of these factors. In order to evaluate the canine cryoprecipitate viability in
different freezing and storage protocols, two groups containing 10 units of canine
cryoprecipitate (n=20) were evaluated. Following the blood centrifugation, the fresh
plasma was frozen at -80°C (in group I) and at -20°C (in group II). Twenty-four hours
after freezing the blood bags, they were submitted to the cryoprecipitate extraction
procedure. The cryoprecipitate from both groups of blood bags were submitted to the
PT, aPTT, FVIII, FvW and fibrinogen determination process, at time zero and after six
months of storage. During the collections, triple plastic blood bags with main bag
capacity of 450 mL of whole blood containing the anticoagulant CPDA-1 (JP Industria
Farmacéutica®) were used. After having the cryoprecipitate properly ready, an
approximately 5 mL aliquot of cryoprecipitate was alliquoted into eppendorfs to be
analyzed previously and six months after storage. The samples obtained in each moment
were frozen at -80°C until the processing phase. Considering the results, both groups
had a significant decrease of the factors and prolonged aPTT (p<0.05) samples of
cryoprecipitate after six months of storage. However, there was no sgnificant between
treatments. So the initial freezing temperature did not influence the stability of the

factors during storage.

Key-words: Dog; von Willebrand factor; Factor VIII; Plasma; Blood — collection and

preservation.
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INTRODUCAO

Hé anos a hemoterapia tem se baseado no uso de sangue total, e este tem sido
cada vez menos utilizado na medicina veterindria (Lanevischi e Wardrop, 2001). Os
subprodutos do sangue incluem seus componentes e derivados. Os componentes
sanguineos sdo obtidos através da centrifugacdo, ou menos comumente, através da
aférese. O uso dos componentes sanguineos permite que mais de um paciente possa se
beneficiar de apenas um doador e reduz os riscos de uma reagao transfusional contra os
outros componentes desnecessarios, pois muitas vezes o paciente que requer uma
transfusdo precisa de apenas um componente sanguineo especifico (Schneider, 1995;
Lacerda, 2005).

A transfusdo de sangue total fornece hemacias e proteinas plasmaticas, incluindo
albumina e antitrombina III, se armazenado por mais de 24 horas contém poucas
plaquetas e leucocitos viaveis. Além disso, os fatores de coagulacao V e VIII decrescem
durante a estocagem, tornando-o uma escolha inadequada para pacientes com DvW e/ou
hemofilia A (Razouk ¢ Reiche, 2004; Chiaramonte, 2004).

Enquanto a transfusdo de produtos plasmaticos desempenha um papel
importante e crescente na terapia de pacientes caninos com sangramentos decorrentes de
coagulopatias hereditarias. Realizar transfusdo do plasma ou suas fragdes, como o
crioprecipitado, ao invés de sangue total fresco ou estocado minimiza o risco de reagdes
transfusionais e sobrecarga de volume. Além disso, o plasma pode ser armazenado
congelado, o que permite que ele seja mantido por um periodo de tempo mais
prolongado do que o sangue refrigerado (Wardrop e Brooks, 2001).

O FvW consiste em uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular que
atua na hemostasia primaria, realizando uma ponte molecular entre as plaquetas e o
subendotélio exposto, além de possuir a capacidade de atuar na agregacdo plaquetaria
(Olsen et al., 2003; Mattoso et al., 2010). O mesmo tem a capacidade de carrear o
FVIII, um co-fator de extrema importdncia na cascata de coagulacdo sanguinea,
essencial na ativagdao do fator X (Day et al., 2000), apesar de labil (Lanevischi e
Wardrop, 2001). Ja o fibrinogénio ¢ uma proteina de alto peso molecular sintetizada

pelos hepatocitos, que assim como o FVIII atua na hemostasia secundaria. A trombina
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catalisa a conversdo do fibrinogénio em fibrina, que desempenha um papel chave na
formagdo ¢ estabiliza¢ao do coagulo (Fecteau et al., 1997; Franchini e Lippi, 2012).

Estudos tém demonstrado que a utilizagdo do crioprecipitado como auxilio
terapéutico em caes portadores de DvW e hemofilia A mostrou-se mais eficaz e seguro
em comparagdo com o uso do PFC (Stokol ¢ Parry, 1998; Day et al., 2000, Barr ¢
Mcmichael, 2012).

Existem alguns dados sobre condigdes de congelamento e sua relacdo com a
qualidade do crioprecipitado, porém sdo necessarios mais estudos, principalmente na
medicina veterindria. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a concentragdo
dos fatores presentes no crioprecipitado em diferentes temperaturas e tempos de
armazenamento, a fim de determinar se a qualidade do produto ¢ estavel e

consequentemente a eficacia da terapia utilizando o hemocomponente.

MATERIAIS E METODOS

Selegdo dos animais

No projeto foram utilizados 20 cdes. Todos os animais apresentaram peso
minimo de 25 quilos, idade entre um e oito anos e diversas racas. Apresentavam-se
clinicamente higidos e com os resultados dos exames laboratoriais dentro dos padrdes
de normalidade (hemograma, ureia, creatinina, ALT, FA, GGT, proteinas totais e
albumina). Incluindo PCR negativo para Ehrlichia sp e, quando autorizado pelo
proprietario, sorologia negativa para Leishmania major. Todos os animais utilizados
possuiam vacina¢do anual e vermifugagdo semestrais atualizadas, sem historico de uso
de medicamento nos ltimos dois meses. O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp

— campus de Botucatu.

Colheita das bolsas de sangue
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Para a colheita foram utilizadas bolsas triplas (JP Industria Farmacéutica®™),
sendo a bolsa principal com capacidade para 450 mL de sangue total. As colheitas
foram realizadas por venopuncao da jugular, apds tricotomia e antisepsia local,
utilizando o método gravitacional, com homogeneizacdo mecanica (Hemolight plus —

Fresenius kabi®).

Delineamento experimental

Foram constituidos dois grupos experimentais: Grupo I- 10 unidades de plasma
foram congeladas a - 80°C, antes da obteng¢do do crioprecipitado ¢ Grupo II- 10
unidades de plasma foram congeladas a - 20°C, antes da obten¢do do crioprecipitado.
Vinte e quatro horas apos o congelamento, estas foram submetidas ao procedimento de
extragdo do crioprecipitado, aliquotas de 5 mL foram separadas em criotubos. O
crioprecipitado recém-obtido foi considerado o momento zero, os mesmos foram
armazenados a -80°C até o momento de analise. Outra aliquota de cada unidade, de
ambos os grupos, foram armazenadas a - 20°C por um periodo de seis meses. Fazendo
destas 0 momento um. O crioprecipitado das bolsas dos dois grupos foram submetidos a
determinag¢dao do TP, TTPA, FVIII, fibrinogénio e FvW das aliquotas referentes ao

momento zero € momento um.

Obtencéao do crioprecipitado

Para cada unidade de bolsa o sangue fresco total obtido foi processado em até
trés horas apos a coleta. Centrifugado (ROTANTA 460 RS - Hettich) a 1.000g por 14
minutos a 4°C para obtengdao do plasma fresco, o mesmo foi transferido para a bolsa
satélite e congelado, o Grupo I a -80° C e o Grupo II a -20°C. Apds o congelamento
inicial (24 horas), o PFC foi lentamente descongelado em uma geladeira especifica para
banco de sangue (Hemo - MBR-304GR) na temperatura de 4 — 6°C até adquirir uma
consisténcia viscosa (aproximadamente 10 horas). Em seguida, o PFC foi centrifugado
utilizando alta rotagdo (3.500g) por 10 minutos a 4°C. Durante a centrifugacdo o
crioprecipitado precipita e adere na parede da bolsa. Apdés o processamento, foi

transferido 90% do sobrenadante do PFC para a bolsa satélite vazia. A bolsa com menor
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volume foi delicadamente homogeneizada até a completa dissolugdo do crioprecipitado
aderido, resultando em um produto mais turvo e viscoso. Uma aliquota de
aproximadamente 5 mililitros da bolsa de crioprecipitado foi separada em ependorfs
para andlise da amostra pré-estocagem e momento um (ap6s seis meses de
armazenamento), sendo as aliquotas referentes ao Grupo I congeladas a -80°C e ao

Grupo II a -20°C, porém ambas estocadas a -20°C.

Mensuracgédo do TP, TTPA, FVIII e fibrinogénio

As mensuragdes de TP ¢ TTPA foram realizadas a partir dos kits da marca
Clot®, enquanto as dosagens de FVIII e fibrinogénio foram realizadas a partir dos kits
da marca Helena®. Todas as mensuragdes foram realizadas com o auxilio do

coagulometro Clotimer® de acordo com as recomendagdes descritas pelo fabricante.

Determinacdo do FvW

As dosagens das amostras de crioprecipitado foram pelo método de ELISA
direto, com anticorpo anti-FvW canino, em placas especificas para leitura em ELISA.

Segue abaixo o protocolo testado e escolhido para as dosagens do FvW dos
momentos Zero € um.

Primeiramente foi realizada a sensibilizagdo da placa de alta afinidade (ELISA)
com anticorpo primario (policlonal anti- FvW) em tampao carbonato de s6dio 0,05 M
pH 9,6 por 16 horas (overnight) a 4°C. O bloqueio foi realizado com BSA 1% diluido
em tampao fosfato salina (PBS), por uma hora a 37°C. Em seguida, aplicamos as
amostras e a curva padrao em concentragdes adequadas e incubamos a placa por duas
horas a 37°C. Aplicamos o anticorpo secunddrio (anti-FvW conjugado com biotina),
diluido em PBS contendo BSA a 1%, incubando a placa novamente por uma hora a
37°C. Adicionamos streptoavidina — HRPO (peroxidase) e o substrato (OPD) em
tampao citrato de sodio e dgua oxigenada a 3%. A placa foi mantida a temperatura
ambiente, protegida da luz até o desenvolvimento da coloragdo, por aproximadamente

uma hora. Uma lavagem com PBS Tween 20 foi realizada entre todas as etapas.
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Analise estatistica

Inicialmente a distribuicdo das variaveis-resposta foi analisada e ndo foram
encontrados desvios de um padrdo normal de distribuicdo. Para cada grupo, o teste T
pareado foi usado para comparar a média de cada parametro entre os momentos
estudados. O teste T para amostras independentes foi utilizado para comparar a média
de cada parametro entre os grupos, dentro de cada momento estudado. Como houve
diferencas entre as médias de alguns pardmetros no momento inicial, um teste adicional
(teste T) foi realizado para comparar a diferenca (aumento ou diminui¢do) média entre
momento um € momento zero, entre os tratamentos. A analise estatistica foi realizada
com o procedimento PROC TTEST (SAS Institute, 2011) e significancia estatistica foi
definida como P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da temperatura de congelamento do plasma e fragdes plasmaticas e sua
influéncia na qualidade do produto vém sendo frequentemente estudada na medicina.
Na medicina veterinaria sdo escassos estudos como estes. Por essa razdo, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a estabilidade do FvW, FVIII e fibrinogénio presentes no
crioprecipitado canino no tempo de armazenamento de seis meses € temperaturas de
congelamento iniciais de -20°C e -80°C.

Os volumes das unidades de crioprecipitado obtidos apresentaram-se dentro do
valor preconizado por Stokol e Parry (1998), com volume total de 30-40 mL, retirando
aproximadamente 90% do volume plasmatico total. O protocolo de processamento do
hemocomponente também foi baseado no estudo dos mesmos autores.

A atividade do FVIII e a concentragdo do FvW reduziram significativamente
entre 0s momentos zero € um em ambos 0s grupos, enquanto a concentragdo de
fibrinogénio apresentou reducdo significativa entre os momentos apenas no grupo .
Esse decréscimo provavelmente se deve a deterioragdo dos fatores apos seis meses de
estocagem a -20°C. A mesma reducdo de fatores pos-estocagem Wardrop e Brooks

(2001) demonstraram em um estudo com PFC canino. Como citado por Cabejork et al.
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(1986), ¢ sabido que o FVIII é mais labil que os demais presentes no crioprecipitado, o

que justifica sua redugao significativa (Tabela 1 e Figuras 1 e 2).

Tabela 1. Médias e desvios-padrdes pré e pods-tratamento dos grupos I e II. Fator de von
Willebrand (FvW); Fator VIII(FVIII); Fibrinogénio (Fib). Diferenga estatistica (p<0,05).

Grupo | Grupo 11
MO M1 MO M1
FYW (ug/mL) 3,464 (x2,771) 2321°(£1,813)  4,299"(+2,323)  2,727°(+1,428)
FVIII (%) 94,45% (£34,77)  68,63°(£20,52)  147,76*(£95,79) 69,05 (+36,81)

Fib (mg/dL) 415,5°(£102,0) 289,1°(x1252)  347,6'(£90,6)  313,2%(+89,3)

Letras mintisculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05)

5 Egrupol

FYW (pg/mL)

Hgrupo 2

MO M1

FIGURA 1. Médias e desvio padrdo da concentragdo do Fator de von Willbrand presente no
crioprecipitado nos grupos I e I, no momento zero e apds seis meses de armazenamento
(momento 1).
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FIGURA 2. Médias e desvio padrdo dos niveis de atividade do Fator VIII presente no

crioprecipitado nos grupos I e II, no momento zero e apds seis meses de armazenamento
(momento 1).
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FIGURA 3. Médias e desvio padrio da concentragdo de Fibrinogé€nio presente no

crioprecipitado nos grupos I e II, no momento zero e apos seis meses de armazenamento
(momento 1).

Houve prolongamento do TP e TTPA entre os momentos, provavelmente devido
o decréscimo dos fatores presentes na amostra (Tab. 2). Sendo que, apenas o TP em
ambos os grupos ndo obteve um aumento significativo demonstrando ser mais resistente

ao efeito do armazenamento do que as demais variaveis.
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Tabela 2. Médias e¢ desvios-padrdes pré e pos-tratamento dos grupos I e II. Tempo de
protrombina (TP); Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Diferenga estatistica
(p<0,05).

Grupo | Grupo 11
MO Ml MO M1
TP (s) 8,74 (+0,87) 10,13 (+3,12) 7,03*(£0,20) 7,84% (£1,16)
TTPA (s) 12,88%(£1,63) 16,3°(£2,27) 13,43% (+1,70) 15,78 (£2,37)

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05).

Em relacao aos diferentes tratamentos, a variagcao entre os grupos nao apresentou
diferenca significativa (Tab. 3). Indicando que a temperatura de congelamento inicial
ndo influenciou na estabilidade dos fatores apds seis meses de armazenamento a -20°C.
Assim como o trabalho de Farrugia e Prowse (1985), o nosso estudo demonstrou que a
temperatura de congelamento inicial ndo interferiu na estabilidade dos fatores,
fibrinogénio, TP e TTPA.

A constatagao de que a temperatura de -20°C é adequada para o armazenamento
do crioprecipitado ¢ importante, pois torna o procedimento mais viavel e menos

dispendioso do que o armazenamento em temperaturas mais baixas.

Tabela 3. As médias e desvios-padrdes das diferencas entre momento um e momento zero para
cada grupo experimental. Fator de von Willebrand (FvW); Fator VIII (FVIII); Fibrinogénio;
Tempo de protrombina (TP); Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA).

Grupo | Grupo Il
FVW (ug/mL) -1,143 + 1,000° -1,571 £ 0,901°
Fibrinogénio (mg/dL) -126,400 + 109,088* -34,400 = 111,366°
FVIII (%) -25,819 + 35,266 -78,707 £ 101,379*
TP (s) 1,390 + 2,699° 0,810 £ 1,134°
TTPA (s) 3,420 £ 2,088" 2,350 +2,339°

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05)

Para garantir o protocolo utilizado e a qualidade do hemocomponente foram
realizadas dosagens do FvW, FVIII e fibrinogénio do PFC de trés doadores, antes e
apos o processamento do produto (Tab. 2). Os mesmos apresentaram concentragdes
significativamente maiores dos fatores e fibrinogénio no crioprecipitado, demonstrando

a efetividade da técnica utilizada. Assim como demonstrou Stokol e Parry (1995), estes
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resultados reafirmam a crioprecipitagdo como um meio eficaz para concentrar os

fatores.

Tabela 4. Dosagens do Plasma fresco congelado (PFC) e Crioprecipitado (Crio) de trés
doadores, como controle de qualidade. Fator de von Willebrand (FvW); Fator VIII (FVIID);
Fibrinogénio (Fib).

Doador 1 Doador 2 Doador 3
PFC Crio PFC Crio PFC Crio
FVW (ug/mL) 0360 6,867 0,498 6,021 0,320 5,761
FVIII (%) 72,66 266,24 80,69 109,13 73,74 110,52
Fib (mg/dL) 191,0 276,0 154,0 339,0 158,0 332,0

Nosso trabalho também demonstrou o crioprecipitado como o hemocomponente
de escolha para a reposicdo de FvW, FVIII e fibrinogénio, devido a concentracdo de
fatores consideravelmente superior do que no PFC. Por essa razdo, muitas vezes o PFC
ndo ¢ suficiente para obter o aumento dos mesmos e consequentemente de conter ou

prevenir quadros hemorragicos.

CONCLUSAO

A partir dos resultados, e nas condi¢des em que o experimento foi realizado
podemos concluir que a temperatura de congelamento nao influencia na qualidade do
hemocomponente, que demonstrou decréscimo dos fatores, fibrinogénio e

prolongamento do TTPA, proporcionalmente em ambos os tratamentos.
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Abstract, Introdugdo, Material e Meétodos, Resultados, Discussédo (ou
Resultados e Discussao), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias nao deve exceder a 30.

e SecOes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao

ultrapassar 150 digitos.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com

identificacdo da instituicado a que pertencem. O autor para correspondéncia e
seu e-mail devem ser indicados com asterisco.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até

2000 digitos incluindo os espagos, em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e
nao acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numeéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma
informacao. Atencao especial as conclusoes.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco.

Introducdo: Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a

descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja

publicados.
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Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados devera constar, obrigatoriamente, o numero do protocolo de
aprovagao do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranga, quando for o caso.
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.
Tabela: Conjunto de dados alfanumeéricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagéao dos cabegalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo
quando se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamentosimples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito é 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o
seu entendimento.

As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apds a sua primeira citagao.

Figura: Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto
e do numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos
devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo
Zipado, anexado no campo proprio de submissao na tela de registro do artigo.
As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apos a sua primeira citacao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo
da legenda, informagédo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secOes Resultados e Discusséo poderao ser apresentadas em conjunto a juizo
do autor, sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).



75

Conclusdes: As conclusbes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM reviséo de literatura,
discussao, repeticao de resultados e especulagdes.

Agradecimentos: N&o obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética,
dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
internacionais, indexadas.

Como referenciar:

Citacdes no texto

A indicacao da fonte entre parénteses sucede a citagao para evitar interrupgéo
na sequéncia do texto, conforme exemplos:

Autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

Dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

Mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

Mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979)
ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem
cronoldgica ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacao de citacao

Todo esforgo deve ser empreendido para se consultar o documento original.
Em situagcdes excepcionais pode-se reproduzir a informagdo ja citada por
outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicagdo, seguido da expressao citado por e o
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-
se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacao pessoal

Nao fazem parte das Referéncias. Na citagao coloca-se o sobrenome do autor,

a data da comunicagao, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.



