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Politicas de controle de qualidade s&o essenciais em servicos de satde (SS). Para minimizar erros
e aumentar a exceléncia destes servigos, a determina¢do de um padrdo, e de qualidade, sdo fatores
fundamentais.

Através do estudo dos mecanismos de hemostasia in vitro e de fatores que influenciam este
processo, é possivel padronizar as técnicas de re-calcificacdo e trombinizagdo, aplicadas pelos SS, para
producéo de soro de qualidade como padréo ouro.

Atualmente, a escassez de trabalhos publicados nesta area especifica da dindmica laboratorial,
dificulta a execucdo de novos procedimentos bem como a padronizacdo e validacdo das técnicas
utilizadas. Isto implica em uma crescente necessidade de estudo de novos procedimentos, técnicas e
continua revisdo dos protocolos utilizados.

Este estudo teve como objetivo a comparagdo de quatro técnicas de converséo de plasma em soro
e avaliagdo do melhor desempenho.

Optou-se por utilizar plasma fresco congelado (PFC) do grupo O e Rh + do Laboratério de
Componentes Labeis do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu. Na realizagéo dos testes foi
constituido um “pool” das bolsas de PFC, aliquotado em oito diferentes tubos-teste, identificados de T1 a
T8. Como controle, foi realizada analise visual, titulacdo e analise espectrofotométrica para determinagéo
da concentracédo de proteinas totais plasmaticas (PT).

O teste consiste da ativacdo da cascata de coagulacdo utilizando-se componentes da mesma como
CaCl, e Trombina. O protocolo de re-calcificacdo utilizado rotineiramente no Laboratdrio de Engenharia
Celular do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu foi utilizado como base para a realizacdo
dos demais testes.

O teste T1 foi realizado apenas com CaCl,; T2 - CaCl, + Caolin; T3 - CaCl, + Acido
Aminocaproico (AAC); T4 - CaCl, + Caolin + AAC; T5 - CaCl, + Trombina; T6 - CaCl, + Trombina +
AAC; T7 - CaCl, + Trombina + Caolin; T8 - CaCl, + Trombina + AAC + Caolin.

Para realizacdo dos testes, a bolsa de PFC foi descongelada em temperatura ambiente (TA),
aproximadamente 25°C, e o conteldo transferido para tubos de polipropileno, de fundo c6nico. Adiciona-
se CaCl, em solucdo aquosa & 2M, solucdo aquosa AAC a 2M e solugdo aquosa de Trombina 10kU na
proporcdo de 1mL para cada 100mL de plasma, cada qual para o respectivo teste. O reagente Caolin é
adicionado em pé a proporc¢édo de 10g/100mL de plasma. O plasma € incubado por 12 horas em TA e logo
em seguida por 12 horas a temperatura de 4°C. Apo6s o periodo de incubagdo, o codgulo formado é
descolado do tubo com auxilio de uma pipeta ou bastéo de vidro e as amostras passam por centrifugacéo
de 4000g por 10 minutos.

A analise visual foi realizada observando-se as amostras contra um fundo branco e em local de
luminosidade adequada para observagdo de presenca de turbidez, particulas em suspenséo ou formagao de
rede de fibrina p6s-procedimento de conversdo.

A titulacdo dos anticorpos do sistema ABO foi realizada pela técnica de hemaglutinacdo em
microplaca para as hemacias A; e B. O titulo foi determinado pela Gltima diluicdo onde ocorreu
aglutinacdo com intensidade de reacdo de 1+.

A analise espectrofotométrica foi realizada no aparelho NanoDrop® NDZ1000, da NanoDrop
Tecnologies Inc., em comprimento de onda de 280nm. O branco de leitura (blank) foi determinado por
leitura de solucdo fisioldgica 0,9% disponivel comercialmente. A concentracdo de PT é determinada
através da formula: 1Abs = 1mg/mL.



O soro proveniente da técnica de melhor desempenho foi validado por congelamento e
descongelamento de aliquotas em intervalos regulares de tempo.

Os procedimentos de re-calcificacdo retiraram em média 4,695 mg/mL de PT enquanto que
procedimentos de trombinizag&o retiram em média 5,337mg/mL. Os testes T2, T4, T7 e T8 apresentaram
melhor desempenho com taxa de retirada de PT de 5,99; 6,13; 6,24 e 6,48 mg/mL respectivamente. O
Quadrol demonstra a concentracdo de PT apOs andlise espectrofotométrica dos testes e do plasma
descongelado em TA pré-procedimento.

Quadro 1 - Concentragdo de proteinas totais (mg/mL)

Pré Pré
Amostras Recal. Tromb. T, T, T T, Ts Te T, Tsg
Pool " X! 49,87 50,61 46,53 43,88 46,05 43,73 46,33 46,26 44,37 44,13
Pré - Tx”’ 3,34 5,99 3,32 6,13 4,28 4,35 6,24 6,48
Andlise espectrofotométrica dos testes. 1. Analise do pool anterior aos procedimentos de conversdo e apds cada um
dos testes. A diferenca da analise pré-recalcificacdo e pré-trombinizacdo é devida a adi¢do de nova bolsa ao pool
para restituigdo do volume. 2. Diferenca entre as taxas de PT pré-procedimento e pés-procedimento.
Os procedimentos de conversdo de plasma em soro, geralmente, baixam titulo de anticorpos
devido ao fato de serem procedimentos bioquimicos com processos fisico-quimicos agressivos. Nestes
procedimentos é comum que parte dos anticorpos presentes no plasma seja retirada conjuntamente com
outras proteinas plasmaticas.
O quadro 2 demonstra o titulo dos anticorpos contra antigenos ABO, encontrados no plasma pre-
procedimento e em cada um dos respectivos testes.
Quadro 2 - Titulo da amostras a partir de pool de PFC.
Amostras |Pré Recal. |Pré Tromb. T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Hemacias A; | 1/512 1/256 1/256 1/256 1/256 1/512 1/128 1/128 1/64 1/64
Hemécias B 1/512 1/512 1/256 1/256 1/256 | 1/1024 | 1/256 1/256 1/128 1/256

Os testes T2, T4 e T6 obtiveram maiores titulos relativos (A;-B) sendo 1/s6 - 1/2s6; 1/510 - 1/1024 €
1/128 - 11556, respectivamente.

A analise visual demonstrou que os testes realizados com o reagente Caolin produzem soros mais
turvos, devido & presenca de particulas em suspensdo. Os soros produzidos na auséncia de Caolin
apresentam coloracdo amarelho-palha, mais clara que a do plasma, sem apresentarem turbidez e de
aspecto visual muito bom.

O teste T4 obteve melhor desempenho enquanto que o teste T2 obteve segundo melhor
desempenho devido ao titulo mais baixo. Os estudos indicam que o uso de Trombina pode ser substituido
apenas por solucdo de CaCl, visto que os dois testes de melhor desempenho, T2 e T4, ndo utilizaram
Trombina.

Os aspectos de maior relevancia na anélise do desempenho dos testes foram a manutengdo do
titulo do anticorpo e a queda na concentracdo de PT. A validacdo do soro produzido pelos testes T2 e T4
demonstrou que o aspecto visual da amostra é uma avaliacdo superficial de sua real qualidade.

O soro produzido por T2(sT2) apresentou turbidez de 1+ nas aliquotas descongeladas em 7, 30 e
60 dias e 2+ na aliquota descongelada em ap6s 15 dias de estoque a —20°C. O soro produzido por T4(sT4)
apresentou turbidez de 1+ nas aliquotas de 7 e 30 dias de estoque e turbidez de 2+ nas aliquotas de 15 e 60
dias de estoque.

Nao houve formagcdo de rede de fibrina nas aliquotas de ambos os testes o que indica que, apesar
da aparente turbidez, a cascata de coagulacdo foi inativada pelo procedimento de conversdo. As amostras
conservadas por 15 dias a 4°C, de ambos os testes, mantiveram-se limpidas e sem formacao de rede de



fibrina. Entretanto, uma andlise mais detalhada est4d em andamento para determinar a viabilidade do soro
apos estocagem a 4 °C.

Quadro 3 - Titulo das aliquotas estocadas
Tempo de Estoque 7dias 15dias 30dias 60dias
T2 1/128 - 1/164(1/64 - 1/64|1/16 - 1/16|1/16 - 1/16
T4 1/128 — 1/64 |1/64 - 1/64|1/64 - 1/64|1/16 - 1/16

Titulo das aliquotas estocadas e descongeladas. O titulo esta expresso para hemacias A; — B.

O sT4 manteve titulos 1/g4, por 30 dias de estocagem a —20°C enquanto que o ST2 manteve titulos
de 1/e4 por 15 dias de estocagem & — 20°C. Tanto no sT2 quanto no sT4 ocorreu aglutinacéo de intensidade
4+ na reacdo sem diluicdo nas aliquotas de 7, 15 e 30 dias.

Os estudos indicam que, devido a dificuldade de manipulacdo e custo elevado, aliado ao
desempenho inferior aos demais procedimentos, a utilizagdo de técnicas de producdo de soro a partir de
plasma com Trombina pode ser seguramente substituida por solucéo aquosa de CaCl,. A avaliacdo da vida
de prateleira determinou gue o soro pode ser estocado de 15 a 30 dias dependendo do titulo.

O aspecto visual do soro ndo € determinante direto de sua qualidade sendo necessarias analises
mais detalhadas.
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