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RESUMO

Serinolli, M.l. Estudo do método da extração da camada leucoplaquetária
na produção de hemocomponentes -- Avaliação clínica e laboratorial. São
Paulo, 2001 . Tese (Doutorado) -- Faculdade de Medicina, Universidade de São
Paulo

Dentre os métodos para a obtenção de hemocomponentes destaca-se o método
do plasma rico em plaquetas (PRP), o mais utilizado no Brasil, e o método da
extração da camada leucoplaquetárla (ECLP), muito utilizado na Europa. Este
estudo tem por objetivo descrever, padronizar e validar o método da ECLP e
compara-lo através de parâmetros laboratoriais e estudo clínico com o método do
PRP. A metodologia do estudo constitui-se de quatro etapas. Na primeira foram
coletadas 88 bolsas triplas CPDAI . sendo os componentes obtidos pelo método
do PRP. Na segunda etapa validou-se o método da ECLPT automatizado com
bolsas triplas CPD-SAGM tipo "top and bottom"(TAB), bem como a produção de
plaquetas a partir de um conjunto de 4 e 5 unidades de CLP. Na terceira etapa do
estudo validou-se o método da ECLPQ com bolsas quádruplas CPD-SAGM TAB
e produção de CP a partir de uma unidade de CLP. O estudo clínico foi realizado
na quarta etapa deste trabalho, após implantação na rotina do Hemocentro do
método da ECLP escolhido por comparação dos estudos descritos na segunda e
terceira etapas deste trabalho. Os resultados foram respectivamente para o PRP
ECLPT e ECLPQ: Hb total por unidade de CH: bi=64,6t6,3 g/bolsa, }i=58.4t5,0
g/bolsa e p=53,5t8.6 g/bolsa (p<0,05); recuperação de hemoglobina no CH:
108,3t4,3. 89,2+9,5% e 90,5t1 1 ,7 (p=0,0001); leucócitos no CH: p=3.0t0,9 x109

Fi=0,8t0,6 x10o e }i=0,5t0,3 x109 (p<0,05)l depleção de leucócitos no CH
H=85,2t12,8%, Fi=76.8t14,0% e }i=74,8t14,6% (p=0,0001); volume de plasma
Fi=1 74.6t26,3 ml. p=203,9t17,0 ml e }i=214,5t22,1 ml (p=0,0001 )l recuperação
de plasma: [i=72t3,9%, p=73,gt2,4aZa, FJ=79,1t6,2% (p<0,05)] plaquetas no CP
H=7.3t1,5 x 10lo, }i=7.2t1,3 x 10'o. Fi=6.8t0.8 x 10" (p>0,05); 'swirling" do CP
p=3,0t0,1 , p=2,6i:0,5 e p=3,0t0,0 (p=0,0001)l pH no CP: Fi=7,4t0,2, Fi=6,9t0,2 e
H=7,3t0.1i leucócitos no CP: }i=36,1t20, 9.1t4,3x10o e Fi=1,1t0.5x10a
(p<0,0001). Os resultados do estudo clínico demonstraram que 2.4% dos
episódios de transfusão com CH-ECLP foram acompanhados de reações
adversas vs 8,0% com CH-PRP (p=0,001), resultando em "odds ratio" de 3,46
vezes (IC 95%, 2,34 a 5,12). Nos pacientes que receberam CP-ECLP
apresentaram reações transfusionais em 11,8% vs 16,7% nos pacientes que
receberam CP-PRP (p>0,05). Concluímos que o sistema OptipressW com a
utilização de bolsas TAB quádruplas permite adequada padronização e
operacionalização em nosso meio, melhorando a qualidade dos componentes
obtidos que possuem menor quantidade de leucócitos e plasma, proporcionando
benefícios clínicos com menor incidência de reações adversas pós-
transfusionais



SUMMARY

Serinolli, M.l. Clinical and laboratory evaluation of buffy-coat removal
method for hemocomponents production. Sao Paulo.2001. Thesis (Ph.D)
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina.

Among the methods to obtaín blood components detach platelet rlch plasma
(PRP). which is the most used in Brazil, and the buffy-coat removal (BC). widely
used in Europe. The purpose of this study is not only to describe, standardize and
validate the BC but algo to compare lts method wlth the PRP. This study had four
phases. In the first one, 88 CPDA-l triple blood uníts were collected and its
components obtained by PRP method. In the second phase. BC automated
system (OptipressrM) using CPD-SAGM triple top and bottom (TAB) blood unlts
was validated (BCT), as well as platelets concentrate (PC) production from pool of
four or ave buffy-coat units. In the third study phase, BC method with quadruple
CPD-SAGM TAB blood units (BCQ) and PC production from one buffy-coat unir
was validated. Clinical evaluation was performed in the fourth phase, after
Introducing the BC method in the routine of Hemocentro de Sao Paulo. Adverse
transfusion reactions to blood components obtained from BC method were
compared to those from PRP method. The resulta for PRP, BCT and BCQ were
total Hb per RBC unit: p=64.6t6.3g/unit, p=58.4t5.0g/unit and p=53.5t8.6g/unit
(p<0.01)l percentage of hemoglobin recovery from a RBC unit: p=108.3t4.3
89.2t9.5 and .90.5ü11.7 (p=0.0001); residual leukocytes in the RBC unit
p=3.0t0.9 x 109, 0.8t0.6 x 109 and 0 5t0.3 x109 (p<0.05)l leukocyte depletion in
the RBC unit: p=85.0t12.8%, p=76.8t14.0% and Fi=74.8t14.6% (p:;0.0001)
plasma volume: p=174 ü 26.3ml, p=203.9 t 17.0 ml and p= 214.5 t 22.Iml
(p=0.0001)l plasma recovery: Fi=72ü3.9%, Fi=73.9t2.4% and bi=79.1ü6.2%
(P=g.05): platelets in platgjet concentrates (PC): Fi=7.3t1 .5 x jOIo.' FJ=7.2t1 .3 x
10 ' and p=6.8t0.8 x 10" (p>0.05)l swirling of PC: p=3.0t0.1, p=2.6t0.5 and
p=3.0Ü0.0 (p:0.0001)l pH in PC: Fi?7.4t0.2, a=6.9t0.2 and p=7.3t0.11 residual
leukocytes in PC: Fi=36.1t20.8 x 10o. p=9.1t4.3 x 10o and l.lü0.5 x 106. Clinical
study's resulta showed that 2.4% of the transfusion episodes with BC-RBCs were
accompanied of adverso reactions vs. 8% with PRP-RBCs (p=0.001), resulting in
'odds-ratio" of 3.46 times (CI 95%- 2.34 to 5.12). Patients"that received BC.PC
had transfusion reactions of 1 1.8% vs. 16.7% in the ones who received PRP-PC
IP>0,05). We conclude that the OptipressTU system with quadruple TAB blood
units allows adequate standardíze and use in our blood center, improving the
quality of the components obtained because of lower quantlty of leukocytes and
plasma comparing to PRP method, providing clinical benefits with lower rate of
posttransfusion adverse reactions



1.INTRODUÇÃO



Atualmente, a literatura tem discutido extensívamente os

métodos de obtenção de componentes sangüíneos com a menor

quantidade possível de leucócitosl. Os leucócitos estão relacionados a

diversos fatores indesejáveis de uma transfusão de sangue, tais como as

reações febris não hemolíticas (RFNH), formação de anticorpos HLA,

refratariedade plaquetária, transmissão de doenças virais. como o

citomegalovírus (CMV) e o HTLV (vírus llnfotrófico de células do tipo T

humanas), reações enxerto versus-hospedeiro e aumento da incidência de

infecções pós-operatórias, dentre outros2, havendo assim consenso sobre

a importância da redução dos leucócitos nos componentes sangüíneoss.

buscando-se métodos eficazes e de baixo custo para retira-los ou mesmo

inativá-los

Os efeitos deletérios dos leucócitos em pacientes

transfundldos são conhecidos desde o final da década de 50. Brittingham

et al4 reportaram que pacientes que recebem múltiplas transfusões podiam

tornar-se imunizados pelos leucócitos e provavelmente também pelas

plaquetas, sendo comum apresentarem repetidas reações febris

Demonstraram também, que a retirada da camada leucoplaquetária (CLP)

poderia preveni-las. Em 1959, Chaplin et als descreveram o método da



centrifugação invertida do sangue total (ST), utilizando uma bolsa tripla

convencional. O sistema foi centrifugado com a bolsa principal invertida,

sendo o concentrado de hemácias (CH) pobre em leucócitos escoado para

uma das bolsas satélites. Contendo a camada leucoplaquetária, plasma e

quantidade significativa de hemácias residuais, a bolsa principal foi

novamente centrifugada, sendo 70ml do plasma sobrenadante utilizados

para ressuspensão do concentrado de hemácias pobre em leucócitos e

plaquetas e o restante transferido para a outra bolsa satélite. Esse método

apresentava vantagem sobre o das hemácias lavadas, pois mantinha a

sistema fechado portanto, livre da possibilidade de contaminação

bacteriana, possibilitando armazenar as hemácias por até 3 semanas. No

entanto, o método da centrifugação invertida apresentava como

Inconveniência o fato de ser muito laborioso, removendo até 70% dos

leucócitos à custa de grande perda de hemácias (mais de 30%).

Meryman et al6 relataram que pesquisa conduzida pela

Associação Americana de Bancos de Sangue em 1981, através de

questionário enviado a seus membros. demonstrou que o método mais

utilizado para a leucoredução era a lavagem de hemácias: 445.685

unidades contra 87.310 por outras técnicas. Esse número representava

7,3% do total de concentrado de hemácias preparado para a transfusão

Em 1984, a Cruz Vermelha Americana distribuiu 45.000 unidades de

hemácias lavadas e 33.000 unidades leucoreduzidas por centrifugação
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invertida. A criopreservação ofereceu um caminho alternativo que logo

passou a ser utilizado pelos clínicos, pois as hemácias deglicerolizadas

apresentavam 90% de redução de leucócitos. Isto ocorria porque os

leucócitos eram fragmentados durante o processo de congelamento e

seus debris removidos por sucessivas lavagens, necessárias para se

retirar o crioprotetorr. Em 1981 , Gray et al8 constataram que a maioria dos

médicos que utilizavam hemácias congeladas o faziam motivados pela

necessidade de componentes pobres em leucócitos. Empregando

unidades convencionais de concentrado de hemácias lavadas com o uso

de uma processadora automática. demonstraram que o produto possuía

igual efetividade e menor custo.

Í
}
l
}

t
i
!

l
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Em 1977, Polesky 9 e Rock et al 10 em 1984 descreveram os

métodos mais utilizados até então para a remoção da camada

leucoplaquetária como a centrifugação invertida, a utilização de hemácias

lavadas, hemácias deglicerolizadas após o descongelamento e o uso de

filtros de microagregados. Esses métodos eram trabalhosos e pouco

eficientes para a remoção de leucócitos, com grande perda de hemácias e

depleção de leucócitos nem sempre adequada. o que ensejou o

desenvolvimento de outras técnicas

O conceito da moderna técnica de filtração específica de

leucócitos surgiu na década de 70, com o desenvolvimento de filtros de



microagregados, desenhados especificamente para remover debris que.

por sua vez estavam relacionados com a síndrome pós-cirurgia cardíaca

(perda de memória, distúrbios visuais e disfunção renal) I' ': '; e com a

síndrome da angústia respiratória pós-traumática 14 15. Os filtros de

mlcroagregados foram desenvolvidos para se retirar fragmentos de

plaquetas, granulócitos e fibrina, com poros variando entre 20 e 120

micrall. Assim, tinham por finalidade reter partículas amorfas

relativamente grandes e, não, remover células individuais. Com o

desenvolvimento da medicina transfusional demonstrou-se que os

microagregados não são tão patológicos quanto se pensava 14 16 17

Entretanto, o uso de filtros para a retirada de microagregados

proporcionou menor incidência de reações febris não hemolíticas lo 19 e

conduziu os pesquisadores ao deserlvolvimento de filtros específicos para

a retirada deleucócitos.

Em 1962, Grenwalt et al.20 descreveram a utilização de um

filtro composto de fibras de nylon e lã fortemente empacotadas. que

poderiam ser esterilizadas a gás e permitir boa redução de leucócitos

Diepenhorst et al., em 197221, descreveram a quase completa remoção de

todos os leucócitos (98%) de plaquetas (90%) e uma boa recuperação de

volume de hemácias com a utilização de colunas preenchidas com fibras

de nylon e lã fortemente empacotadas, ou fibras de acetato de celulose
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Outros estudos realizados demonstraram a eficiência dos filtros de

leucócitosa 23 24

Atualmente a utilização de filtros é considerada o método

mais eficiente para a remoção de leucócitos. Com os produtos atuais é

possível remover mais de 99% dos leucócitos, ou seja, obter redução da

ordem de 3 a 4 1ogs 2s 2õ. Isto é suficiente para diminuir ou mesmo evitar

as RFNH, aloimunização, refratariedade plaquetária2r 28 e transmissão de

CMV20. A Associação Americana de Bancos de Sangue (AABB)

recomenda que 99% dos componentes filtradas (corresponde a uma

unidade de CH e a 06 unidades de concentrado de plaquetas) contenham

menos de 5,0 x 10õ leucócitos 30. enquanto o Conselho Europeu sugere

que 97% dos componentes filtradas estejam abaixo de l x 10õ.31

Atualmente existem três tipos de filtração: a pré-estocagem, que pode ser

feita 'in lhe', onde um ou vários filtros são diretamente acoplados à bolsa

de sangue; logo após a coleta e preparo dos hemocomponentes (24 a 48h

após a roleta); e a pós-estocagem. também chamada de filtração à beira

do leito32 33. O mais recomendado é que se faça a filtração pré-estocagem.

evitando-se assim a permanência e a degradação dos leucócitos

responsáveis pela produção de citoquinasn. Com a filtração sendo

realizada em laboratório, 1% dos componentes pode ser controlado

conforme recomendação do FDA3s. Estudos clínicos confirmam que o

percentual de reações agudas, após transfusão de concentrado de

il
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plaquetas (CP) não filtrado, foi superior a 35%3õ. Com filtração pós

estocagem foi de 25%l com a filtração pré-estocagem foi de 12,5%37 30.

Embora existindo há pelo menos 20 anos. a tecnologia de

filtração de componentes teve grande impulso após pesquisas científicas

divulgarem o envolvimento dos leucócitos na infectividade e produção de

prions, mesmo antes do aparecimento clínico da nova variante da doença

de Creutzfeldt-Jakob (nvCJD);9. Em 1998, o Reino Unido iniciou um

programa de leucoredução, e a partir de 2000, 100% das bolsas de

sangue coletadas passaram a ser filtradasl. Desde então, outros países

europeus adotaram a técnica pelo mesmo motivo, como a Irlanda.

Portugal, ou como a França40, para evitar a aloimunização41. Entretanto há

controvérsias sobre a utilização universal de filtros de leucócitos42. Faltam

evidências científicas que comprovem a prevenção da nvCJD pela

remoção dos leucócitos4a. Outra questão contrária à leucoredução

universal é que a maior parte dos pacientes que recebem transfusões são

aqueles eventualmente, acometidos por complicações no puerpério.

cirurgias de câncer, cirurgias reparadoras, cirurgias eletivas e trauma.

Além do mais apenas, 1% das transfusões de hemácias nesses pacientes

resulta em RFNH, das quais apenas 20% recorrem"

Antes do desenvolvimento dos atuais filtros de leucoredução

os europeus retiravam a CLP através de método descrito por Prins et al
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em 1980 45. Esse método era menos laborioso e oneroso que os utilizados

na época, como a centrifugação invertida. hemácias lavadas ou

deglicerolizadas e o uso de filtros de microagregados. Após a

centrifugação do sangue total com a bolsa em posição vertical, segregava-

se a CLP após a retirada do plasma para uma bolsa satélite. A camada

leucoplaquetária era separada das hemácias por meio de uma pinça

utilizada em cirurgia gástrica. posicionada 2.5 cm da parte superior da

bolsa. clampeando-a. Aproximadamente 75ml eram transferidos para

outra bolsa, deixando as hemácias na bolsa principal livre da CLP

Conseguiram também extrair plaquetas da CLP, alcançando maior

depleção de leucócitos em relação às plaquetas obtidas de plasma rica

em plaquetas40. Com o aumento da freqilência de refratariedade

plaquetária e o alto custo das plaquetas por aférese. procurou-se um meio

alternativo de obtenção de CP com baixa contaminação leucocitária, que

apresentasse menor custo e qualidade similar.

O grande passo no desenvolvimento da metodologia de

obtenção de componentes sangiiíneos pela extração da camada

leucoplaquetária (ECLP) foi dado por Hõgman et al., no final da década de

80, 47 4e que patentearam as bolsas tipo "top and bottom" (TAB) e um

equipamento automático controlado por fotocélulas, que separa o sangue

total em CH, plasma pobre em plaquetas e CLP, de forma

surpreendentemente mais rápida e prática. A separação dura em média
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cerca de 13 minutos. Com um técnico, uma centrífuga e seis

equipamentos, aproximadamente 30 unidades de sangue total poderão

ser processadas em uma hora, ou seja, 30 unidades homem/hora.

Comparado ao método utilizado por Pietersz et al.49. que retiravam a CLP

manualmente, o ganho em produtividade foi importante. Quanto ao

método do plasma rico em plaquetas (PRP), a produtividade é a mesma.

Em nosso meio, o tempo de centrifugação total é de oito minutos

(incluindo tempo de carga e descarga), sendo que um técnico pode

supervisionar até seis extratores manuais em média, por cinco minutos, o

que totaliza a capacidade de 30 unidades de sangue total por

homem/hora

Na América do Norte, os componentes sangüíneos são

produzidos geralmente pelo método do PRP, conforme preconiza a

Associação Americana de Bancos de Sangue desde a década de 60 se.

Isso envolve centrlfugação inicial utilizando menor força g para a obtenção

de CH e PRP, e maior força g para extração das plaquetas do PRP, o que

resulta em plaquetas com níveis de leucócitos em torno de 10e por

unidade e CH em torno de 109. Heddle e Keltonsl ponderam que não está

claro se a redução de contaminação de leucócitos em OI log, alcançada

pelo método de extração da camada leucoplaquetária, tanto no CH como

no CP. traduz-se em benefícios clínicos, reduzindo a incidência de

reações transfusianais quando comparado ao método do PRP. Brandtl
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sugere que a incidência de RFNH. após transfusão de plaquetas, é, na

Europa, muito mais baixa do que a observada na América do Norte (1% vs

20%), e atribui a diferença ao método de produção utilizado na Europa.

que resulta em menor quantidade de leucócitos

Neste estudo, pretendemos comparar as características dos

componentes obtidos pelo método do PRP com os resultantes pelo

método de extração da camada leucoplaquetária (ECLP), utilizando bolsas

TAB e extrator automático. Também, avaliaremos a incidência das

reações transfusionais dos componentes obtidos por um e outro métodos.

Com os resultados, pretendemos analisar as vantagens e desvantagens

das duas metodologias, baseando-nos em dados laboratoriais e clínicos. A

redução de leucócitos, não necessariamente por filtração, poderá

beneficiar pacientes que necessitem de transfusões de sangues. Brand et

all acompanharam 404 pacientes pós-cirurgia cardíaca e concluíram não

haver diferença significativa na formação de anticorpos HLA entre o grupo

que recebeu hemácias filtradas e o que recebeu hemácias sem a CLP

Houve baixa incidência de aloimunização. Menos de 155 pacientes

formaram anticorpos ou aumentaram os títulos preexistentes. Não se

encontrou aloimunização nos pacientes sem história prévia de gestação

e/ou transfusão. A metodologia de ECLP pode ser a resposta para

melhorar a qualidade das transfusões em nosso meio. exigindo menor

quantidade de componentes filtradas e menor dispêndio de recursos
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financeiros. Cabe salientar, que até a presente data, não existem

regulamentos definidos pelo Ministério da Saúde que descrevam as

especificações dos componentes obtidos pelo método de ECLP

Deve-se ratificar que a utilização de componentes do sangue

reduzidos da CLP não substituiu, quando necessário, o uso de filtros de

poliéster para se reduzir a quantidade de leucócitoss2. Neste caso, a

filtração é feita a partir de uma quantidade menor de leucócitos existentes

nos componentes obtidos, tornando mais eficiente a remoção dos

leucócitos residuais pela utilização de filtrossa. Assim, o presente estudo

será importante para validar a técnica de extração da CLP em nosso meio

e poderá ajudar as instituições interessadas em melhorias na qualidade de

seus produtos sangüíneos, bem como auxiliar o Ministério da Saúde na

regulamentação e especificação da técnica de produção de componentes

gang(]íneos pela extração da camada leucoplaquetária
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2.0BJETIVOS
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O presente estudo tem como objetivos gerais

padronizar, descrever e validar a técnica de produção de

componentes pelo método de remoção da camada

leucoplaquetária e compara-lo com o método clássico de

obtenção de componentes sangüíneos. também denominado

método de extração do plasma rico em plaquetas. São seus

objetivos específicos:

1. Analisar as características dos

concentrados de hemácias obtidos pelo método do PRP e

CLP quanto ao hematócrito, a quantidade de hemoglobina

total por unidade e a capacidade de se recuperar a

hemoglobina a partir de uma unidade de sangue total

2. Comparar o nível de redução de

leucócitos dos componentes sangüíneos obtidos pelo

método clássico, ou método do plasma rico em plaquetas



14

(PRP), com os componentes obtidos pela remoção da

camada leucoplaquetária(CLP).

3. Estudar possíveis diferenças na

quantidade e qualidade das plaquetas obtidas a partir do

plasma rico em plaquetas (PRP), de uma unidade

leucoplaquetária ou de um conjunto de unidades

leucoplaquetárias

4. Verificar e comparar eventuais

diferenças no volume e recuperação de plasma entre os

dois métodos estu dados

5. Analisar a reprodutibilidade e a

operacionalidade do método de produção de componentes

pela remoção da camada leucoplaquetária, como alternativa

ao método do PRP

6. Estudar a incidência de reações

transfusionais febris não hemolíticas e alérgicas em

pacientes que receberam transfusão de CH e plaquetas

obtidos pela remoção da camada leucoplaquetária e

compara-la com os resultados obtidos pelo método clássico.



3.Revisão da literatura
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3.1 Histórico

A utilização de frações de sangue e plasma faz parte da

rotina da medicina transfusional atual. Entretanto. foi no século XX, em

especial com as guerras mundiais, que os métodos de separação do

sangue evoluíram para dar um suporte necessário ao atendimento dos

soldados feridos nas frentes de batalhara. Até a Primeira Guerra Mundial,

a transfusão de sangue era geralmente realizada braço a braço, por

procedimentos invasivos (anastomose= artéria do doador e veia do

receptor) ou através de instrumentos como seringas, 'impellor" ou o

'gravitator' de Blundell.'s Outro fator limitante era a coagulação do

sangue.

Em 1914, Hustin 5õ descreveu o uso de nitrato de sódio e

glicose como solução anticoagulante. Lewinshons7, em 1915, determinou a

quantidade mínima de citrato necessária à anticoagulação, demonstrando

a pouca toxicidade da solução em animais. Assim. a transfusão de sangue

tornou-se viável com o desenvolvimento da anticoagulação e pôde ser

utilizada com sucesso durante a Primeira Guerra Mundialso.
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Na batalha de Cambrai. em 1917, usando frascos de vidro

contendo a solução de Réus-Turners9 õo. a primeira solução anticoagulante

e ao mesmo tempo conservante, Robertsonol transfundiu sangue

armazenado de 10 a 26 dias. Tratava-se de uma solução que continha

cloreto de sódio, isocitrato e glicosel porém, apresentava o inconveniente

de exigir grande volume, geralmente na proporção de 1:1 com o sangue,

mas foi. durante quase 25 anos, a única solução preservante disponívelõl

A solução de Réus-Turner permitiu as primeiras transfusões de sangue

preservado durante a l Guerra Mundial, tendo sido utilizada até meados da

11 Grande Guerraõz. Estima-se que cerca de 13 milhões de unidades de

sangue preservado tenham sido transfundidas durante o conflito63. Apesar

de ter sido transfundido em grande escala, notou-se que o sangue possuía

limitações logísticas para uso em campo de batalha, principalmente em

função do seu curto período de armazenamento, e pelo fato de requerer

provas de compatibilidade antes da transfusão. Na época, já se

evidenciava a necessidade de um substituto mais prático para essas

situações, o plasma. Composto por água, sais e proteínas, o líquido

plasmático tem. entre suas muitas funções, a propriedade de manter o

nível da pressão sangüínea dentro da faixa da normalidade.

A necessidade de plasma para reposição de volume

Intravascular nos pacientes, durante as duas grandes guerras mundiais.

alertou os médicos para a importância da separação dos constituintes do
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sangues. Permanecendo em repouso entre 24 e 48 horas. o sangue se

separa espontaneamente em três camadas distintas: uma camada de

células vermelhas, uma camada fina branco-leitosa, rica em leucócitos e

plaquetas, e uma camada líqtlida. de cor âmbar. denominada plasma. O

frasco contendo sangue era colocado em um ângulo de 45'.

horizontalmente a uma mesa. para diminuir a distância em que as células

devem mover-se, melhorando o tempo de sedimentação e facilitando a

obtenção do plasmas

O plasma foi primeiramente empregado como expansor

volêmico na l Guerra Mundialõs. Strumia popularizou seu uso clinico

transfundindo-o rotineiramente em pacientes hipovolêmicos. em 1931oo.

John Elliot, chefe do laboratório do hospital norte-americano Rowa, na

Carolina do Norte. após separar vários frascos de plasma, utilizou-os com

sucesso em um paciente com ferimento perfurante no coração. colocando-

o em condições cirúrgicas e salvando sua vida. Convencido de que o

plasma poderia ser utilizado com maior freqtlência e vantagem, por

dispensar testes de compatibilidade, além de possuir maior durabilidade

que o sangue, Elliot entusiasmou o diretor da Cruz Vermelha Americana

Dr. Willian De Kleine, a envolver-se no assunto''

Movidas pela necessidade de enviar plasma liofilizado à

Inglaterra para tratamento dos feridos em guerra, em agosto de 1940, a
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Cruz Vermelha Americana e a " Blood Betterment Association" lançaram

uma campanha denominada "Plasma para os Ingleses'. Os laboratórios

da Cruz Vermelha fracionavam o plasma coletado em Nova porque e

enviavam-no para Londres. Logo, porém, descobriram-se as limitações

desse procedimento. como a questão da contaminação bacteriana dos

lotes de plasma. Dr. Drew foi o primeiro a detalhar os procedimentos de

colete, processamento. armazenamento e transporte do plasma para a

Europau 69. A partir da Segunda Guerra Mundial, com o desenvolvimento

do método de Cohn70. em Harvard-EUA, e o grande sucesso alcançado

com o uso do plasma liofilizado, deflagrou-se a produção em grande

escala das soluções de albumina, imunoglobulinas e fator V\ll, ampliando-

se ainda mais a demanda por plasma

Com a disponibilidade de soluções preservantes e o

desenvolvimento de refrigeradores elétricos, tornou-se possível o

aparecimento dos centros de armazenamento de sangue. O primeiro

banco de sangue foi idealizado em Leningrado. em 1932. e o primeira

funcional surgiu em Barcelonan, em 1936. durante a Guerra Civil

espanhola. Fantus organizou o primeiro banco de sangue nos Estados

Unidos da América, no Cook County Hospital, em Chicago. em 193772 73.

A partir de 1940, o conceito de banco de sangue hospitalar já possuía

raízes fortes. Várias cidades norte-americanas incluindo São Francisco.

Miami e Cincinati começaram a estruturar bancos de sangue comunitários.
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que coletavam e processavam centralmente e distribuíam para os

hospitais locais74. O fato, no entanto, é que o desenvolvimento dos bancos

de sangue deu-se durante e após a Segunda Guerra Mundial.

principalmente com a estruturação dos bancos de sangue da Cruz

Vermelha Americana''

Em 1943. Loutit e Mollison7õ introduziram a solução de ácido

cítrico, nitrato de sódio e dextrose (ACD), que oferecia como vantagens

minimizar o problema da caramelização da glucose durante o processo de

esterilização e necessitar de menores volumes em relação à solução de

naus-Turnerzr. A necessidade de diminuir a lesão celular e de prolongar o

tempo de armazenamento do sangue além de 21 dias conduziria mais

tarde ao desenvolvimento das soluções de CPD70 (nitrato. fosfato e

dextrose) e de CPDA-l'9 ( nitrato, fosfato, dextrose, adenina), sendo esta

última uma das soluções mais empregadas para preservação de sangue

até os dias de hoje, proporcionando armazenamento por até 35 dias.

Um grande passo para o desenvolvimento da terapia por

componentes sanguíneos foi a introdução das bolsas plásticas de cometa

nos bancos de sangue. Em 1949. a Cruz Vermelha Americana realizou

estudos clínicos com bolsas plásticas de roleta de sangue em alguns

hospitais. Entretanto foram necessários 10 anos para que o método

introduzido por Carl Walter fosse utilizado como rotina nos bancos de
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sangue7s. O uso das bolsas plásticas tornou possível a centrifugação da

sangue total, separando-o em componentes ( CH. plasma, plaquetas e

crioprecípitado), possibilitando a reposição especifica de

hemocomponentes, e o aumento da produtividade dos serviços de

hemoterapia'o
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3.2 Princípios físicos da separação de células

O uso de sangue total raramente é indicado para atender às

necessidades do paciente, ainda que este possua deficiências múltiplas.

Além disso, as condições de armazenamento do sangue total e o tempo

necessário para a realização dos testes laboratoriais obrigatórios impedem

o aproveitamento de todos os seus componentes. Após 24 horas de

estocagem do sangue total, entre I' e 6'C, já não há mais plaquetas e

leucócitos viáveis. Os fatores lábels da coagulação, como o fator V e o

fator Vlltoo diminuem suas ativldades com o passar do tempo. Assim. as

diferenças na estocagem e na meia vida de cada componente justificam

sua separação. Os constituintes do plasma preservam-se melhor quanda

congeladosl as plaquetas, em temperatura ambiente (20' a 24'C) sob

agitação constantes as hemácias, em refrigeração entre I' e 6aCal

O princípio da sedimentação das células do sangue é

determinado pelo tamanho da célula e pela sua densidade (Quadro l,

página 23)
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Quadro 1. Densidade e volume dos principais constituintes do sangue

Outros fatores que influenciam a velocidade da

sedimentação são a viscosidade do meio e o grau de flexibilidade das

células. Esses últimos favores, são temperatura dependentes, sendo ideal

que a sedimentação ocorra a 20'C ou mais. Na primeira fase da

centrifugação. a parte fluida é constituída de plasma e solução

anticoagulante. Os leucócitos e as hemácias sedimentam-se mais

rapidamente, pois possuem maior volume que as plaquetas. Na fase mais

tardia da centrifugação. dependendo do tempo e da velocidade de

centrifugação, a maioria dos leucócitos e hemácias concentram-se na

parte inferior da bolsa, e o plasma rico em plaquetas, na parte superior.

Quanto mais prolongada for a centrifugação, maiores serão a

sedimentação de plaquetas e a suspensão dos leucócitos, pois este agora

Principais

constituintes do sangue

uensiaaae media

g/ml) 10-15 litros

 
b.UZD

 
uetas L.U5Ü  

Monólitos 1.0b2  
Linfócitos l.uru  
Neutrófilos l.uuz

 
Hemácias 1.1UU

 



se move em meio mais denso (hemácias). No final da centrifugação, o

plasma livre de células encontra-se na parte superior da bolsa, e as

hemácias, na parte inferior. As plaquetas pastam-se no topo da camada

de hemácias e os leucócitos, imediatamente abaixo, nos primeiros 10ml

da camada de hemácias

A escolha a ser feita refere-se à velocidade e ao tempo de

centrifugação, que determinam a composição final do componente

desejado. Se o plasma rico em plaquetas for o componente desejado.

deve-se interromper a centrifugação antes que as plaquetas comecem a

sedimentar. Centrifugações de menor velocidade permitem matar

amplitude na variação do tempo. Se for o plasma livre de células, então a

centrifugação mais pesada e prolongada permitirá a obtenção de plasma

pobre em células e hemácias densamente compactadas. Assim. o

processo de centrifugação deve ser planejado quanto à velocidade. tempo

e ao tipo de centrífuga utilizada, que se possa obter os hemocomponentes

desejadosez

É importante que o processo de obtenção de componentes

seja validado para cada centrífuga. O tamanho do rotador. a velocidade e

a duração da rotação são variáveis críticas na centrifugação. Sempre que

se introduzir uma técnica de fracionamento deve-se testar a combinação



da melhor velocidade e o tempo de centrifugação que proporcionará as

características do hemocomponente adequado para utilização- O tempo

de centrifugação inclui o tempo de aceleração e o tempo da velocidade de

rotação desejada, excluindo o tempo de desaceleração. Este último

também deve ser controlado não sendo rápido o suficiente para suspender

as células, nem lento, a ponto de atrasar o processo. Obviamente, a

rotação preferida será aquela que propiciar os melhores resultados com a

menor velocidade e o menor tempo- As centrífugas devem ser avaliadas

periodicamente, possibilitando a verificação da acurácia dos parâmetros

no tocante à temperatura. velocidade e tempo. Uma maneira prática de

monitorar o processo de fracionamento é verificar, periodicamente em

cada centrífuga. a qualidade dos componentes obtidos82. O Conselho

Europeu e a Associação Americana de Bancos de Sangue recomendam o

controle de qualidade de pelo menos quatro componentes por mês 81'02.
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3.3 Especificações dos componentes sangüíneos e a

importância do controle de qualidade

O controle de qualidade também é de fundamental

importância para se garantir que o processo de obtenção dos

componentes sangilíneos tenha a menor variabilidade possível permitida

por órgãos reguladores ou pelo conhecimento existente03. Define-se como

controle de qualidade como o conjunto de testes operacionais que

demonstrem que o produto atende às especificações requeridas. Esses

testes são executados em parâmetros considerados fundamentais para se

ter um produto com a qualidade desejada. A AABB possui padrões para

todos os hemocomponentes30. O Conselho Europeu define o tipo de

componente, suas especificações, a freqüência e a quantidade que deve

ser controlada (quadro 2, páginas 27, 28 e 29). No Brasil, a Portaria 121

regulamenta os parâmetros que devem ser avaliados. as especificações, a

fteqüência e a quantidade de hemocomponentes a serem testados84 (

quadro 3, página 30)
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Quadro 2. Parâmetros que devem ser avaliados, especificações.

EÍ;Êl11Ê freqtlência e quantidade que devem ser controladas dos

componentes sangüíneos.

;N

gãiigue Total

Perçentualdehemólise i:::.:..,«-'',''
yo (ias uriiaaaes

aoletadas. No mínimo
4 unidades por mês

4 unidades por mês

4 unidades por mês
Concentrado de
hemácias

Volume
Hematócrlto

Hemoglobina
Percentual de hemólise
Leucócitos

Plaquetas

65 a 75%
mínimo de 45 g/unidade
<0.8%
2,5 a 3,0 x 109
Depende do método de
centrifügação

4 unidades por mês
4 unidades par mês
4 unidades por mês
4 unidades par mês
não é realizado

Concentrado de
hemácias sem a
camada

leucoplaquetária

 
65 a 75%

mínimo de 43 g/unidade

<1,2 x 109

<0,8 % no último dia de
armazenamento

<20 x 109

coletadas

4 unidades por mês

4 unidades por mês

4 unidades por mês

4 unidades por mês

Não é realizado

Concentrado de
hemácias sem a

camada
leucoplaquetária
com solução
aditiva.

 

Depende do sistema utlhzado
Com a remoção da camada

leucoplaquetária perde-se de
iO a 30ml do volume de
hemácias

0,50 a 0,70

Mínimo de 43 g por unidade

<1,2 x 109

<0,8 %

<20 x 109

i% aas Doidas
coletadas

4 unidades por mês

4 unidades par mês

4 unidades por mês

4 unidades por mês

Não é realizado
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Quadro 2. Parâmetros devem ser avaliados, especificações.
Ü

frequência e quantidade que devem ser controladas dos

que

componentes sangüíneos( cont.)

õõjiijõhente
sangüíneo

Parâmetros que
devem ser avaliados

'Êêlbêcificações Freqüência e
quantidade a ser

controlada
;i;ii;;iiT:i:õaãiãi unidades

hemácias lavadas

Definido
utilizado

Hematócrito 0,65 a 0,75 Todas as unidades

Hemoglobina Mínimo de 40 g por unidade l Todas as unidades

Percentual de hemólise <0,8% Todas as unidades

Conteúdo protéico do
sobrenadanteíinal

<0,5 g porunidade
(assegurar nível de lgA
menor que 0,2 mg/unidade

Todas as unidades

hemácias leuco-

depletadas com a
utilização de

(até 48

Volume
máximo 15% do volume
original

tMenos que l x 10ó
Em 90% das unidades ou 5
x IOÓ em 99% das unidades

1% das unidades

norasaa colega)

Leucócitos

Hemoglobina Mínimo de 40 g por unidade 1 1% das unidades(na
mínimo 4 unidades por
mês)

Percentual de hemólise
Comi

Plaquetas de PRP
Número de plaquetasl

<0,8%
50 a 70ml

4 unidades por mês
Todas as unidades

6,0 x loto 1% das unidades

(no mínimo 10 por mês)

Leucócitos residuais' < 2x 108 1% das unidades

(no mínimo 10 por mês

PH 6.5 a 7.4 1% das unidades

(no mínimo 4 por mês)

Fenómeno de ''swirling'' l Presenq
Todas as unidades
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Quadro 2. Parâmetros que devem ser avaliados, especncações, fteqtiênda e quantidade

que deves ser conüoladas dos componentes sanguíneos( cone).

içados

êiiãeiirado de

Plaquetas da CLP

   

Todas as uhiãããê

1% das unidades

(no mínimo 10 por mês)

1% das unidades

(no mínimo 10 por mês

1% das unidades

(no mínimo 4 por mês)

Todas as ilnidadpq
Concentrado de
Plaquetas leuco-
depletadas com a
utilização de filtros
(até 6 horas após o
preparo)

 

pouca ou nenhüúã }iiiõiãõ''ai
volume pelo filtro

6,0 x 10"

< 2x 105 em 90% dos casos ou <
8,3 x 10s em 99%

6,5a 7,4

Presente

Todas as unidades

1% das unidades

(no mínimo 10 por mês)

L% das unidades

(no mínimo 10 por mês

1% das unidades

(no mínimo 4 por mês)

Tndaq nR nnidãdpç
Concentráãí ' ã=
Plaquetas obtidas de
aferese

 

40ml por 6.0 x lO

2 x 10'' porunidade

< 1,0 x 109porunidade(co-n
algumas máquinas de aférese se
obtém quantidad e residual de

leucócitos bem menor que esta
quantidade)

b,5 a 7,4

Presente

Todas as unidades

L% das unidades

(no mínimo 10 por mês)

1% das unidades

(no mínimo 10 por mês)

L% das unidades

(na mínimo 4 por mês)

rodar a nniHndpq
Plasma ifê;iÕ
congelado

 

Depende da técnica utilizada

),7 UI por ml

:hemácias: < 6 X Ioga.
:euçÓcitos: < 0,1 X 109/L
)laauetas >5n )( l n9/r

Todas as unidades

Cada 2 meses

realizar a dosagem de favor
vivi em um conjunto de 6
unidades çom l mês de
amrazenamento e no Último
mês de armazenamento

L% das unidades ( no mínimo
+ unidades por mês)
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Quadro 3. Parâmetros que devem ser avaliados, especificações,

freqüência e quantidade que devem ser controladas dos

componentes sanguíneos.(Portaria 121).

menos 75

componente
sangüíneo

Parâmetros que devem
serchecados

Especificações Frequência e
quantidade a ser

controlada
Sangue Total Volume

Hemoglobina

Percentual de hemólise

400 a 500ml

de 50 a 70 g porunidade

<0.8% no Último dia de

armazenamento  
Concentrado de

hemácias

Volume

Hematócrito

Hemagloblna

Percentual de hemólise

> 250ml

60 a 80 %

de 50 a 70 g/unidade

< 0,8 % no último dia de

armazenamento  
Concentrado de

Plaquetas de

PRP

Volume

Número de plaquetas

Leucócitos residuais

PH

De 50 a 70ml

5,5 x 10lo

< 1.0 x 10'

> 6,0 em qualquer momento

do prazo devalidade do

produto  
Concentrado iié

Plaquetas por
aférese

Plasliia resto
congelado

Volume

Número de plaquetas

Leucócitos residuais

PH

200 a 350m]

> 2,5 x 10''

< 1,0 x 10'(depende do

equipatnento)

>6,0 em qualquer momento

do prazo de validade do

produto  
:::   Todas as unidades
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EÊ'E:.!iÊ. Reesink 85. em um fórum internacional, refere que cada bolsa

gde sangue é equivalente ao conceito de lote utilizado na indústria

farmacêutica. em função das características biológicas de cada doador,

que podem variar substancialmente. Assim, cada unidade de sangue é um

lote; e por ser um produto escasso e de difícil obtenção. a coleta de

amostras para se analisar as especificações muitas vezes implica

descarte das unidades. Mesmo assim, o autor afirma que a maioria dos

centros realiza o controle de qualidade em 1% dos componentes e em

100% dos componentes leucoreduzidos. Outros realizam o controle de

qualidade em um número de unidades sem significado estatístico.

Sweeney " (1998) afirma que, em geral, os testes de

controle de qualidade dos componentes sangüíneos são realizados

mensalmente, na quantidade de 4 a 10 unidades, chegando a 1 % dos

8 componentes sanguíneos. Podem ser realizados continuamente ou em

lotes, para facilitarem a operação do serviço. Dependendo do produto.

75%, 90% ou mesmo 100% devem estar dentro dos padrões adequados.

Para garantir a confiabilidade estatística necessária, ampliar o número de

amostras pode ser impraticável pois poderia haver prejuízo no

abastecimento de sangue aos hospitais. Outra dificuldade que aponta é a

variabilidade das técnicas de contagem celular com equipamentos

automáticos ou quando se utilizam hemocitõmetros. O autor conclui que o
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controle de qualidade dos componentes sanDE)íneos requerido pelas

agências regulatórias não é suficiente para assegurar a estabilidade do

processo de produção de componentes sangüíneos e que o aumento da

número de amostras analisadas deve ser considerado sempre que se

introduzirem modificações no processo de produção

A Associação Americana de Bancos de Sangue considera os

testes de controle de qualidade um dos componentes do sistema de

qualidade, que engloba um programa amplo de garantia de qualidade que

permeia toda a organização e proporciona elementos para o seu

melhoramento contínuo, seja de seus processos e produtos, seja do

relacionamento com os seus clientes. O sistema de qualidade da AABB é

compatível com o sistema de qualidade da IS0 9000, sendo considerado

um passo inicial importante para serviços que pretendam obter essa

certificação. Os elementos essenciais desse sistema são: organização,

pessoal, equipamentos, fornecedores. controle do processo, inspeção final

e armazenamentol documentação e registrosl gerenciamento de erros e

acidentesl avaliação ou auditorias internas e externasl melhoria contínua

do processos instalações e segurança. A implantação dos 10 elementos

essenciais da AABB assegura menor variabilidade ao processo de

produção dos componentes sangtlíneos e garante a obtenção e

distribuição de componentes dentro das especificações desejadas30
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3.4 Método do PRP versus Método da ECLP

Com o desenvolvimento dos bancos de sangue e o emprego

de bolsas plásticas em colega de sangue, na década de 60, o método da

separação de sangue pelo plasma rico em plaquetas (PRP) já era

amplamente utilizado e considerado padrão em todo o mundo7s. Isso

durou cerca de 20 a 25 anos, quando surgiu na Europa outra metodologia.

a da ECLP9. Atualmente nos Estados Unidos. o método do PRP é usado

pela grande maioria dos bancos de sangue.87 Preconizado pela

Associação Americana de Bancos de Sangue81, o método consiste na

produção de componentes sangüíneos a partir da centrifugação inicial leve

de 2000 x g por 3 minutos de uma unidade de ST. obtendo-se os

componentes CH e PRP. Centrifugando-se o PRP novamente a 5000 x g

por 5 minutos. obtém-se o componente CP e plasma rico em fatores da

coagulação.

O PRP foi utilizado no começo da década de 60 para

tratamento de manifestações hemorrágicas de pacientes

trombocitopênicos. Naquela época, o CP era obtido a partir do PRP (CP-

PRP) mantido sob refrigeração, ocorrendo lesão irreversível nas
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plaquetas. O problema foi resolvido quando se começou a processar o

sangue e o PRP em temperatura ambiente (22'C). mantendo-os em

ouso por 30 a 60 minutos antes de se obter o CPBe.

O Ministério da Saúde descreve as especificações dos

componentes sangüíneos obtidos por esta técnicas

A metodologia clássica do PRP possui diversas limitações,

entre elas a de manter, após centrifugação inicial com menor força g, em

tomo de 20% do plasma total e grande parte dos leucócitos (2.5 a 3,0 x

100) no CH. Há perdas de 20 a 30% das plaquetas no CH e outros 5 a

10% após a segunda centrifugação com maior força g, resultando em

recuperação de 60 a 75% das plaquetas.09 A centrifugação com maior

força g, atava maior número de plaquetas, aumentando a proporção de

unidades agregadas que não devem ser utilizadas em transfusãoa9. Para

minimizar o problema, a AABB recomenda que as unidades de plaquetas

fiquem em repouso por 60 minutos antes de serem colocadas sob

agitação30. Quanto à quantidade, recomenda que 75% das unidades

possuam mais que 5.5 x jOIo de plaquetas. Assim. como os glóbulos

vermelhos, as plaquetas também possuem grande quantidade de

leucócitos. pois para maximizar a quantidade de plasma, a extração

manual do PRP é realizada até a fronteira mais próxima das hemácias, ou

seja. a CLP



Já era conhecido que a existência de leucócitos no CH

relacionava-se às RFNH em alguns pacientes4. Na década de 70 havia a

preocupação de se obter produtos com menor quantidade de leucócitos a

fim de se evitar tais reações. Polesky9, em seminário da AABB, descreve

vários métodos para a redução de leucócitos nos hemocomponentes

como medidas efetivas para a diminuição de RFNH. Schned e SilverSO

estudaram e compararam quatro métodos de redução de leucócitos no

CH: a utilização de filtros de microagregados em bolsas de ST

centrifugadas a 5000 rprn por 5 minutos, de onde se retiraram os

microagregados Imediatamente antes da transfusãol a técnica da

centrifugação invertida onde, por força gravitacional, 80% das hemácias

são retiradas e transferidas para outra bolsa, deixando a maioria dos

leucócitos na bolsa principall hemácias pobre em CLP (após centrifugação

normal. retiram-se o plasma e a CLP)l e hemácias congeladas e

deglicerolizadas. Os pacientes foram separados em dois grupos: 361 que

receberam 2.235 unidades de componentes pobres em leucócitos com

antecedente de RFNH prévia e 922 que receberam 12.326 unidades de

componentes pobres em leucócitos. Os autores concluíram que a técnica

de Utilização de filtros de microagregados era tão efetiva quanto à da

centrifugação invertida e superior à da retirada da CLP. Enquanto que com

a Utilização de filtros de microagregados há perda de 5 a 7% de hemácias.

nas outras duas técnicas, a perda varia de 20 a 40%. Já a utilização de



36

hemácias descongeladas e deglicerolizadas acusou menor incidência de

RFNH, pois o número de leucócitos presentes nas hemácias

descongeladas é bem menor (depleção de 75 a 90% dos leucócitos) se

comparado à retirada de microagregados pela utilização de filtros de 40 p

( depleção de 50 a 60%)

Em 1986, Meryman e Hornblower 7 publicaram que os dois

métodos mais utilizados para a redução de leucócitos nas hemácias à

época eram o método da centrifugação inversa (em sistema fechado), que

resulta em excessiva perda de hemácias e grande número de leucócitos

residuais (l x 109) e o da lavagem manual ou em processadora

automática. que também deixa grande quantidade de leucócitos (0.5 x

10o). Ambos. por serem realizados em sistema aberto diminuem a meia

vida do CH para 24 horas. Sabia-se que esses níveis de leucócitos

residuais não eram suficientes para impedir RFNH em pacientes

aloimunizadoso. Perkins et al.91 estimavam que o número mínimo de

leucócitos para evitar a maioria desse tipo de reação seria de 0,5 x 109.

Utilizando esse padrão, a Cruz Vermelha Americana encontrou que 27%

das hemácias lavadas em processadores automáticas e 17% das

hemácias lavadas manualmente em solução salina estavam fora dos

padrões adotados. Meryman e Hornblowere chamam a atenção para a

grande quantidade de perdas de hemácias nos métodos de depleção de
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leucócitos utilizados como rotina, sugerindo que a utilização de filtros de

microagregados em hemácias a 4' C seria mais efetiva, prática e

económica, pois a perda de hemácias seria menor. Rock et alia, no

Canadá, encontraram resultados melhores quando compararam a

quantidade residual de leucócitos em vários métodos utilizados

(centrifugação invertida com a retirada da CLP - 0,22 x 10o, a utilização de

Hlltros de microagregados-0,1 9 x 109, utilização de lavadora automática -

0,21 x 109 e hemácias descongeladas e deglicerolizadas 0,13 x 10o). A

recuperação de hemácias variou de 62%, com o método da centrifugação

invertida. a 85% com as hemácias descongeladas e deglicerolizadas.

Snyder e Bookbinder ll reafirmaram o papel futuro da utilização dos filtros

de microagregados na prevenção de RFNH

Insatisfeitos com a qualidade dos componentes obtidos pelo

método clássico. que produzia CH com grande quantidade de leucócitos.

freqilentemente maior que 10o, os europeus seguiram outro caminhoB7

Baseando-se em conhecimento adquirido nas décadas de 60 e 70. de que

as plaquetas e os leucócitos formam agregados nas unidades de ST e em

CH, centraram atenção na remoção da CLP9. 10. A formação desses

microagregados (constituídos por plaquetas, leucócitos e fibrina) foi

considerada a causa potencial de bloqueio dos capilares pulmonares.

diminuindo a oxigenação, principalmente em pacientes que recebiam

transfusão maciça. Prins et al.4s removeram a CLP com a intenção de



diminuírem a formação de microagregados. Hõgman et al. 92. estudando a

armazenamento do CH com a utilização de soluções aditivas pobres em

proteínas (solução de adenina, glicose e salina), encontraram que as

enzimas liberadas pelos leucócitos produziam hemólise no CH

armazenado. Lieden e Hiden 93 descrevem que em um hospital sueco de

médio porte, após se utilizar o sistema proposto por Hõgman e

Johansson04 (hemácias pobres em CLP), houve diminuição da incidência

de RFHN de 3,1 1% para 1,42%

A necessidade de plasma como matéria-prima para a

produção de fator Vlll e a obtenção de CH de melhor qualidade foi

determinante na escolha do método de produção de componentes

sangüíneos na Suécia no começo da década de 70 95. Assim, utilizando-se

maior força (g) na centrifugação de ST. obtém-se maior quantidade de

plasma pelo método da extração da CLP (ECLP) do que pelo método

clássico (PRP). A centrifugação inicial com menor força g. utilizada no

método do PRP mantém aproximadamente 20% do plasma no CH. Já

com o método da ECLP, pode-se obter acima de 70 a 80ml de plasma

adicional9s. CH com solução aditiva SAGM, (salina, adenina, glicose e

manitol), armazenados por 42 dias, tiveram sobrevida na circulação acima

de 75%, quando experimentas com hemácias marcadas com cromo

radioativo foram realizados por Hõgman et al4z.
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Na Inglaterra em 1969, Cleghorn9õ passou a obter CP a partir

de várias unidades de CLP. Um grupo holandês .Pietersz et al. 4649.97 90

publicou artigos demonstrando que a CLP poderia ser excelente fonte

para a produção de plaquetas. Rock et al99 foram os primeiros a

demonstrar a viabilidade do armazenamento das plaquetas em meio não-

protéico. Com o progressivo uso de hemocomponentes derivados da CLP.

pesquisou-se qual seria o melhor meio para preservar as hemácias, tenda

sido descrito que, quando o CH era estocado em SAGM, o conteúdo de

rnicroagregados era menor do que quando em CPDAloo. Vários

pesquisadores também dedicaram-se à investigação de meios para

armazenamento de hemocomponentes e tipos especiais de bolsas para o

preparo de CP a partir da CLPlol l02

Eriksson e HogmanloS. em 1990, já demonstravam que CP

obtidos pela técnica da ECLP e preparados em solução aditiva poderiam

ser estacados por 6 dias se existissem adequada relação volume de CP e

superfície da bolsa que permitissem boa troca gasosa. Conseguiram

melhores resultados com 4 unidades do que com 6 unidades de CLP

Preparada após repouso de 6 a 12 horas do ST com CPD em temperatura

ambiente, a CLP foi mantida de 8 a 12 horas sem agitação. Maior

quantidade de plasma na CLP foi utilizada para manter o hematócrito

entre 40 e 50%, com o intuito de suprir as células com glicose e

bicarbonato em quantidade Suficiente. A seguir, as 4 unidades de CLP

.d

«
B
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leram unidas, por sistema de conexão estéril. a 300ml de solução aditiva

(sódio, cloreto de potássio, citrato, fosfato e manitol). Após a segunda

centrifugação, resultou em CP com 3,16 t 0,52 x 1011 com percentual de

recuperação de plaquetas de 77,3 t 8,3%. Keegan et all04. em 1992.

realizaram estudos comparando CP preparados por PRP com aqueles a

partir da ECLP utilizando-se Inlll e Cr51 , confirmando a equivalência de

qualidade do PC e a diminuição do conteúdo de leucócitos pelo método da

CLP

Em trabalho publicado em 1990, Pietersz et al los

descreveram a utilização do método da ECLP manualmente desde 1975,

no banco de sangue de Amsterdam (Cruz Vermelha Holandesa). Bolsas

quádruplas com SAGM com quatro corpos, sendo uma principal e outras

três conectadas a tubos de transferência na parte superior foram

empregadas. A bolsa principal continha anticoagulante CPD (citrato,

fosfato, dextrose), outra continha solução adltiva SAGM e em outras duas

eram transferidos, por compressão, pela ordem, o plasma e a CLP. A

transferência da CLP, antes do surgimento dos separadores semi-

automáticos ou automáticos, era realizada colocando-se uma pinça entre

a camada compacta de hemácias e a CLP. Então. a CLP era transferida

para a bolsa satélite e a solução aditiva para a bolsa principal, juntando-se

às hemácias. Com as outras bolsas satélites, era produzido CP, a partir da

CLP, ou crioprecipitado, a partir do plasma. Nesse experimento foram

4
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utilizados 2960 g por 10 minutos, a 22'C, para a separação em CH, CLP e

PL. Para o processamento da CLP utilizaram-se 380 g por 6 minutos. a

22'C.

Pietersz et alloo, para diminuírem a quantidade de macro-

agregados, melhorarem o rendimento das plaquetas e evitarem o

processamento do sangue em horas irregulares, passaram a armazenar o

ST por um período de 20 a 24 horas. em temperatura ambiente. Foram

utilizadas unidades de resfriamento rápido contendo butano-1 ,4-diol, de

forma que o sangue atingisse a temperatura de 20oC em

aproximadamente 2 horas (normalmente o sangue demora de 10 a 16

horas para atingir a temperatura ambiente). Conservado por 24 horas em

temperatura ambiente, o ST não apresentou efeitos deletérios em

hemácias e plaquetas, a não ser a constatação de importante diminuição

dos níveis de 2-3 DPG nas hemácias. A atividade do favor Vlll fol de 80%

do valor inicial após 24 horas, não havendo contaminação bacteriana no

sangue armazenado durante esse período. Em seguida, o ST foi

fracionado em CH. CLP e PF ( plasma fresco). O rendimento das

plaquetas. embora numericamente superior (66 t 5% de recuperação),

não foi diferente estatisticamente (p>0,05) quando comparado aos das

plaquetas obtidas com o ST armazenado em temperatura ambiente por 3

horas (63 t 8%). Heaton"' demonstrou que, apesar de o armazenamento

Por 24 horas do sangue total não diminuir o rendimento das plaquetas e
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da recuperação de fator Vlll, a diminuição de 2-3 DPG é importante e a

sobrevida das hemácias após a transfusão é menor

Hõgman et al 47 considerando laborioso o método da

remoção manual da CLP. descreveram uma técnica de processamento

automático de componentes sanguíneos utilizando bolsas plásticas

patenteadas com o nome de Optipac®(.Fenwall, Baxter Divsion, Deerfield.

EUA),também denominado de "top and bottom" (TAB) e um novo tipo de

extrator de plasma, denominado de Optipress ®( Fenwall, Baxter Division.

Deedeld, EUA). O sistema Optipace consiste em uma bolsa com duas

saídas na parte inferior e uma saída na parte superior, contendo 63ml de

CPD. Uma das saídas inferiores é conectada a um tubo para roleta do

sangue do doador e a outra saída é conectada a uma bolsa contendo

100ml de solução aditiva SAGM. A saída superior está conectada, por

meio de um tubo, em Y a duas bolsas vazias. O equipamento Optipress ®

consiste em uma placa móvel, controlada por fotocélula, que exerce

pressão progressiva, transferindo as hemácias para as bolsas conectadas

inferiormente com SAGM, e o plasma para a bolsas conectadas

superiormente. Assim, a CLP tende a permanecer na porção cerltral da

bolsa principal. Com essa técnica automática utilizando as bolsas TAB,

houve melhora na produtividade quando comparada ao método manual de

ECLP utilizando bolsas quádruplas convencionais



O sistema descrito foi testado em dois laboratórios na

Suécia9s, onde foram comparadas as características dos CH obtidos por

centrifugação leve inicial (menor força g) com as dos CH obtidos com

centrifugação pesada (maior força g inicial). Verificou-se que as unidades

obtidas por centrifugação pesada removeram aproximadamente 80% dos

leucócitos originais presentes no ST. O teste de sobrevida das hemácias

autólogas marcadas com cromo radioativo foi satisfatório, após 42 dias de

armazenamento. Houve hemólise pouco superior às hemácias obtidas por

centrifugação leve após 6 semanas de armazenamento, sendo inferior a

0,8%. Não houve formação de macroagregadosl a dosagem de

fibrinopeptídeo A. da atividade da calicreína e do sistema proteolítico e as

alterações morfológicas das hemácias, foram menores quando comparada

aos CH obtidos por centrifugação leve. O consumo de glicose, a

diminuição de pH e do 2,3 DPG foram normais para o tempo de
armazenamento.

Bertolini et al.l08 compararam a qualidade dos CP obtidos

pelo método da ECLP ( CP-ECLP) com os obtidos pelo método do PRP

(CP-PRP). Os CP-ECLP foram preparados pela centrifugação a 5000 x g

por 5 minutos do ST (450ml de sangue coletado em 63ml de CPD aos

quais foram adicionados 100ml de SAGM) após 2 horas da roleta. A CLP

foi mantida durante a noite em agitação constante a 6 ciclos por minuto.
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entre 20 a 24'C. Seis unidades de CLP foram conectadas pelo dispositivo

de conexão estéril a uma bolsa de 600ml de policloreto de vinila(PVC)

contendo 300ml de Plasmalite A® ( Baxter, EUA). A mistura da CLP com a

solução foi centrifugada a 1000 x g por 7 minutos, e o sobrenadante (CP)

transferido para uma bolsa de poliolefina (PL-732-Baxter, EUA). Para

comparação, os CP-PRP também foram preparados com a solução de

Plasmalite A® em mistura de 4 unidades em bolsa de poliolefina. A

intenção era verificar se a solução sintética ou a forma de armazenamento

influenciavam as análises realizadas. Os resultados com os CP-ECLP

foram melhores quando comparados aos CP-PRP, tendo demonstrado

boa atividade oxidativa metabólica. maior concentração de ATP. maior

percentual de morfologia discóide, melhor resultado nos testes de

agregação e menor atividade das plaquetas, confirmada pela menor

.expressão dos grânulos alfa da membrana protéica-1 40 (GMp-1 40).

Fijnheer et all09 encontraram resultados similares quando

estudaram e compararam a ativação das plaquetas dos CP-PRP com as

dos CP-ECLP. As plaquetas produzidas a partir do PRP apresentavam

maior percentual de morfologia esférica, maior liberação de beta-

tmmboglobulina e maior expressão dos seguintes marcadores de

ativação: complexo glicoprotéico llb/lula. GMP 140 e de uma glicoproteína
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imal de 53KDa. Porém, após dois dias de armazenamento não

avia diferença da atividade das plaquetas obtidas pelo PRP e pela ECLP

Urn estudo em que as lesões de estocagem de CP-ECLP

forambanalisadas bioquimicamente (falar plaquetário-4. desidrogenase

lática, beta-tromboglobulina) considerou, na época que a CLP não poderia

ser empregada como fonte para a produção de CPllo. Já Boomgaard et al.

ui além de prepararem hemocomponentes a partir da ECLP, utilizaram

dois diferentes tipos de filtros de leucócitos e não encontraram efeitos

deletérios na função, metabolismo ou ativação plaquetáría em quaisquer

dos métodos avaliados. Outro estudo analisou a liberação do fator de

crescimento derivado das plaquetas (PDGF), um importante mitógeno

estocada nos grânulos alfa, nos CP-PRP e pelo CP-ECLP, concluiu que o

conteúdo de PDGF diminui durante o preparo e armazenamento dos PC

pelos dois métodos, sendo mais acentuado nos obtidos a partir do PRPl12.

Uma das desvantagens do método da ECLP é o menor

rendimento na obtenção de plaquetas. quando comparado ao do PRplla

Esse problema pode ser resolvido conforme experimentas de Kretschmer

et al1'4. Quando eles mantiveram o ST em repouso por uma hora. antes

do processamento. e a CLP em descanso por um período de 90 minutos

seguido de homogeneização manual, o rendimento do CP foi menor (4,2 x

10'o plaquetas por unidade, em um conjunto de 6 unidades de CLP).
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Substituindo a homogeneização manual da CLP por agitação mecânica

por 30 minutos. o rendimento foi melhor (7,2 x 10'o plaquetas por

unidade). Mantendo a CLP em repouso por 2 horas e após utilizar o

agitador mecânico, obtiveram rendimento de até 7,8/1 ,4 x 10lo plaquetas

por doador. Os resultados foram similares quando a CLP foi armazenada

entre 3 e 12 horas à temperatura ambiente. Eriksson et al.l03 conseguiram

rendimento de 8,0 x 10lo plaquetas por doador, mantendo o ST em

repouso por 4 horas antes de se iniciar o processamento e 12 a 16 horas

de repouso para a CLP. Boeri et al 115 concluíram que a CLP pode ser

mantida a 22' C por um período pouco superior a 12 horas, sem alterar a

qualidade das plaquetas armazenadas por 5 dias. A possibilidade de se

armazenar a CLP por um período não muito superior a 12 horas facilita a

logística de trabalho no banco de sangue. Klüter et alllõ descrevem que as

plaquetas obtidas da CLP armazenada em repouso por um período de 24

horas resultou em aumento da ativação plaquetária, aumento do fator 4

plaquetário e da interleucina-8

Manter o ST 6 a 8 horas de repouso melhora o rendimento

dos CP-PRPllz. A estimulação in wfro das plaquetas. após a sangria do

doador, tem sido sugerida como explicação da melhora do rendimento na

quantidade de plaquetas obtidas após longo período de repouso da CLP

antes da preparação de plaquetasllo. É importante assinalar que a CLP

contém grande quantidade de células (hemácias, leucócitos e plaquetas)
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aue produzem ácido láctico e COz, quando permanece em repouso por 24

horas em temperatura ambiente. Assim a bolsa que contém a CLP deve

permitir a troca gasosas'9. Outra questão fundamental é a possibilidade de

crescimento bacteriano. Hõgmanl13 argumenta que quando se preparam

Cp-ECLP. esta técnica possui as seguintes vantagens= período de

incubação do ST e da CLP, onde os leucócitos fagocitam possíveis

bactérias presentes pela contaminação do sangue proveniente da área de

punção venosa; menor número de leucócitos no produto final (CP) onde.

%or desintegração, pode haver liberação de bactérias presentes nos

fagócitos. Por outro lado, o risco de contaminação bacteriana presente nos

concentrados de plaquetas conduziu o FDA a regulamentar a utilização do

conjunto de plaquetas armazenadas entre 20 e 24' C em um período

máximo de 4 horas após o preparo '"

$
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Com o desenvolvimento da automação, o método da ECLP é

atualmente amplamente utilizado na Europalzl. Os componentes obtidos

por essa metodologia possuem características distintas dos componentes

obtidos pelo método clássico (PRP)- Estudo'9 envolvendo 12 centros de

transfusão comparou as características dos componentes obtidos pelo

método da ECLP com o do PRP. Todos os centros participaram

voluntariamente do estudo realizado entre janeiro e setembro de 1994. Em

cada um dos centros foram coletadas 100 bolsas de ST, com exceção de

um, onde foram coletadas 10 bolsas a mais para se resolverem resultados
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lismrdantes As unidades foram coletadas em um período de 90 dias e

assadas em CH, CP e PF. conforme o método utilizado e padronizado

cada centro de transfusão. Amostras de sangue foram coletadas no

mal de cada doação e nos vários estágios de preparação dos

componentes sanguíneos. Na análise dos CP-ECLP. 100 conjuntos de

CLP foram analisados, requerendo roleta adicional de bolsas de sangue

total. Neste último caso. amostras foram coletadas para análise , antes e

após o preparo dos concentrados de plaquetas. Amostras do sangue do

doador e dos componentes sangüíneos foram coletadas em tubos com

EDTA e a contagem de células realizada em equipamento automático, nas

diluições apropriadas para cada caso, ou manualmente quando fora dos

limites do equipamento. As amostras dos componentes sanguíneos foram

coletadas a partir dos segmentos obtidos dos tubos coletores, de

transferência ou por conexão estéril de bolsas satélites. A contagem de

plaquetas foi realizada um dia após a produção dos CP, sendo a

contagem de células no CH realizada nos dias 5, 15 e 25 após a coleta.

As análises laboratoriais foram realizadas nos centros que participaram do

estudo. que também enviaram um questionário informando: como as

bolsas foram homogeneizadas durante a colega (manual ou por

equipamento automático); o tempo de roleta ( se monitorado por alarme

ou não)l o peso (medido por balança após a cometa ou por equipamento

automático durante a roleta); anticoagulante utilizado; bolsa utilizadas

configuração das bolsasl se a primeira centrifugação era realizada em até

t



8 .16 0u 24 horas após a colega, em que temperatura a bolsa de sangue

total era armazenadas as condições da primeira centrifugação (tempo

força g e desaceleração); método de separação (manual ou automático e

obtenção do PRP ou plasma); remoção da CLP (manual ou automática,

retenção da CLP na bolsa principal utilizando sistema "TAB" ou por

expressão para uma bolsa satélite utilizando o sistema de bolsas

quádruplas convencional)l o volume da CLP (volume das hemácias e

plasma); tempo e temperatura de armazenamento da CLP (<8hs ou 16-24

horas a 22o C)l CP obtidos de uma unidade de PRP/CLP ou de um

conjunto de CLP (l ou 4 ou 6 unidades de CLP); diluição da CLP com

plasma ou solução aditiva; as condições da segunda centrifugação

(tempo, força g e desaceleração)- Nesse estudo. os autores concluíram

que, apesar da existência de padrões aplicáveis à produção dos

componentes sanguíneos, existe grande variabilidade nas etapas

Intermediárias, resultando em processos e produtos com características

finais diferentes. Três centros utilizavam o método do PRP. e nove o da

ECLP. Dos nove centros, dois separavam a CLP manualmente, enquanto

os outros sete utilizavam equipamentos automáticos. sendo que três as

bolsas TAB. Todos os centros utilizaram soluções aditivas como AS

(adenina e salina) e SAGM. O volume final dos CH-PRP variou de 296 a

349ml de volume total, 155 a 179ml de hemácias, 41 a 77ml de volume

residual de plasma. 0.97 x 109 a 2,6 x 1 0o de leucócitos. Com o método da

ECLP. o volume do CH variou de 275 a 303ml, 153 a 186ml de hemácias.



4 a 45ml de volume residual de plasma, 0,57x10o a 1.2 x 10o de

leucócitos. Os centros que utilizavam o método clássico apresentavam em

média :21% do plasma original no CH, contra 7,5% com as bolsas

quádruplas convencionais e 6% com bolsas TAB. Os autores concluíram

que os centros que utilizam o método do PRP possuem maior quantidade

de plasma e leucócitos no CH. Dos centros que utilizaram o método da

ECLP, três que usaram bolsas TAB possuíam menor quantidade de

plasma e de leucócitos. A quantidade residual de leucócitos foi em média

de.7,03 x 10a para as bolsas TAB e l0,37 x 10o com as bolsas

convencionais para extração da CLP. Com o uso das bolsas TAB, 38%

das unidades possuíam contagem de leucócitos menor que 5 x 10o

comparada aos 5% dos centros que utilizavam bolsas convencionais.

Ainda no mesmo estudo multicêntrico. foram comparadas as

características dos CP-PRP e CP-ECLP. Nos centros que obtiveram

plaquetas de uma CLP. 56% das unidades possuíam menos que 5,5 x

10lo plaquetas. A média de plaquetas obtidas de uma CLP foi de 5.4 t 1,7

x laia por doador, que foi significativamente menor que as plaquetas

Obtidas de 4 a 6 unidades de CLP (7.0 t 1,2 x 10'o por doador.) ou das

plaquetas obtidas pelo método do PRP ( 7,3 ü 2,2 x 10" por doador).

Assim, quando se obtém esse produto pela mistura de várias unidades de

CLP ( 4 a 6), a recuperação de plaquetas (75 t 9%) é maior quando se

obtém plaquetas de uma CLP ( 66 t 21%). A quantidade de plaquetas

Obtidas de uma mistura de 4 CLP variou de 2.78 a 3.32 x 1011. enquanto
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as obtidas de uma mistura de 6 CLP variou de 3.6 a 4,3 x 1011, o que

corresponde à quantidade de plaquetas existentes em uma unidade de

aférese (3.0 x 10'l). A quantidade de leucócitos residuais foi maior nos

Cp-pRP ( 107 a 108) do que nos CP obtidos a partir de uma unidade de

CLP( 10') ou da mistura de CLP (10')

t

Wildt-Eggen et al122 compararam a quantidade de leucócitos

residuais em CH preparados com bolsas quádruplas SAGM e em CH

preparados com bolsas TAB. As bolsas quádruplas SAGM foram

processadas com o equipamento Compomate(modelo G4-NPBI, Holanda)

e as bolsas TAB com o equipamento Optipress ®(modelo l-Baxter, EUA).

As amostras foram coletadas antes e depois da remoção da CLP, e os

leucócitos contados por citometria de fluxo. Concluíram que todas as

unidades de CH obtidas estavam dentro dos parâmetros recomendados

pelo Conselho Europeu. O percentual de leucócitos residuais foi menor

nos concentrados de hemácias obtidos com as bolsas TAB quando

comparado aos das bolsas quádruplas SAGM, respectivamente de 18% e

43% (p<0,001). Os autores referem que os linfócitos T, B e os monócitos

residuais nas hemácias também eram menores (2%) em bolsas TAB que

nas hemácias obtidas com as bolsas quádruplas normais (25%). A perda

de hemácias na CLP, nos dois sistemas utilizados, foi de 10 a 15%. Os

autores justificam o resultado. pois com as bolsas quádruplas. a CLP é

(

t



retímda após o plasma pela parte superior da bolsa, ficando maior

quantidade de leucócitos retidos no material plástico durante o trajeto, o

que não ocorre com as bolsas TAB, pois a CLP permanece na bolsa

principal

Pieterz et al. lz3 associaram o método de obtenção de CP-

ECLP com filtração pré-estocagem utilizando um filtro denominado

Autostop TM CLP. padronizando um método semi-automático, contendo

mais que 240 X 109 plaquetasl com níveis de leucócitos residuais < 1 X

10o, podendo com essa estratégia aumentar o tempo de estocagem dos

CP por até 9 dias. As unidades de CLP foram obtidas pela utilização das

bolsas TAB e do equipamento automático Compomat® (NPBI/Fresenius)

que é programado para produzir a CLP com aproximadamente 50rnl de

volume e hematócrito de 45%. Cinco bolsas ABO idênticas de CLP e uma

unidade de plasma (200ml) foram conectadas por sistema de conexão

estéril a uma bolsa de 300ml capaz de formar 6 ligações. O produto

obtido. em torno de 450ml. foi centrifugado a 1200 rpm por 8,3 minutos

(345 g) e o PRP foi transferido para a bolsa de poliolefina (1.000ml)

passando por um filtro denominado Autostopo-CLP, que automaticamente

cessa a filtração quando as células vermelhas o alcançam
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A maior vantagem do método da ECLP é que o baixo número

leucócitos residuais é suficiente para prevenir a maioria das RFNH.

levido 'a presença no receptor de aloanticorpos leucocitários124. Engelfriet

'e Reesink120 referem que um centro de transfusão decidiu não utilizar o

método da ECLP, em função das perdas de células vermelhas na camada

leucoplaquetária. Essas perdas eram maiores quando o CH pobre em CLP

era depletado de leucócitos pela utilização de filtros, sendo as perdas de

células vermelhas consideradas substanciais. Aproximadamente 20 a

25ml de hemácias (10% do sangue doado) e mais de 90% das plaquetas

e leucócitos permanecem na CLP. Em geral. há correlação entre a

quantidade de hemácias presentes na CLP e a quantidade de plaquetas e

leucócitos. Quanto menor a quantidade de hemácias, menor a quantidade

de leucócitos na CLP e menor a depleção de leucócitos no CH87

\

As plaquetas contêm vários mediadores, dentre estes. as

citoquinas. A liberação e acúmulo destas citoquinas. favor plaquetário 4.

beta-tromboglobulina e RANTES (substância decretada. expressa e

regulada pela ativação dos linfócitos do tipo T normais). durante a

estocagem dos CP, pode ser responsável pelas RFNH12s. Kluter et al.12a

encontraram citoquinas interleucina-2. IFN-gama e TNF-alfa em CP

preparados a partir de conjunto de CLP. embora sem sinais de ativação

linfocitária. Dentre as interleucinas, a IL 6 e o TNF-alfa127 têm elevada

correlação com a incidência de RFNH em CP, estando em níveis



indetectáveis nos CP produzidos a partir da CLP12a. Em estudo conduzido

por Flegel et al.120 , observou-se que CP-ECLP podem ser virtualmente

livres de citoquinas ( IL-lbeta, IL-6, IL-8 e TNF) durante cinco dias de

estocagem, sendo também desnecessária a filtração para se reduzir a

exposição do receptor às citoquinas

Oksanen et al130 estudaram 86 transfusões em pacientes

com doenças hematológicas e compararam a freqüência de reações

transfusionais (RFNH. reações urticariformes, reações pulmonares e

outras) com dois tipos de CP-ECLP. sendo que um grupo de CP foi filtrado

antes de ser estocado (CLPI) e outro filtrado 3 a 4 dias após o preparo

(CLP3). Os pacientes receberam, alternadamente. de forma aleatória, as

plaquetas CLPI ou CLP3. Desta forma, os mesmos pacientes foram

utilizados como grupo controle. Esse estudo foi comparado a outro

realizado pela mesma equipe. onde 23 pacientes receberam 46

transfusões de CP-PRP e 12 pacientes receberam 23 transfusões de CP

filtrados. Não houve diferença na incidência de reações adversas entre a

grupo de pacientes que receberam CLPI e CLP3, mas as plaquetas CLPI

e CLP3 causaram menor número de reações adversas e, quando

Ocorreram foram mais leves, em relação às do grupo de pacientes que

receberam CP-PRP filtradas ou não. As RFNH ocorreram em 4,6% das

transfusões (17 pacientes) e as reações urticariformes ocorreram em 21%

129 pacientes). Não foram observadas reações pulmonares. Os



concentrados de plaquetas CLPI filtrados no primeiro dia apresentaram

rnaíor índice de incremento plaquetário que as unidades CLP3

}

Dzieczkowski et al. 131 relataram que o número de RFNH e

de aloímunização após transfusões exclusivas de hemocomponentes

leuco-reduzidos diminui, muito embora não seja completamente evitado

Já Goodnough et al13z, utilizando filtros de leucócitos de primeira geração

(Pal1-50) não encontraram diferença na prevalência de reações

transfusionais pré e pós-implementação de CP filtradas



56

3.5 Importância da leucoredução

Aloimunização e refratariedade plaquetária são complicações

secundárias à transfusão da grande quantidade de leucócitos presentes

nos hemocomponentesn3 134. O risco da aloimunização é influenciado não

só pela quantidade, como também pelo tipo de leucócito presente. Células

mais imunogênicas são aquelas que expressam os antígenos HLA classe

11, presentes em grande quantidade nos monócitos, linfócitos B e células

dentritícas. A pouca expressão de antígenos HLA classe ll nas plaquetas

e nos linfócitos T, torna essas células menos imunogênicas.135 Saarinen et

aln6. em experimento utilizando componentes pobres em CLP e em

seguida filtradas (filtros de acetato de celulose), obtiveram CH com níveis

de leucócitos da ordem de 10s, com menos de 2% de células que

apresentavam antígenos HLA classe ll (monócitos e células B). Os CP

utilizados tinham ao redor de 104 leucócitos por unidade, sendo que

menos de 4% destes eram monólitos e linfócitos B. Comparando o efeito

da utilização desses produtos em pacientes com diagnóstico de leucemia.

anemia aplástica ou tumores sólidos da infância, verificaram que nesse

grupo de pacientes não houve nenhum caso de refratariedade plaquetária.



No grupo que recebeu componentes não leucoreduzidos, houve 1 1 casos

de refratariedade. em um total de 21 pacientes (52.3%)

\.

Oksanen et al137 encontraram resultados semelhantes aos

encontrados pelo grupo de Saarinen13õ. Obtendo componentes pobres em

leucócitos com as mesmas características, estudaram pacientes com

leucemia aguda. As perdas após a filtração de plaquetas recém-

preparadas foram de 14% e 24% nas plaquetas armazenadas. No grupo

controle utilizaram CP-PRP com níveis de leucócitos da ordem 10o por

unidade e incidência de 6,7% de alolmunização. Esses níveis foram

menores do que os descritos em literatura, que variam de 31 a 93% de

aloimunização e aproximadamente 23% de refratariedade plaquetária.

Concluíram que a aloimunização por anlígenos HLA e a refratariedade

plaquetária podem ser completamente evitada. Os métodos requeridos

para a redução de leucócitos abaixo de l milhão de células são efetivos.

porém, a utilização dos filtros requer padronização adequada e rígido

controle de qualidade

Em outra pesquisa Oksanen et alla8 estudaram o impacto da

uso de componentes pobres em leucócitos na recuperação hematológica

e no prognóstico dos pacientes portadores de Leucemia Mielóide Aguda,

concluindo que os efeitos desses componentes infjuenclavam

favoravelmente na recuperação hematopoética da medula. no consumo de



sangue e componentes, na ocorrência de infecções sérias e na sobrevida

dos pacientes. Os componentes usados nas transfusões possuíam as

seguintes características: CH pobres em CLP e filtrados com níveis de

leucócitos na ordem de IOS. e CP-PRP. filtradas com níveis de leucócitos

de 104. No grupo controle foram utilizados CH pobres em CLP e CP-PRP

A quantidade residual de leucócitos nos componentes

celulares também está relacionada com a transmissão de citomegalovírus

(CMV) aos receptores de transfusão de sangue29. Quando presente na

circulação sangüínea, o cltomegalovírus encontra-se dentro do citoplasma

dos leucócitos. A redução da quantidade de leucócitos diminui

acentuadamente os riscos da transmissão do citomegalovírus, assim

como o vírus Epstein-Barr e o vírus linfotrófico de células T humana

(HTLV)no. Quanto às bactérias. estudos de Hogman et al.140 indicam que

o mecanismo de fagocitose pelos leucócitos é importante na eliminação de

organismos viáveis

Essas observações também estimularam pesquisas sobre os

efeitos da redução leucocitária na diminuição de contaminação bacteriana

presente nos componentes sangüíneos. Goldman et al.141 dizem não

haver estudos clínicos conclusivos demonstrando a eficácia da redução de

leucócitos na frequência de reações por contaminação bacteriana.

Innerhofer et al142. estudando pacientes submetidos à cirurgia ortopédica



não contaminada. tendo recebido transfusão de hemocomponentes com

redução da CLP (autólogo ou alogeneicos) ou sem transfusão.

encontraram que a transfusão de hemocomponentes CLP-reduzidos está

associada ao aumento da incidência de infecção pós-operatória

Quando pretendemos evitar as RFNH, o número de

leucócitos em uma unidade de componente sangüíneo não deve ser

superior a 5 x 10o. Para a redução de aloimunização por antígenos HLA e

a transmissão de CMV,.o número residual de leucócitos não deve ser

superior a 5 x 10õ. O método mais eficiente para a redução de leucócitos é

a utilização de filtros de adsorsão que removem até 99% do número de

leucócitosl. Tendo em vista esses fatos, discute-se a filtração irrestrita de

todos os componentes celulares2. O maior obstáculo a essa conduta

seriam os custos143. Balducci et al. 144 concluíram que a utilização rotineira

de filtros para pacientes com leucemia mielóide aguda oferece menor

custo quando comparado à sua não utilização

Não somente os leucócitos estão implicados na incidência de

reações adversas à transfusão de sangue. A quantidade residual de

plasma nos componentes sangüíneos está diretamente relacionada a

reações alérgicas14s, anafiláticas146, ao passo que a injúria pulmonar

aguda está relacionada à transfusão (TRALI)'". As reações alérgicas

urticarlformes são relativamente comuns. Estima-se sua incidência em



1.1% a 3,9%14. As reações anafiláticas graves possuem frequência muito

baixa, variando de l para 20.000 a l para 47.000 transfusões. A TRALI

'Possui frequência variável de l para 5.000 a l para 1 5.000 tranfusões14s.

Quanto ao efeito potencialmente imunomodulatório

clinicamente significante em receptores de transfusão, permanece ainda

uma questão a ser resolvida. Esse efeito parece estar associado à

transfusão de leucócitos presentes em hemocomponentes, sendo ainda

dose-relacionado. Inúmeros estudos já foram publicados a respeito, a

maioria observacionais148 149 150 Mesmo dentre os estudos controlados

randomizados realizados, estes não são conclusivosls1 152 153 parecendo

que um grupo seleto de pacientes estaria sujeito a um maior risco do

efeito imunomodulatório que outros. Recentemente, publicou-se estudo

prospectivo em que foi demonstrado que transfusões alogenêicas tendem

a prolongar o estado de ativação do sistema imune (TNF-alfa, IL-2.

neopterina e linfólise mediada por células) ainda que se empreguem CH

filtradosls4. Entretanto, a redução de leucócitos dos hemocomponentes

não deve ser retardada, até que essas evidências se confirmem155
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4.METODOLOGIA
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Neste estudo, realizado entre março de 1998 e maio de 1999

na Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo, foram comparados a

qualidade e o rendimento de dois métodos diferentes de fracionamento do

ST para a obtenção dos componentes gang(]íneos de maior uso nos

hospitais brasileiros: concentrado de hemácias (CH), plasma fresco (PF) e

concentrado de plaquetas (CP). Um deles é o método clássico, também

denominado de método da extração do plasma rico em plaquetas (PRP), e

outro,: denominado método da extração da camada leucoplaquetária

(ECLP). Para o método do PRP, utilizou-se um tipo de bolsa e, para o da

ECLP, utilizou-se dois tipos diferentes de bolsas "top and bottom" (TAB)

para roleta de sangue, todas com registro no Ministério da Saúde.

Inicialmente. foram coletadas 88 bolsas de ST em bolsas triplas, sendo

todas ftacionadas pelo método clássico em CH e em PRP. A partir de

cada unidade de PRP, originou-se uma unidade de CP. Esta foi

denominada de a prime/ra fase do estudo. Na segunda fase do estudo,

Utilizou-se o método da ECLP. onde foram coletadas 350 bolsas triplas

TAB e processados em CH, PF e CLP. As unidades de concentrado de

plaquetas foram produzidas a partir de um conjunto de 4 ou 5 unidades de

CLP juntamente com uma unidade de PF. Na terceira fase do estudo,

Coletou-se 210 unidades de ST com bolsas quádruplas tipo TAB, sendo
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las fracionadas pelo método da ECLP em CH, PF e CLP. Cada unidade

le CLP de origem a uma unidade de CP. Todas as unidades coletadas

nis três fases iniciais foram analisadas laboratorialmente e seus

parâmetros comparados. Na quarta fase do estudo, avaliou-se

clinicamente a incidência de reações adversas dos hemocomponentes

processados pelo método clássico. comparando-a com a incidência das

reações adversas dos hemocomponentes obtidos pelo método da ECLP

(
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4.1 Bolsas utilizadas

No estudo, foram empregados três tipos de bolsas plásticas

de roleta de sangue: bolsas triplas CPDA-l, marca Baxter®, Fenwal

Division- Baxter Deerfield. EUAI bolsas triplas modelo TAB Optipac®

marca Baxter, Fenwal Division- Baxter Deerfield, USA (código do

fabricante ZGR7324B)l e bolsas quádruplas modelo TAB Optipac® marca

Baxter, Fenwal Division- Baxter Deerfield, USA (código do fabricante

ZGR7412B). A primeira bolsa foi utilizada para a preparação dos

componentes sangüíneos pelo método clássico, que para facilitar a

descrição, denominamos de prime/ra fase. As outras duas foram

utilizadas para a obtenção dos componentes pelo método da ECLP, sendo

respectivamente denominadas de segunda e terceira fases do estudo

A bolsa tripla utilizada neste estudo consiste em uma bolsa

principal com capacidade de 450ml, contendo 63ml de anticoagulante

CPDA-l ( Citrato, Fosfato, Dextrose e Adenina), que permite a

armazenagem de sangue por 35 dias. Possui cantos arredondados e

bordas laterais estreitas com alças que permite a fixação do tubo coletor.



O tubo coletor, de 100cm , é fixado no corpo principal da bolsa. Possui

dois tubos de salda, com membrana perfurável, revestidos com protetores

e lacre de segurança para transferência ("brake off'). O tubo de

transferência, confeccionado em plástico translúcido, tem comprimento de

60cm, identificados numericamente com marcações idênticas em

Intervalos em torno de 75mm, com bifurcação em Y que conduz a duas

bolsas satélites. A bolsa satélite para armazenagem de plaquetas por 5

dias, com capacidade de 400ml, é confeccionada em plástico trí-2-etil-

hexil-melitato (TOTM) que permite a troca gasosa entre o ambiente

externo e o conteúdo da bolsa, favorecendo desta forma a absorção de

oxigênio ( O2 do meio externo) e a eliminação do dióxido de carbono (CO2)

da bolsa. A bolsa satélite. para armazenamento do plasma. é em PVC e

tem a capacidade para 400ml

As bolsas triplas tipo TAB consistem em um corpo principal

em PVC e TOTM, com capacidade de 450ml. contendo a solução

anticoagulante CPD (citrato, fosfato e dextrose). Com formato de cantos

arredondados. possui um tubo de saída superior e um inferior que

permitem a separação do plasma, CLP e CH, com o uso de extrator

automatizado. Tem bordas laterais estreitas com alça que permite a

fixação do tubo coletor. Na conexão superior com o tubo de transferência

de componentes. existe um lacre de segurança ("break off') com sistema



prático e de fácil rompimento. O tubo de transferência superior, com

comprimento de 60cm, é identificado numericamente com os mesmos

números do tubo coletor. Na parte inferior da bolsa, localizam-se o tubo

coletor de sangue do doador e o tubo de transferência inferior, de diâmetro

maior para permitir bom fluxo de transferência do CH para uma bolsa

satélite. A bolsa conectada pela parte inferior da bolsa principal que

armazenará o CH, tem capacidade de 450ml, com 100ml de solução

preservante de hemácias (SAGM), e é constituída em PVC com

plastificante DEHP ( 2 Di-etil Hexilftalato). permitindo a armazenagem por

42 dias a uma temperatura entre 2 e 6'C. Possui bordas laterais estreitas

e alças laterais e na base que permitem fixação no suporte para

transfusão. Na parte superior do corpo principal, possui um tubo de

transferência com lacre de segurança ("break off"), conectando-se a uma

bolsa satélite para armazenar o plasma. com 400ml de capacidade.

constituída em PVC e TOTM. Para a produção de plaquetas a partir do

conjunto de 4 ou 5 unidades de CLP e uma unidade de plasma, utilizou-se

uma bolsa de transferência em PVC de 600ml e outra de 1.000ml de

poliolefina.

As bolsas quádruplas tipo TAB consistem em um corpo

principal em PVC e TOTM, com capacidade de 450ml, contendo a solução

anticoagulante CPD. Com formato de cantos arredondados, possui um



tubo de saída superior e um inferior. que permitem a separação do

plasma, CLP e CH, com o uso de extrator automatizado. Possui bordas

laterais estreitas com alça que permite a fixação do tubo coletor. Na

conexão superior com o tubo de transferência de componentes. possui

lacre de segurança ("break off') com sistema prático e de fácil

rompimento. O tubo de transferência superior, com comprimento de 60cm,

é identificado numericamente com os mesmos números do tubo coletor

Na parte Inferior da bolsa, localizam-se o tubo coletor de sangue do

doador e o tubo de transferência inferior, de diâmetro maior para permitir

bom fluxo de transferência do CH para uma bolsa satélite. A bolsa

conectada pela parte inferior da bolsa principal, que armazenará o CH,

tem capacidade de 450ml, com 100ml de solução preservante de

hemácias (SAGM), constituída em PVC com plastificante DEHP.

permitindo a armazenagem por 42 dias a uma temperatura entre 2 e 6'C

Possui bordas laterais estreitas e alças laterais e na base que permitem

fixação no suporte para transfusão. Na parte superior do corpo principal.

possui um tubo de transferência com lacre de segurança ("break off) e

bifurcação em Y, conectando-se a duas bolsas satélites ( uma para

plasma e a outra para CP ou crioprecipitado) com 400ml de capacidade

cada uma, constituída em PVC e TOTM. capaz de manter os CP durante

cinco dias sob constante agitação, a 20 e 24'C



4.2 Coleta de sangue

Todas as coletas de ST, no estudo, foram realizadas

segundo as normas do Ministério da Saúde, publicadas na Portaria n.1376

de 19 de novembro de 1993m. Os doadores de sangue eram voluntários e

foram todos entrevistados por enfermeiras sob a supervisão de um

médico. Todos os doadores realizaram a dosagem de hemoglobina com o

uso de hemoglobinõmetro marca Hemocue AB (Ãngelholm, Suécia). tendo

sido excluídas as mulheres com níveis de hemoglobina inferiores a 12g/dl

e os homens com níveis menores que 13g/dl. O tempo de sangria não foi

superior a 10 minutos, sendo coletados 450ml t 50ml, sob

homogeneização constante do equipamento Optimix V02. marca Fenwal

Dlvision- Baxter, Deedield, EUA). As bolsas de ST com volume inferior a

400ml e superior a 500ml foram excluídas do estudo. Todas as bolsas

utilizadas neste estudo foram provenientes do posto de Goleia central da

Fundação Pró-Sangue / Hemocentro de São Paulo e mantidas por 2 horas

em repouso em temperatura ambiente controlada entre 20'C e 24oC.

sendo todas fracionadas em até 6 horas após o término da coleta.
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4.3 Processamento

Após a roleta, a bolsa de ST foi pesada em uma balança

digital, estando o peso entre 421 e 527 gramas, excluídos os pesos da

bolsa plástica e da solução anticoagulante. Estando dentro da faixa de

peso acima, as bolsas foram balanceadas duas a duas e colocadas em

uma centrífuga de grande porte, refrigerada a 20o C, marca Sorvall.

modelo RC3B ( Kendro, EUA). O tamanho do braço da centrífuga (raio de

centrifugação), a velocidade e o tempo são variáveis críticas no preparo

dos hemocomponentes. Neste estudo, a força de centrifugação relativa (g)

foi calculada pela fórmulaol:

FCR(g) = raio(polegadas) x 28,38 x{ rpm/ 1000 }z

Onde: FCR é a força de centrifugação relativa (g)l o raio da

centrífuga utilizada é de 250 mm ou 9,75 polegadasl rpm é rotações por

minuto. O quadro 4 ( página 70 ) descreve a transformação das rotações

por minuto utilizadas neste estudo para a FCR (g) utilizando a fórmula

acima
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Quadro 4. Correlação das diferentes rotações (rpm) utilizadas neste

estudo e forças g (FCR)

Rpm FCR(g)

1100 335

2200 1339

2500 1729

2800 2169

3000 2490

3200 2833

3300 3013

3400 3199

3500 3390

3600 3586

3700 3788

3800 3996

4000 4427

4500 5603



4.3.1 Método clássico(manual)

Na primeira fase do estudo, foram coletadas e analisadas

88 bolsas de sangue total, CH, PF e CP, totalizando 440 unidades (figura

1. página 73). Estes componentes foram escolhidos aleatoriamente, sendo

todos analisados no dia da roleta. A metodologia de obtenção desses

componentes é a utilizada rotineiramente na Fundação Pró-Sangue/

Hemocentro de São Paulo . Nesta fase foram usadas bolsas triplas (figura

2,página 73)

Para realizar o balanceamento utilizaram-se bolsas plásticas

vazias como contra-peso e balança de dois pratos (figura 3, página 73).

As bolsas de sangue total foram homogeneizadas manualmente antes de

serem colocadas nas caçapas de uma centrífuga refrigerada, de grande

porte, marca Sorvall, modelo RC3B (Kendro, EUA), (figura 4, página 74)

As bolsas foram centrifugadas a 1730 g por 4 minutos (incluído o tempo

de aceleração) com nível de desaceleração ajustado em 5 (3.14 minutos)

o que corresponde a 7,14 minutos de centrifugação. Ao término da

primeira centrifugação. as bolsas foram colocadas em um extrator manual

(Fenwal Division-Baxter, Deerfield, EUA) que, por compressão do sentido
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inferior para o superior, empurra o plasma rico em plaquetas para uma das

bolsas satélites. (figura 5, página 74). No corpo principal da bolsa tripla

CPDA-l permanecem as hemácias, (figura 6, página 74). As unidades de

CP e plasma foram obtidos a partir do PRP centrifugado a 2490g por 12

minutos. na mesma centrífuga, ajustada em nível de desaceleração 5

(3,14 minutos). Antes da segunda centrifugação, as unidades de PRP

foram balanceadas da mesma forma que as unidades de ST. A seguir, as

unidades de PRP foram colocadas no extrator manual. que expele o

plasma para a outra bolsa satélite, permanecendo na bolsa o CP, ( figura

7, página 75). As bolsas de CP foram pesadas, devendo estar entre 50 e

70 gramas ( figura 8, página 75)

A figura 9 (página 76) apresenta fluxograma do

processamento de hemocomponentes pelo método clássico (PRP)-



Figura l . Início do processo. Coleta de sangue total em homogeneizador de sangue
automatizado. Homogeneização contínua e pinçamento automático

Figura 2.Sangue total coletado em bolsa tripla convencional,contendo anticoagulante
CPDA-l para processamento pelo método clássico

Figura 3. Balanceamento das bolsas triplas convencionais em
sangue total para a primeira fase da centrifugação da primeira fase (
minutos)

CADA-l
1730 x g por 4



grande porte (Sorvall RC3B, Kendro , EUA)
Figura 4. Bolsas triplas convenc anais com sangue na centrífuga

Figura 5.
plasma rico em plaquetas
de plasma

Rnlç:ae+rinlne
é

para uma das bolsas
separação do

satélites com auxílio de extrator manual

Figura 6
satélites com auxílio de extrator manual de plasma.

uma das bolsas
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Figura 7. Retirada do plasma pobre em plaquetas (plasma fresco congelado) a
partir do concentrado de plaquetas agregados após a centrifugação (2490 x g
por 12 minutos) com auxílio de extrator manual de plasma

Figura 8. Concentrado de plaquetas agregadas em repouso de no mínimo 2
horas em temperatura controlada para desagregação espontânea.
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Figura 9. Fluxograma do processamento de hemocomponentes pelo

método clássico

Centrifugação

1730 g/ 4 min

Centrifugação l2490 g /12 min

Plasma
fresco
congelado

Concentrado
de plaquetas
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4.3.2 Método automatizado

4.3.2.1 Uso de bolsas triplas

Na primeira fase da centrifugação obtém-se CH, CLP e

plasma, (figura 10, página 80). As bolsas do tipo TAB-tripla com ST foram

balanceadas com auxílio da balança de dois pratos. Após balanceamento,

as bolsas foram colocadas nas caçapas das centrífugas de grande porte

em posições opostas. Ao término da centrifugação, as bolsas foram

colocadas no equipamento automatizado. onde ocorre a separação do

CH, CLP e plasma. A CLP permaneceu no corpo principal da bolsa, o CH

foi transferido para a bolsa satélite inferior (onde se encontra a solução

preservadora SAGA) e o plasma, pelo tubo de transferência superior, fluiu

para a bolsa satélite superior

Para se obter a separação dos componentes após a

centrifugação, foram utilizados extratores gemi-automáticos Optipressa

(Fenwall Division, Baxter, Deerfleld, EUA). Esse equipamento consiste em

uma placa móvel paralela ao seu corpo principal. onde se interpõe a bolsa

centrifugada, (figura 11, página 80). A placa exerce pressão progressiva

sobre a bolsa, que possui tubos de transferência superior e inferior
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adaptados a um dispositivo que abre ou fecha o tubo de plástico. Esse

dispositivo (que após a abertura dos lacres de segurança permite ou não a

transferência do plasma para a bolsa satélite superior e a do CH para a

bolsa inferior) é controlado por mecanismo de fotocélula localizado no

meio da placa. Como o plasma possui menor viscosidade que o CH, o

primeiro flui com velocidade maior em direção ao tubo superior do que as

hemácias em direção ao tubo inferior. Assim, a CLP localizada entre o

plasma e as hemácias tende a subir. Quando a camada celular é

detectada pela fotocélula, o dispositivo superior é automaticamente

acionado, impedindo o fluxo de plasma pelo tubo de transferência

superior. A CLP tende a permanecer no porção média da bolsa. enquanto

ocorre a transferência do plasma e do CH pelo aumento progressivo da

pressão exercida na placa. Quando o processo chega ao final, os tubos

são automaticamente clampeados e selados manualmente

As unidades de CLP foram mantidas em repouso por um

período de 12 a 24 horas, tempo necessário para que os testes

serológicos ficassem prontos, (figura 12, página 81). As unidades com

testes serológicos positivos não foram utilizadas para a preparação do

conjunto de CLP. Os tubos de transferência das unidades de CLP foram

unidos um a um (4 ou 5 unidades) com uma unidade de plasma e uma

bolsa de transferência (PVC) de 600ml. A união dos tubos de transferência

foi realizada com o uso de um equipamento de conexão estéril (SCD -



Terumo8, Japão). Esse equipamento realiza o corte estéril do tubo e faz a

conexão com outro, mantendo o sistema fechado. O corte é realizado por

Intermédio de uma lamina de cobre que atinge altas temperaturas.

garantindo a esterilidade. Após a preparação do conjunto, o sistema foi

colocado em um suporte. em posição vertical, com a bolsa de plasma na

posição superior, as de CLP em posição intermediária e a bolsa de

transferência em posição inferior. Por gravidade, o conteúdo foi transferido

para a bolsa em PVC de 600ml. A seguir, a bolsa de 600ml foi conectada

a uma bolsa de transferência de poliolefina de 1 .000ml pelo equipamento

de conexão estéril. Posteriormente, o conjunto foi balanceado. dois a dois

em uma balança de dois pratos, e a seguir colocados na centrífuga Sorval

RC3B ( Kendro, E.U.A.). A segunda centrifugação, mais suave. foi

realizada a 1339 x g por 3 minutos, com 2,3 minutos de desaceleraçãol ou

a 2169 g por 5 minutos com 2,35 minutos de desaceleração. Após a

centrifugação, a bolsa de 600ml foi colocada no extrator manual. que por

pressão exercida de baixo para cima, transferiu o sobrenadante (CP) para

a bolsa de 1 .000ml de poliolefina. O resíduo que permaneceu na bolsa de

600ml foi descartado, (figura 13, página 81 ).

As figuras 14a ( página 82) e 14b ( página 83) apresentam

nuxograma do processamento de hemocomponentes pelo sistema TAB.

em bolsas triplas



Figura 10. Bolsa tripla 'TOP AND BO'n'OM", contendo coma
anticoagulante CPD na bolsa de roleta e como solução aditiva SAGM na
bolsa que armazenará o concentrado de hemácias

m

?

Figura 11. Extração do plasma sobrenadante para uma das bolsas
satélites, do concentrado de hemácias para a bolsa contendo SAGM
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Figura 12 Camada leuco-plaquetária em repouso
centrifugação e retirada do concentrado de plaquetas

de para posterior

Figura 13. CP-ECLP à esquerda e resíduo da camada louco-plaquetária
a direita
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Figura 14a. Fluxograma do processamento de hemocomponentes pela

sistema "Top and bottom " com o uso de bolsa tripla

CPD

Sanguetotal

SAGA

Plasma

Camada leucoplaquetária

3390 g /lO min

Conc.de
Hemácias
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Figura 14b. Fluxograma do preparo de concentrado de plaquetas pelo

método de extração da camada leucoplaquetária (ECLP),

sistema "Top and bottom' com o uso de bolsa tripla

PLASMA

CLPI

CLP2

CLP3

Conjunto
deCLP

CLP4 335 x g
por 5mln

Bolsa 600ml
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4.3.2.2 Uso de bolsas quádruplas

Na primeira fase da centrifugação. optem-se CH, plasma e

CLP e uma unidade satélite permanece vazia, ( figuras 15 e 16, página

86). As bolsas do tipo TAB -quádruplas com ST foram balanceadas com

auxílio da balança de dois pratos. A seguir, foram colocadas nas caçapas

das centrífugas de grande porte em posições opostas. Ao término da

centrifugaçâo, foram colocadas no equipamento automatizado

IOptipress®, Fenwall, Baxter Division, Deerfield. EUA), onde ocorreu a

separação do CH, CLP e plasma. A CLP permaneceu no corpo principal

da bolsa conectado a uma bolsa satélite, para a qual foi transferido o CP

após a segunda centrifugação. O CH foi transferido para a bolsa satélite

inferior (onde se encontra a solução preservadora SAGM) e o plasma fluiu

do tubo de transferência superior para a bolsa satélite superior. As bolsas

satélites contendo CH e plasma foram separadas do corpo principal por

um secador manual, (figura 17a, página 87 )

Quando foram utilizadas bolsas quádruplas TAB, a

preparação de plaquetas foi realizada com uma unidade de CLP. Antes da

centrifugação, a unidade de CLP permaneceu em repouso por pelo menos

duas horas, para que ocorresse desagregação das plaquetas. Após o
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balanceamento das unidades, duas a duas, em balança de dois pratos, a

bolsa contendo a CLP e a unidade satélite foram colocadas duas a duas

na centrífuga. A centrífugação fol realizada a 335 x g por 5 minutos com

2,05 minutos de desaceleração. Após a centrifugação, a bolsa foi colocada

no extrator manual que. por pressão exercida de baixo para cima.

transferiu o sobrenadante (CP> para a bolsa satélite. O resíduo que

permaneceu na bolsa principal foi descartado ( figura 17b, página 88).
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Figura 15. Bolsa quádrupla "TOP AND BOTTOM". contendo como
anticoagulante CPD na bolsa de colega e SAGM como solução aditiva na
bolsa que armazenará o concentrado de hemácias

Figura 16. Da esquerda para a direita: Concentrado de hemácias
leuco-plaquetárias, bolsa satélite vazia e plasma fresco

camada
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Figura 17a. Fluxograma do processamento de hemocomponentes pelo

método de extração da camada leucoplaquetária (ECLP),

sistema "Top and bottom" cam o uso de bolsa quádrupla

CPD

Sanguefofa/

SAGA

Plasma

3788 g /lO min

Cone.de
Hemácias
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Figura 17b Fluxograma do preparo de concentrado de plaquetas pela

método de extração da camada leucoplaquetária (ECLP)-

sistema "Top and bottom" com o uso de bolsa quádrupla

plasma

Camada leucoplaquetária

Cone.de
Hemácias

J
Camada leucoplaquetária

335 g / 5 min Concentrado
de plaquetas
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4.4 Análise laboratorial dos hemocomponentes

As análises laboratoriais foram realizadas em 440

componentes sendo 88 ST, 88 CH, 88 CP, 88 PF e 88 PRP processados

pelo método do PRP em bolsas triplas. Foram também testadas

laboratorialmente 215 unidades de ST, 215 CH, 215 PF. 215 CLP e 215

CP, processadas pelo método automatizado em bolsas quádruplas TAB e

520 componentes, sendo130 ST, 130 CH. 130 PF. 130 CLP, processados

pelo método automatizado em bolsas triplas TAB. Também, por este

último método, foram analisados 24 componentes de conjuntos de 5 CLP

(12 conjuntos de 5 unidades de CLP e 12 CP), 80 componentes em

conjuntos de 4 CLP (40 conjuntos de 4 unidades de CLP e 40 CP ) e 33

CP obtidos com 4 unidades de CLP

Para realizar as análises laboratoriais, 2 a 4ml de cada

componente estudado foram coletados em um tubo plástico de

palipropileno de 5ml. As amostras foram retiradas dos tubos de coleta ou

de transferência das bolsas utilizando um zelador portátil de tubo em PVC

Os parâmetros analisados nas unidades de sangue total foram: volume

(ml),concentração de hemoglobina total (g/dl e g/unidade), hematócrito.

contagem de plaquetas e de leucócitos. Já nas unidades de concentrado
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de hemácias foram analisados: volume (ml). concentração de

hemoglobina total (g/dl e g/unidade). hematócrito, contagem de plaquetas

e de leucócitos. percentual de recuperação de hemoglobina, percentual de

depleção de leucócitos e de plaquetas. Nas unidades de plasma rico em

plaquetas foi medido o volume (ml). e realizada a contagem de plaquetas

e de leucócitos. Nas unidades de plasma fresco foram analisados:

volume (ml). contagem de plaquetas e de leucócitos, e percentual de

recuperação de plasma. Já nas unidades de CLP foram analisados

volume, concentração de hemoglobina total (g/dl e g/unidade).

hematócrlto. contagem de plaquetas e de leucócitos. Por fim. nas

unidades de CP foram analisados: volume (ml), contagem de plaquetas e

de leucócitos. recuperação de plaquetas, depleção de leucócitos, pH e

'swirling". A análise dessas variáveis foi decisiva na escolha da melhor

força g/min por minuto.

Para análise dos parâmetros hematimétricos utilizou-se o

contador automático, marca Coulter -- modelo T890 UFA-Miami, EUA

Para a contagem de plaquetas no CP utilizou-se a técnica da câmara de

Neubauer. A fórmula utilizada para o cálculo da quantidade de plaquetas

por mm3 foi :

{ número de plaquetas contadas nos 5 quadrados x volume do campa de contagem

(lO FI) x 5(número de quadradas existentes)/ fator de diluição da amostra(1/200) }.
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A contagem de leucócitos nas unidades de plaquetas foi

realizada nas câmaras de contagem ou hemocitâmetro de Nageotte. A

fórmula utilizada para o cálculo da quantidade de leucócitos por mm3 foi :

{ número de leucócitos contadas nos 40 retângulos x volume do campo

de contagem(50 }tl)/fator de diluição da amostra(l/lO) }

A hemoglobina em gramas por

hemocomponente foi calculada pela seguinte fórmula

unidade do

{volume em ml do hemocompanente x hemoglobina total (g/dl) / 100 }

A quantidade total de leucócitos por hemocomponente fo

calculada pela seguinte fórmula:

{ número de leucócitos contados em mm: (HI) x 1000 x volume em ml do

hemocomponente }

A quantidade de plaquetas por hemocomponente foi

calculada pela seguinte fórmula:

{ número de plaquetas por mm3 (fll) x 1000 x volume em ml do

hemocomponente}
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O pH no CP foi medido com o auxílio de um equipamento

.metro B 317, (Micronala, Brasil). O volume de cada hemocomponente

determinado pela relação entre a massa (g) e a densidade (g/ml)

jquadro 5, página 93). Para a determinação da massa, foi utilizada uma

lança gemi-analítica. Para avaliar o grau de heterogeneidade contra a

iz ou efeito "swirling" do CP. utilizou-se a seguinte escala: 3 - Aspecto

muito bem heterogêneo por toda a bolsa com bom contraste e definiçãol 2

Aspecto bem heterogêneo, com bom contraste e definição através da

bolsas 1 - Aspecto pouco heterogéneo e contraste pobre em apenas

alguns lugaresl 0 - Sem swirling. A classificação de 0 a 3 foi realizada por

,avaliação visual. 156 15í. O efeito "swirling" está relacionado à presença de

plaquetas em formato discóide que indica a sua viabilidade "in vivo'. O

armazenamento de CP em temperaturas menores que 18'C e o pH abaixo

de 6.7 são fatores que produzem a transformação das plaquetas de

formato discóide para a forma esférica, diminuindo os efeitos terapêuticos

da transfusão de CP.ls8 159

i
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Quadro 5. Densidade considerada para avaliação do volume do sangue

total e seus componentes.

HEMOCOMPONENTE DENSIDADE

Sangue total (ST) l ,us3 g/ml

êãiüãda leucoplaquetária {CLP) l ,ub3 g/mi

êiiiicentrado de Hemácias(CH) l ,ubb g/ml

Plasma fresco (PF) l .u g/ml

Concentrado de plaquetas*(CP)

 



4.5. Validação do método de obtenção de

hemocomponentes pela extração da camada

leucoplaquetária (ECLP)

A segunda fase da pesquisa teve início com a instalação de

6 extratores automáticos Optipress® (Fenwall Division-Baxter, Deerfield.

EUA). As bolsas, coletadas entre sete e dez horas, foram processadas em

CH. PF e CLP. Os resultados serológicos foram liberados no mesmo dia

da coleta. em até 12 horas após o preparo da CLP. Para a preparação de

CP, foram conectados 4 ou 5 unidades de CLP, com o uso de um sistema

de conexão estéril, em conjunto com uma unidade de plasma, e

transferidos para uma bolsa de transferência em PVC, com capacidade

para 600ml. Após a centrifugação dessa bolsa, obteve-se o CP que foi

transferido para uma bolsa de transferência de poliolefina, de l litro de

capacidade, pelo uso de um sistema de conexão estéril. Para tanto

Utilizou-se uma centrífuga refrigerada, de grande porte, da marca Sorvall

modelo RC3B ( Kendro, EUA) com aceleração nível zero e desaceleração

nível cinco .
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Previamente à introdução da técnica da ECLP foram

realizados testes para escolha da melhor combinação de tempo e força g

por minuto. Informações obtidas junto a técnicos da empresa fabricante de

bolsas, a rotação inicial recomendada fol de 5603 x g/min por 12 minutos

Com base nesses fatos, na experiência internacional e em dados da

literatura 2731 testaram-se 10 combinações de força g/ mín (Quadro 6,

página 95) em 96 bolsas de ST, coletadas nas mesmas condições do

método clássico e centrifugadas, dando origem a 96 bolsas de CH, PF e

deCLP

Quadro 6 Descrição das forças g/min utilizadas na primeira fase
centrifugação, do tempo de centrifugação e do número
bolsas de sangue total utilizadas (triplas tipo TAB).

da
de

e Desaceleração em 2,52 minutos

FORÇAGPORMINUTO TEMPO NUMERO DEBOLSAS

TESTADAS

2490 10 12

2490 12 14

2833 10 10

3013 8 15

3199 10 10

3199 12 1 1

3390 10* r

3586 10 7

3996 10 6

4427 13 6
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A análise dos parâmetros laboratoriais foi decisiva na escolha

da melhor força g a ser utilizada. Uma vez escolhida a melhor combinação

de força g por minuto e tempo para a primeira fase, 12 unidades de ST

foram processadas e os mesmos parâmetros analisados e os resultados

confirmados.

Para a verificar a estabilidade da CLP, avaliou-se o pH em 24

horas. 48 horas, 72 horas e 96 horas. Foram utilizados para essas

determinações 7 conjuntos de CLP contendo 5 unidades cada. A

avaliação da estabilidade da CLP foi fator determinante para conhecer o

período máximo de armazenamento deste subproduto sanguíneo.

Escolhida a melhor rotação por minuto para ser utilizada na

primeira fase. onde se obtiveram os componentes CH, PF e CLP

avaliaram-se as especificações de 20 CP provenientes da mistura de

quatro unidades de CLP e de 12 CP provenientes de cinco unidades de

CLP. Na preparação do CP a partir de quatro e cinco unidades de CLP

utilizou-se a rotação de 21 69 g por 5 minutos

Para aumentar o percentual de recuperação de hemoglobina

no CH a partir do sangue total centrifugado na força g por minuto

escolhida, trocou-se a placa reta que acompanha os extratores

automáticos Optipresso por outra de concavidade central (placa côncava).



Foram analisados laboratorialmente os parâmetros de 20 bolsas de ST e

dos componentes obtidos após centrifugação: CH, plasma e CLP

Também foi estudada, com a placa côncava, a qualidade de 20 CP

obtidos pela mistura de 4 unidades de CLP com uma unidade de plasma

centrifugados a 1339 x g por 3 minutos. O pH de 33 unidades de CP fo

medido nos dias 1 , 2, 3, 4 e 5 de armazenamento

Na terceira fase da pesquisa, foram utilizadas bolsas

quádruplas tipo TAB com produção de plaquetas a partir de uma unidade

de CLP, não sendo necessário o uso de lâminas de conexão estéril para

as soldas das unidades de CLP (4 ou 5) com uma unidade de plasma.

Para a produção de uma unidade de CP, o processamento ocorreu após

duas horas de repouso da unidade de CLP. Não houve necessidade de

aguardar o resultado dos testes sorológicos como se fez na segunda

etapa do estudo, pois naquela ocasião se o resultado de uma unidade

fosse positivo. isto determinaria o descarte da unidade de plaquetas

obtidas do conjunto mesmo que as outras unidades fossem negativas

Para a validação da técnica com a utilização de bolsas

quádruplas realizaram-se testes para escolha da melhor combinação de

força g por minuto para a primeira centrifugação. Foram avaliadas 5

diferentes forças g por minuto para a primeira centrifugação e foi

produzido CP a partir da CLP após a segunda centrifugação a 335 g/min
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por 5 minutos. Para a validação, foram coletadas 210 unidades de ST

utilizando-se a mesma metodologia das fases anteriores. As 210 bolsas

foram fracionadas em 21 0 unidades de CH, 210 unidades de plasma, 210

unidades de CLP e 210 unidades CP, utilizando as forças g descritas no

quadro 7 ( página 98). Foram coletadas amostra de cada componente

para análises laboratoriais

Quadro 7. Número de bolsas processadas em diferentes forças g /min na

primeira e segunda fase de centrifugação para a validação do

método da ECLP com a utilização de bolsas quádruplas tipo
TAB

Força g /min e tempo de

centrifugação (l centrifugaçâo)

Força g /min e tempo de

centrifugação( 2 centrifugação)

Número de bolsas

coletadas

5603/12 335/5 65

3390/10 335/5 49

4427/10 335/5 44

3390/12 335/5 35

3788/10* 335/5 22

desaceleração em 2.56 minutos
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Após a validação, a técnica foi introduzida na rotina do banco

de sangue, entre os meses de março de 1998 e maio de 1999, mantendo-

se o número máximo de bolsas coletadas por dia de até 60 unidades. No

período. foram utilizadas 11.533 bolsas quádruplas tipo TAB, sendo

obtidos 11.533 CH, 11.533 unidades de plasma e 11.533 CP. Dois

funcionários foram treinados para realizar o processamento destas bolsas

nos 6 equipamentos Optipresse, entre 7 e 10 horas de segunda à sexta-

feira. Dessas unidades de ST não foram processadas unidades de

orioprecipltado, pois praticamente todas foram utilizadas para a produção

de plaquetas. Durante o período em estudo, verificou-se o número de

unidades de CP perdidas por agregação, comparando-o com as perdas,

pelo mesmo motivo, de unidades de plaquetas produzidas pelo método do

PRP

:i;
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4.6 Condições de armazenamento do sangue e

componentes

Após a coleta das amostras dos componentes para análise

laboratorial conforme os itens 4.4 e 4.5, todas as unidades utilizadas para

bansfusão foram armazenadas como descreve o quadro 8 (página 100).

Quadro 8. Tipo do componente sangtlíneo, temperatura de

armazenamento e situação especial de armazenamento

TipdaãtÕifiÕÕiiãiiê'

sangüíneo armazenamento armazenamento

 

2'a ê'ê

específicos para banco de

sangue com temperatura

controlada.

20' a 24oC S.b ãiÕÜiiãÕiiiãin

constante em agitadores

planos colocados dentro

de incubadoras

  Freezer específiiiõ i;ãiãl
banco de sangue
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4.7 Estudo clínico

O estudo clínico realizado no ambulatório transfusional da

Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo teve por finalidade

comparar a incidência de reações transfusionais entre um grupo de

pacientes que recebeu CH-ECLP ou CP-ECLP (método descrito em

4.3.2.2) e um grupo controle de pacientes que recebeu CH coletado em

CPDAI ou CP-PRP (método descrito em 4.3.1).

As reações transfusionais foram classificadas em febril

alérgica (com e sem sintoma respiratório), alérgica e febril. anafilática e

em outros tipos de reações pós-transfusionais. As reações febris foram

caracterizadas pelo aumento de loC ou mais durante o período de

transfusão, acompanhada ou não por calafrios. tremores ou sensação de

frio. Quando o paciente recebeu antipiréticos antes da transfusão.

considerou-se como reação febril a ocorrência de calafrios ou tremores na

ausência de aumento de temperaturan2. Em todos os casos, o diagnóstico

de reação febril foi considerado após a exclusão de reação hemolítica

transfusional por incompatibilidade sangüínea. reação febril por

contaminação bacteriana ou reação febril decorrente da própria patologia
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de base. A reação febril acompanhada de reação cutânea eritematosa ou

urticariforme foi denominada reação febril e alérgica, após exclusão de

outras causas

Reações cutâneas durante o período de transfusão, tais

como eritema local, prurido e reações urticariformes foram caracterizadas

clinicamente como reações alérgicas decorrentes de proteínas

plasmáticas. Essas reações alérgicas podem ser acompanhadas de

sintomas respiratórios obstrutivos das vias aéreas superiores ou

Inferiores140. sendo neste estudo classificadas como alérgicas com

sintomas respiratórios ( dispnéia, rouquidão. estridor, chiado e sibilos).

Nesses casos. os pacientes foram medicados com anti-histamínico e/ou

corticóides. e a transfusão suspensa temporariamente. Nos casos mais

graves, a transfusão foi reiniciada após lavagem do hemocomponente

com l litro de soro fisiológico a 0,9%.

A reação anafilática foi caracterizada pela presença. logo no

início da transfusão. de hipotensão sem febre, geralmente acompanhada

de manifestações cutâneas tipo alérgicas e/ou manifestações respiratórias

tais como dispnéia e cianose, decorrentes de edema de glote ou de

obstrução brônquica. Outras causas de hipotensão grave foram excluídas

como as decorrentes de reações hemolíticas e de contaminação

bacteriana.
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Em outras reações transfusionais, foram classificados

sintomas ou sinais inespecíficos ocorridos após o início da transfusão

como náuseas, vómitos, hipertensão. dor em membros inferiores, dor

lombar, cefaléia e dor abdominal após a exclusão das causas

anteriormente descritas e de reação hemolítica. As reações hemolíticas

foram excluídas não só por critérios clínicos como também por critérios

laboratoriais. Rotineiramente, após uma reação febril coletou-se amostra

de sangue do paciente ( 5ml em tubo com anticoagulante - EDTA e 5ml

em tubo sem anticoagulante) que foi encaminhada em conjunto com a

bolsa de sangue para repetição da tipagem sanguínea ABO e Rh, prova

cruzada, pesquisa de anticorpos irregulares e pesquisa visual de hemólise

no soro.

A comparação foi feita pelo número de episódios

transfusionais, ou seja, pelo número de vezes que o paciente foi

transfundido com uma ou mais unidades dos componentes sanguíneos

dentro do escopo deste estudo. Desta forma, os dados tornaram-se mais

confiáveis, pois se a comparação fosse feita por transfusão, poderia haver

dúvidas sobre a unidade que de fato foi responsável pela reação adversa.

Entre março de 1998 e maio de 1999, parte dos

componentes sangüíneos fracionados com as bolsas quádruplas TAB e
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validados conforme Item 4.5 foi enviada ao ambulatório transfusional. As

requisições de transfusão provenientes do ambulatório eram enviadas

para preparo na Agência Transfusional Central e, aleatoriamente,

conforme a disponibilidade, encaminhadas para transfusão, de

hemocomponentes obtidos pelo método do PRP ou pelo método da ECLP

O médico solicitante nem o corpo de enfermagem do ambulatório

transfusional influíram na escolha do método de processamento da

componente sangüíneo ( PRP ou ECLP).

Rotineíramente, todos os pacientes do ambulatório

transfusional possuem prontuários organizados por data e nome. Nesse

prontuário constam ainda a folha de primeiro comparecimento, a folha de

procedimento diário e folha única. Na folha de primeiro comparecimento

estão os dados de identificação do paciente como, endereço. profissão,

diagnóstico principal, anamnese médica resumida, doenças associadas.

doenças infecciosas, história gestacional e história transfusional

pregressa.

A folha de procedimento diário é preenchida toda vez que o

paciente comparece ao ambulatório, geralmente para receber transfusão

de sangue, pelo corpo de enfermagem especializado em hemoterapia

Nela constam a data de comparecimento, diagnóstico. estado geral do

paciente, avaliação da integridade cutâneo-mucosa, avaliação da ingesta
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e das eliminações, história de febre, sangramentos, medicamentos em

uso, queixas e/ou observações, dados da última transfusão (data,

componente. quantidade, local, tipo de reação transfusional e assinatura

do enfermeiro responsável). Na mesma folha, o médico do ambulatório

transfusional faz a prescrição da transfusão e/ou medicação baseado na

solicitação do médico assistente, bem como são anotados o diagnóstico e

o tratamento de qualquer intercorrência durante a transfusão do

componente gang(]íneo. Rotineiramente são anotados, antes e após a

transfusão, a pressão arterial, a freqüência cardíaca, a temperatura

horário e assinatura do responsável pelos dados

Todos os dados transfusionais do paciente são resumidos na

folha única. Ela contém diagnóstico, resultado da tipagem ABO e Rh, da

pesquisa de anticorpos irregulares e de fenotipagem erítrocitária do

paciente. Cada episódio transfusíonal é relatado nessa folha com os

seguintes dados: data, pesquisa e identificação de anticorpos irregulares,

hemoglobina prévia a transfusão, o(s) hemocomponente(s) recebido(s).

o(s) número(s) da(s) bolsa(s), volume da bolsa, data de validade da bolsa,

ABO e Rh da bolsa. sorologia da bolsa, fenotipagem da bolsa e as

reações transfusionais observadas

No livro de entrada dos pacientes ao ambulatório

transfusional, foram pesquisados retrospectivamente a data, os nomes
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dos pacientes e os componentes recebidos no período de março de 1998

e maio de 1999. Foram estudados os prontuários de 524 pacientes que

receberam 2.092 CH com redução de CLP em 1.354 episódios

transfusionais, e 15 pacientes que receberam 104 unidades de CP-ECLP

em 17 episódios transfusionais. Por intermédio das folhas de primeiro

comparecimento, folhas de procedimento diário e folha única foram

obtidos os seguintes dados: data da transfusão. nome do paciente, idade,

diagnóstico. número de transfusões anteriores, número e tipo de reações

transfusionais anteriores. tipo de hemocomponente(s) recebidos. pré-

medicação recebida e reações transfusionais ocorridas. No mesmo

período, foram sorteados pacientes para o grupo controle e analisados os

mesmos dados. O grupo controle foi constituído por 912 pacientes que

receberam 2.302 transfusões de CH coletadas em CPDAI em 1.521

episódios transfusionais, e por 49 pacientes que receberam 239 unidades

de CP-PRP em 54 episódios transfusionais. Foram excluídos dos dois

grupos os pacientes que receberam transfusões de hemocomponentes

filtrados (filtros de leucócitos) e os pacientes que receberam transfusão de

CH e CP concomitantemente. ou hemocomponentes obtidos pelos dois

métodos comparados (PRP ou ECLP) no mesmo episódio transfusional.
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4.8 Metodologia Estatística

As comparações das rotações quanto aos componentes de

ST, CH, PF, CLP e CP foram realizadas pela análise de variância (nos

casos de 3 ou mais forças g/min ) e teste t de Student para amostras

independentes'õo (nos casos de 2 forças g /min) com suposição de

homocedasticidade, quando os desvios-padrão não diferiam

significativamente. ou com suposição de heterocedasticidade, quando os

desvios-padrão diferiam significativamente. Comparações múltiplas foram

feitas com base na estatística de Wald. Para as situações em que a

suposição de normalidade dos dados não estava satisfeita, utilizaram-se

os testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon para amostras independenteslsl

Para comparar os episódios transfusionais nos grupos de

pacientes transfundidos com hemocomponentes pelos métodos da ECLP

e PRP. com relação a cada uma das variáveis reação e uso de pré-

medicação separadamente, realizaram-se os testes qui-quadrado de

Pearson ou exato de Fisher"'. A comparação entre os dois grupos quanto

à reação e ao uso de pré-medicação, considerados conjuntamente, foi
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realizada por um modelo linear para dados categorizados. Comparações

múltiplas foram feitas com base na estatística de Wald.

O estudo da existência de associação entre as variáveis

número de transfusões anteriores e reação foi feito pelo teste qui-

quadrado de Pearsonlõo

O nível de significância utilizado para os testes foi de 5%
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5.RESULTADOS
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5.1 Resultados da primeira fase do estudo em que se

utilizou o método clássico (PRP) para a obtenção de

componentes.

5.1.1 Sangue total( tabela 1, página 112)

O volume médio de ST coletado em bolsas triplas com

CPDA-l foi de 450 t 8,6ml* sendo o volume mínimo coletado de 41 5ml e

o máximo de 473ml. O hematócrito médio foi de 39,3 t 3,1%, sendo o

valor mínimo de 33% e o máximo de 45%. A mediana foi de 39%.

A hemoglobina total em g/dl apresentou valores de 1 0,lg/dl a

16,4g/dl, com mediana de 13,2g/dl e média de 13,3 d: 1.2g/dl. Quando

calculamos a quantidade de Hb por bolsa, encontramos média de 59,7 t

5,3g/bolsa e mediana de 59,8g/bolsa. A quantidade mínima de Hb por

bolsa foi de 48,9g/dl e a máxima de 73,6g/bolsa.
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A quantidade mínima de leucócitos encontrada por unidade

de ST foi de 1 .5 x 109 e a máxima foi de 8,7 x 10o. sendo a média 3,4 ü 1 .3

x 109, com mediana de 3.1 x 109. A quantidade média de plaquetas por

unidade foi de 7,7 t 1,6 x 10lo. A mediana encontrada foi de 7,4 x 10lo,

com valor mínimo de 4,6 x JOIO e máximo de 12.0 x jOIo. Duas unidades

de ST (2,3%) apresentaram contagem de plaquetas inferior a 5,5 x l OI'

5.1 .2 Concentrado de hemácias ( tabela 1 , página 1 12)

O volume médio do concentrado de hemácias em CPDAI fo

de 273,4 ü 26,9ml e mediana de 277,5ml. O volume mínimo coletado fo

de 21 1 ml e o máximo de 336ml. O hematócrito médio foi de 70,8 i: 2,7%,

sendo o valor mínimo de 64% e o máximo de 79%. A mediana foi de 71%.

A hemoglobina total em g/dl variou de 20,4g/dl a 27.2g/dl,

com mediana de 23,8g/dl e média de 23,6 t 1 ,0g/dl. Quanto calculamos a

quantidade de Hb por bolsa. a média foi de 64,6 ü 6,3g/bolsa, sendo a

mediana de 65,0g/bolsa. A quantidade mínima de Hb por bolsa foi de

48,lg/bolsa e a máxima de 80,0g/bolsa.
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No concentrado de hemácias, a quantidade mínima de

leucócitos por unidade foi de 1,6 x 10o e a máxima foi de 5.9 x 109, com

média de 3,1 t 0,9 x 109 e mediana de 2,9 x 109. A quantidade média de

plaquetas por unidade foi de 28,0 t 10,1 x 109. A mediana encontrada foi

de 19,1 x 109, com valor mínimo de 8.0 x 109 e máximo de 75 x 109

O percentual de recuperação de hemoglobina foi de 108,3 t

4.3%. Quanto à depleção de plaquetas no CH, a média foi de 74,6 t

12,8% e a mediana de 76,5%( valor mínimo= 18% e máximo = 98%). A

depleção de leucócitos no CH foi em média de 8,5 t 12,8%. A mediana foi

de 3% e os valores mínimo e máximo, de, respectivamente, 0 e 53%.

5.1.3 Plasma rico em plaquetas( tabela 1, página 112)

O volume médio do plasma rico em plaquetas foi de 241,6 t

27ml, com valor mínimo de 172ml e máximo de 290ml. A mediana foi de

239,5ml. A quantidade de plaquetas encontrada foi, em média. de 7,9 t

1,7 x JOIO, e a mediana de 7,5 x lOJa. O valor máximo foi de 12 x JOIO e o

mínimo de 7,5 x 10lo. O número médio de leucócitos foi de 8.2 t 4,7 x 107
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A mediana foi de 6,9 x 107, com valor mínimo de 1,4 x 107 e máximo de

23,3 x 107(Tabela l).

5.1.4 Concentrado de plaquetas ( tabela 1 . página 1 12)

As unidades de concentrado de plaquetas apresentaram

volume médio de 61 ,9 ü 3,8ml e mediana de 62ml. O menor volume foi de

41 ml e o maior de 70ml. Apenas uma unidade (1 ,1 %) apresentou volume

abaixo de 50ml e nenhuma acima de 70ml. O fenómeno de "swirling'

apresentou média e mediana de 3,0 t O,l. O valor mínimo foi de 2,0 e o

máximo de 3,0. Todas as unidades apresentaram pH acima de 6,0. O

menor pH encontrado foi de 6,9 e o maior de 7.4, com mediana e média

de 7,4 t 0,2

O número médio de plaquetas por unidade foi de 7,3 i: 1.5 x

10lo e mediana de 7,0 x lOJa, com valor mínimo de 3.5 x 10lo e máximo de

11,4 x 10lo. Apenas 4 unidades (4,5%) em 88 apresentaram valores

abaixo de 5,5 x 10lo. A recuperação de plaquetas do PRP foi em média de

93,6 t 8,6%. A mediana foi de 94%, sendo o valor mínimo de 72% e o

máximo de 110%. O percentual de recuperação acima de 100% ocorreu

em função da variação metodológica do equipamento Coulter
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Quanto ao número de leucócitos residuais no CP, este foi em

média de 3.6 t 2,1 x 10z e a mediana de 3,3 x 10z. O valor mínimo foi de

1,1 x 10z e o máximo de l0,9 x 107. Todas as unidades apresentaram

número de leucócitos abaixo de 1,0 x 10o. A depleção de leucócitos do

PRP foi em média de 56,4 t 24,9%. A mediana foi de 44,0%. O percentual

de depleção de leucócitos variou de 5% a 100%

5.1.5 Plasma fresco ( tabela 1 , página 1 12)

O volume médio de plasma fresco pobre em plaquetas foi de

174,6 t 26.3ml e a mediana de 172ml. O volume mínimo de plasma foi de

104ml e o máximo de 225ml. Das 88 unidades de plasma, 37 (42,0%)

apresentaram volume menor que 170ml. A média de recuperação de

volume em relação à quantidade de plasma existente nas unidades de ST

foi de 72 ü 3,9%. A mediana foi igual à média, sendo o valor mínimo de

recuperação de 60% e o máximo de 87%.
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5.2 Validação do método automatizado da ECLP com o

uso de bolsas "top and bottom" triplas em CPD e
CPDAI (placa reta) na primeira fase de
centrifugação. Segunda fase do estudo

5.2.1. Sangue total (tabela 2. página 1 17)

Quando comparamos o volume do ST utilizado nas 10 forças

g diferentes e tempos de centrifugação que variaram de 8 a 12 minutos.

observamos que o valor mínimo coletado foi de 405ml e o máximo de

500ml nas 98 bolsas de ST analisadas. Quando a força g empregada foi

de 3586 g por 10 minutos, encontramos a menor média (H=430.9 t 19,2ml.

mediana =429ml). Já a maior média foi observada na utilização de 3996 g

por 10 min, (P :467,5 t 25,5ml, mediana 465,5ml). Quando comparamos

as unidades processadas a 3390 g por 10 minutos com todas as outras.

verificamos que houve diferença estatisticamente significante somente

com aquelas centrifugadas a 3586 g por 10 minutos (p=0.0404). Nas 98

unidades de ST testadas na etapa de validação do método da ECLP com

bolsas triplas TAB, a quantidade de Hb em g/dl variou de l0,0g/dl a

18.6g/dl. O valor médio encontrado nos dez grupos variou de 12,3 t

1,8g/dl (mediana=12,lg/dl) a 13,9 t 1,4g/dl (mediana=14,5g/dl), não

havendo diferença estatisticamente significante (p=0,5530).
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TABELA 2 RESULTADOS DOS TESTES LABORATORIAIS REALIZADOS EM
98 UNIDADES DE SANGUE TOTAL, COLETADAS EM BOLSAS
TRIPLAS DO TIPO "TOP AND BOTTOM" PARA A VALIDAÇÃO DA
F.ORÇA G / MIN E TEMPO DE CENTRIFUGAÇÃ0 A GEREM
UTILIZADOS NA PRIMEIRA CENTRIFUGAÇÃO DO MÉTODO
AUTOMATIZADO DE EXTRAÇÃO' DA CAMADA
LEUCOPL.AQUETÁRIA(MÉDIA E DESVIO-PADF:ÃO)
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A quantidade total de Hb por unidade variou, em média, de

52,9 t 8,8g/bolsa (mediana=51,9g/bolsa) a 61,7 t 9.6g/bolsa

(mediana=60,5g/bolsa). não havendo diferença estatisticamente

significante (p=0,1033) entre os grupos. Também não houve diferença

estatisticamente significante (p=0,4648) entre 10 grupos estudados quanto

ao hematócrito, tendo a média variado de 36,0 t 4,9% ( mediana=34,6%)

a 40,4 t4,3% ( mediana=41 ,0%).

Encontramos diferença estatisticamente significante na

quantidade de leucócitos encontrada nos diversos grupos (p=0,0468),

tendo a média variado de 2,4 t 0,8 x 109 (mediana=2,7) a 3,7 t 1,7 x 10g

(mediana=3,3). A quantidade de plaquetas por unidade variou de 64 t

12,4 x 109 (mediana=62) a 84.6 t 11,2 x 109 (mediana=79). sendo a

diferença estatisticamente significante(p=0,0465).

5.2.2. Concentrado de hemácias (tabela 3, página 120)

A tabela 3 apresenta os resultados dos testes laboratoriais

realizados em 98 bolsas de CH para a validação da força g / min a ser

utilizada para processamento quando coletadas em bolsas triplas TAB

pelo método automatizado. O volume do CH, a Hb em g/dl, a Hb por
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unidade e o hematócrito não apresentaram diferença estatisticamente

significante nas diversas forças g/min estudadas (p=0.3319, p=0,0725.

p;0,2814, p=0,2713, respectivamente). Houve diferença estatisticamente

significante entre as quantidades de plaquetas no CH obtido a 3390 x g

por 1 0 minutos ( P : 0.3 t 0,3 x 109, mediana=0,3) e o obtido a 2833 g por

10 minutos (H : 0,8 ü 0,7 x 109, mediana=0,1), p=0,0371. A menor

quantidade de leucócitos foi encontrada nos CH obtidos a 3390 g por lO

minutos ( H : 0,2 t 0,2 x 109. mediana=0,1), porém não houve diferença

estatisticamente significante quando comparada aos outros grupos

(p:0.1158). O percentual de recuperação de Hb foi maior quando as

unidades de CH foram centrifugadas a 3390 x g/10min, sendo a diferença

estatisticamente significante (p:0,0001). Realizada a análise pareada das

unidades de CH centrifugadas a 3390 x g /10min e as outras. observamos

que o percentual de recuperação de Hb foi igual aos processados a

2490g/lO min (p:0,2674), a 2833 x g/1 0 min (p=0,8020) e a 3013 x g/8min

(0,1414). A maior depleção de leucócitos ocorreu a 3390 x g/10min.

havendo diferença estatisticamente significante entre os grupos estudados

(p=0,0006). A análise pareada da centrifugação a 3390 x g/10min mostrou

que não há diferença estatisticamente significante na depleção de

leucócitos quando comparada às unidades processadas a 2490g/10min

(p:0,1144) ou a 3996 x g/10min(p=0,1 065).
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A depleção de plaquetas no CH apresentou diferença

estatisticamente significante entre as diferentes forças g e tempo de

centrifugação estudados. O CH obtido a 3390 x g/10min teve

numericamente a quarta maior depleção de plaquetas. não havendo

diferença estatisticamente significante entre as quatro centrífugações que

mais depletaram o CH de plaquetas. Entretanto, essa diferença foi

estatisticamente significante quando comparada às das unidades

centrifugadas a 2490g/10min (p;0,0394), a 2490g/12min (p=0,0151), a

2833 x g/10min(p:0,0096) e a 3996 x g/10min(p=0,0043).

Assim, constatamos que o CH obtido a 3390 x g por lO

minutos apresentou menor quantidade de leucócitos em números

absolutos, a maior depleção de leucócitos e maior recuperação de

hemoglobina em números absolutos, bem como boa depleção de

plaquetas, tendo sido esta, a força g e o tempo de centrifugação

escolhidos neste estudo quando as bolsas de ST fossem coletadas em

bolsas triplas do tipo TAB pelo método automatizado
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5.2.3. Plasma fresco (tabela 4, página 1 23)

Não houve diferença estatisticamente significante entre os

volumes de plasma obtidos nas 10 diferentes forças g e o tempo de

centrifugação (p:0,4299). O menor volume médio foi de 229.Iml

(mediana=223ml) e o maior. de 253.Iml (mediana=254ml). Quanto ao

percentual de recuperação de plasma a 3390 x g/10min (87,7%), houve

diferença estatisticamente significante apenas quando comparado às

unidades centrifugadas a 3996 x g/10min (92,7%), (p=o,o094).
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TABELA 4 -VOLUME E RECUPERAÇÃO DE PLASMA EM 98 UNIDADES
DE PLASMA FRESCO OBTIDAS A PARTIR DE UNIDADES
DE SANGUE TOTAL COLETADAS EM BOLSAS TRIPLAS
EM SAGM PELO MÉTODO AUTOMATIZADO PARA
VALIDAÇÃO DA FORÇA G POR Mn{ E TEMpo DE
CENTRIFUGAÇÀO A SEREM UTILIZADOS ( MÉDIA,
OESVIO-PAORÃO)

M "ü#«wd'HÉ@ (Ny

VOLUlb4E

(ml) (%) PI

e número de amostras testadas

' percentual de recuperação de plasma

PI = 0,0002 ( há diferença entre 3390/10 e 3996/10 p = 0,0094 )

uxiulnWWO      

  12 236,3 Ê 20,5 84+i t 6,1

a9m2 14 241,S i 26,7 88,0 Ü 6,6

28W10   241.4 t 20 86,5 t 4,6

  15 242 É 24,9 87,7 t5,4

SISMO 10 243 Ê 25,3 PI,2 t5, 8

31Wn2 1 1 253,1 Ü 24,1 89,5 Ê 5,7

  7 244,9Ê 17.6 * 87,7Ü 4,6

3Sm0 7 229,1 Ü 19,3 87,5 Ü 5,8

3q)mO 6 259i3 t 21,5 * 92,7:E 1,8

4427/]3 6 245,0 t 15,1 90,3 Ü 3,]
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5.2.4 Camada leucoplaquetária (Tabela 5, página 125 e

Tabela 6, página 127 )

Analisando a tabela 5, verificamos que o volume médio da CLP

obtido a 3390 x g/10min foi de 120,4 t 3.8ml (mediana=119ml). Houve

diferença estatisticamente significante quando comparado à centrifugação

a 2833 x g/10mín(p:0,0001) e 3013 x g/8min(p=0,0098).

A quantidade de hemoglobina em g/dl variou em média de

16,9 ü 0,6g/dl (mediana 17,2g/dl) quando as unidades de CLP foram

centrifugadas a 3586 x g/10min a 18.8 t 2.6g/dl (medina=19,lg/dl) a 3390

x g/10min, havendo diferença estatisticamente significante entre as lO

rotações estudadas (p:0,0001). Quando analisamos a centrifugação a

3390 x g/l Omin, encontramos a maior média de hemoglobina por unidade

22,6 :E 1 ,2g/bolsa (mediana=23,3g/bolsa). Verificamos ainda que apenas a

centrifugação da CLP a 2833 x g/10min (média=18,3 t 2,0g/bolsa.

mediana=18.7g/bolsa) apresentou diferença estatisticamente significante

com os resultados obtidos da centrifugação da CLP a 3390 x g/10min

p:0,0006
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TABELAS

p'r 'M'tm-PO

24qn0 D
i375tn,il% 17.i:ti.5 z:tiP i49.615,11' 59.4115,6 3,iÍ(D

14 i2i9ji24 1Wí2 2UfZ2 55,7tS8 5%ÕtiG7 28+0,Õ

MO 10 *ili,ii44:%. i7-+05 I']8,s.+a gu.+i5g 53.4.+2i,z U.+QZ

15 'p1141f75 i79.+1.7 2WÍU 56i@ 5@f154 2,8.+0,9

2,Snob
319a0

3199U

10

11

nqií5B yi7s+i,3 alsli.4 g53,iJ-38 7(liti3,7

i2tBj22 i&Íti3 2 iÍi5 5Uf3B .ÕUÍi33

7 'ia413B Ê 188t@ * õí&7$55Bt7.4 ãsq8f21á

39m0 7 ia314i i®+QÕ 2WÍW Si2+Z1 5WíiQÕ

mo 6 119327 i$7ü( : zti2 % = iB qõz4: zp

4427/13 6 121f® l&7ti,i 2&sti.4 5s,4ÍZi 77Bjt42

enúmero de amostras testadas

t hemoglobina total
$ hematócrito

H número de leucócitos / unidade

Y número de plaquetas/ unidade

1 ( 3390/10 com 2833/10 p - 0.0001 e com 301 3/8 p-0,0098 )

P6-0,0910
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O hematócrito médio das unidades de CLP analisadas nas

diferentes forças g e tempo de centrifugação teve como valor mínimo o da

centrifugação a 2490g/10min ( F= 49,6 t 5,1%, mediana=51 ,3) e o maior

com o processamento a 3390 x g/10min (p=55,8 t 7,4%, mediana=56,4),

não havendo diferença estatisticamente significante (p=0,0526). A

quantidade média de plaquetas variou de 53,4 x 109 i: 21,2 x 109(

rnediana=5,4), quando a CLP foi centrifugada a 2833 x g/10min. a 77,8 t

14.2 x 109 (mediana=7,8), quando processada a 4427 x g/13min, não

havendo diferença estatisticamente significante no número de plaquetas

existentes nas diversas forças g e tempo de centrifugação estudados

(p=0,0798). A quantidade média de leucócitos na CLP variou de 2,3 t 0,4

x109( mediana=2,2) a 3,3=1,5 x 10o(mediana=3.0). Não houve diferença

estatisticamente significante na quantidade média de leucócitos na CLP

nas diferentes forças g e tempo de centrlfugação estudados (p=0,0910).

A tabela 6 demonstra os resultados do pH encontrados a 24,

48, 72 e 96 horas em 7 unidades de CLP armazenadas em repouso em

temperatura ambiente (20-24'C). O resultado do pH medido no final do

primeiro dia foi em média de 7,1 t 0,21 no segundo dia, caiu para 7,0 ü 0,01

no terceiro dia, para 6,8 t 0,31 e no final do quarto dia, para 6,5 Ê 0,0
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TABELA 6 AVALIAÇÃO DO PH DE UNIDADES DE
CAMADA LEUCOPLAQUETÁRIA
MANTIDAS E M TE M PERATU RA
AMBIENTE E ARMAZENADAS POR ATÉ
96 HORAS.

e número de amostras testadas

AMOSTRA pH pH PH PH

(N)e
24hs 48hs 72hs 96hs

l 7,Q 7,0 6,5 6,5

2 7,0 7,0 7,0 6,5

3 7,5 7,0 6,5 6,5

4 7,5 7,0 7,0 6,5

5 7,0 7,0 7,0 6,5

6 7,0 7,0 7,0 6,5

7 7,0 7,0 6,5 6,5

Média 7,1 7,0 6,8 6,5

Desvio Padrão 0,2 0,0 0,3 0,0



128

5.3 Comparação da placa reta com a placa côncava no

extrator automático, para a obtenção de

componentes sangüíneos coletados em bolsas "top

and bottom" triplas em CPD e SAGM pelo método

automatizado da ECLP e centrifugadas a 3390 g/lO

min. Complementação da segunda fase do estudo

A tabela 7 ( página 129) descreve as características das 12

unidades de sangue total fracionadas com o uso da placa reta. Essas

unidades foram centrifugadas a 3390 x g /lO min e separadas em

concentrado de hemácias, camada leucoplaquetária e plasma. Os

resultados, a média e os respectivos desvios-padrão (DP) foram: volume

de 449,5 t 14.3mlt hemoglobina total em g/dl de 13,4 t 1.0g/dll

hemoglobina total por unidade de 63.4 t 5,3g/bolsas hematócrito de 3B,9 ü

2,8%l número de plaquetas de 81 ,5 t 21 ,3 x 109 e contagem de leucócitos

de 3,1 t 1,3 x 109
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TABELA 7 -MÉDIAS E DESVIOS-PADRÃO DOS RESULTADOS DE
TESTES LABORATORIAIS REALIZADOS EM 12 UNIDADES
DE SANGUE TOTAL (ST) E DE SEUS COMPONENTES:
CONCENTRADOS DE llZMÁCiAS(CID, CAMADA
!EU(- OPLAQUETÁRIA (CLP) E PLASMA FRESCO (pr)
OBTIDOS POR CENTRnUGAÇÃ0 A 3390 X G/IOMIN dOÚ
O USO DE EXTjtATOR AUTOMÁTICO COM PLACA RETA

@© 18 '''' /«H g m'(@ g nAQ'k ixtp
xid (%z)(90

sr
mé©ülX" S$ 4 #lg w'o $g ü4w#© u;u$$ *',':':u

médhül»' 2'0Íbi63 523:t:ZÓ i78:U9 a;3ü49 (!2:t:(12 (»:L(» 7i,804 1»2:E(!8 %lH,l

nút&iül» tlâtÜ39 q**wê : ""E 1:":'«% 4-.,,ü "":u

nÉdbülX" 2c182Ü199 ql9Ü4,1

hemocomponente

I' percentual de recuperação de volume de plasma
9 hematócrito

T hemoglobina total
número de leucócitos / unidade
número de plaquetas/ unidade

' percentual de recuperação de hemoglobina em CH
o percentual de depleção de plaquetas em CH
' percentual de depleção do número total de leucócitos em CH

#



130

Na tabela 8 (página 131), são apresentadas as

características de 20 unidades de ST fracionadas com a placa côncava.

Estas unidades também foram centrífugadas a 3390 x g por 10 minutos e

separadas em CH. CLP e plasma. Os resultados. média e os respectivos

desvios-padrão das unidades de ST foram: volume de 458,7 ü 15,8ml

hemoglobina total em g/dl de 13,8 t 1 ,0g/dl; hemoglobina total por unidade

de 63,4 t 5,4g/bolsas hematócrito de 40,0 t 3,2%; número médio de

plaquetas de 78,9 t 11,9 x 109 e contagem de leucócitos de 3,2 ü 1,0 x

109

A análise estatística dos parâmetros avaliados nas unidades

de ST fracionadas com o uso de placa reta ou côncava, apresentados nas

tabelas 7 e 8, demonstraram não haver diferença estatisticamente

significante para os volumes coletados, na quantidade de hemoglobina em

g/dl, na quantidade de hemoglobina total por unidade, no hematócrito, na

quantidade de plaquetas existentes e na quantidade de leucócitos

existentes (p=0,6736)
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TABELA 8

"8« /uiH
id id

DBE l)ER
n.A«' laZeR

(%)

4sgn i5,8
4QOü32 13BÜI,D ®4ÜS.4 $ .3ê&1;.0 789&n,9

médh:tlX'' 2869t15,8 Ú)Bj:28 Z)D:EOB 5&4:E5.0 0,8:L0,6 Oáü(» ©2Ü:95 769J:14,1 99;i:L0.7

aáü# &lütpB9.iüa11 2ó:llp 7y9üió9

PF

méMi:DP Z)4Dü 17D '74D:E24

hemocomponente

' percentual de recuperação de volume de plasma

' hemoglobina total
número de leucócitos / unidade
número de plaquetas/ unidade

' percentual de recuperação de hemoglobina em CH
" percentual de depleção de plaquetas em CH

percentual de depleção do número total de leucócitos em CH

#

ã
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As unidades de CH obtidas com a placa rota (tabela 7)

apresentaram os seguintes resultados: volume médio de 242,0 t 16,3ml;

hemoglobina média total em g/dl de 17,8g/dl t 0,9g/dl; hemoglobina média

total por unidade de 43,3 i: 4,9g/bolsas hematócrito médio de 52,3 t 2,6%l

número médio de plaquetas de 0,6 t 0,6 x 1091 quantidade média de

leucócitos de 0,2 ü 0.2 x 109. A recuperação de hemoglobina foi, em

média, de 71,8 t 3,4%l a depleção de leucócitos encontrada foi, em

média, de 92,1 t 5,1 % e a depleção de plaquetas de 99,2 ü 0,8%.

As unidades de CH obtidas com a placa côncava (tabela 8)

apresentaram os seguintes resultados: volume médio de 286,9 J: 15,8mll

hemoglobina média total em g/dl de 20,3 t 0,8g/dll hemoglobina média

total por unidade de 58,4 t 5.0g/bolsas hematócrito médio de 60,8 t 2,8%i

número médio de plaquetas de 0,6 t 0,6 x 109; quantidade média de

leucócitos de 0,8 t 0,6 x 109. A recuperação de hemoglobina foi, em

média, de 89,2 ü 9,5%l a depleção de leucócitos foi, em média, de 76.9 t

14,1 % e a depleção de plaquetas, de 99,3 ü 0,7%

A comparação estatística entre os parâmetros

avaliados nas tabelas 7 e 8 demonstrou que o volume, a quantidade de

hemoglobina em g/dl, a quantidade total de hemoglobina por unidade e o

hematócrito do CH foram maiores com a placa côncava, sendo essas
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diferenças significantes (p;0,0001). Houve diferença estatisticamente

significante no CH obtido com a placa côncava. quanto à quantidade de

leucócitos residuais (p;0,0036), quanto à recuperação de hemoglobina

(p;0,0001) e quanto à depleção de leucócitos (p=0.0013). Quando

comparamos a quantidade de plaquetas e o percentual de depleção de

plaquetas no CH, não houve diferença estatisticamente significante

(p=0,9942 e p=0,6798, respectivamente

Na tabela 7 encontram-se os resultados do volume de

plasma obtido com a placa reta ( médias 248,2 t 19,9ml ) e o percentual

de recuperação de plasma (90.9 t 4.1%). A tabela 8 mostra os mesmos

parâmetros analisados com a placa côncava, sendo obtidos, em média.

204,0 t 17,0ml de volume plasmático e recuperação de plasma de 74 t

2,4%. Houve diferença estatisticamente significante entre os resultados

encontrados, tanto para o volume (p:0.0001 ) como para a recuperação de

plasma (p=0,0001)

A tabela 7 mostra que as médias de volume de CLP obtidas

com a placa rega foram de 115.1 t 3,9mll hemoglobina em g/dl. 16,1 i:

2,6g/dli quantidade total de hemoglobina por unidade de CLP, 18,6 t

3,3g/bolsas hematócrito médio. de 47,1 i: 7,5%; quantidade média de

plaquetas, 55,0 t 18,9 x 1 091 quantidade de leucócitos de 2,1 ü 1,0 x 109.
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Já na tabela 8 são apresentados as respectivas médias e

desvios-padrão encontrados com o uso de placa côncava nas unidades de

CLP analisadas: volume de 111,5 t 11,7mll hemoglobina em g/dl de 8,1 t

1,0g/dll quantidade total de hemoglobina por unidade de CLP de 9,1 g t

2,0g/bolsas hematócrito de 24,6 t 3,1%l quantidade média de plaquetas

de 74,9 t 16,9 x 109 e quantidade de leucócitos de 2,6 ü 0,9 x i09.

A comparação estatística entre os dados das tabelas 7 e 8

revela que não houve diferença estatisticamente significante no volume da

CLP com o uso de placa rega ou côncava (p=0,2363). Houve diferença

estatisticamente significante na quantidade de hemoglobina em g/dl, na

hemoglobina em g por unidade de CLP e no hematócrlto. (p=0,0001). A

quantidade de plaquetas na CLP com a placa côncava foi maior que a

obtida com a placa reta (p=0.0049). Quanto ao número de leucócitos, a

diferença não foi estatisticamente significante (p=0,2532).
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5.4 Validação da produção de concentrado de plaquetas

pelo método da ECLP a partir de 4 ou 5 unidades de

CLP com o uso de placa reta ou côncava. Resultados

complementares da segunda fase da pesquisa

(tabela 9, página 136).

A tabela 9 mostra os resultados obtidos da avaliação do

conjunto de 5 CLP obtidos com a placa reta. O volume médio das 12

amostras foi de 553.8 d: 32,4ml. O hematócrito médio foi de 60.3 ü 2,2%. A

quantidade média de plaquetas foi de 32,1 t 3.3 x JOIO. O número médio

de leucócitos foi de 9.0 t 1,5 x 10s. A partir do conjunto de 5 unidades de

CLP, foram obtidos CP por centrifugação a 2169 x g por 5 min, com os

seguintes resultados: volume médio de 173.4 t 19,9mll quantidade média

de plaquetas de 32.8 =E 7,5 x jOIo l quantidade residual de leucócitos de

0.05 x 109 t de 0.02 x 10ol percentual médio de recuperação de plaquetas

de IO1,6 t 22,5%; depleção de leucócitos, em média, 99,4 t 0,4%; pH

médio de 6,6 ü 0,3, e média do efeito "swirling'. de 2,5 ü 0,9
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TABELA 9 RESULTADOS DOS TESTES LABORATORIAIS REALIZADOS EM 52

Tipo de
liemocomponeüte

Conjunto de 5
CLP

( Placa Teta )

n8 i:z4
P10

«13ü22

IB

(l(FI/uüid) GO'hM gg nÀ@ l.E(K:a

19

(%)

( 1339 x g/ 3m)

a) zy i2ó 27 ii5
PI P7

87ü iGt
H H

NOTA 4' conjunto contendo 5 unidade de CLP. Após a validação da primeira fase de preparação de
hemocomponentes pelo método automatizado, efetuou-se a validação da Segunda fase da produção de
hemocomponentes ( preparação de CP a 2 169 x g/min)

ó' conjunto contendo 4 unidades de CLP. Após a validação da primeira fase de preparação de
hemocomponentes pelo método automatizado, e6etuou-se a validação da Segunda fase da produção de
hemocomponentes(preparaçãodeCpa2169xg/min) ' ' ' ' ''

'p4'H' conjunto contendo 4 unidades de CLP. Após a validação da primeira fase de preparação de
hemocomponentes pelo método automatizado com a placa côncava, efetuou-se a validação da Segunda fase
da produção de hemocomponentes ( preparação de CP a 1 339 x g/min
' número de amostras testadas
g hematócrito

T hemog[obina total
número de leucócitos / unidade

número de plaquetas/ unidade
percentual de recuperação de plaquetas em CH

H percentual de depleção do número total de leucócitos em CH
Pl-o.o001

P2- 0 001 9 ( Não há diferença entre 4 BC 1339/3 em placa côncava com 5 BC 2 169/5 em placa reta p-0,0500)

P4-0,3440

P6=0.0004 ão há diferença entre 4 BC 1339/3 placa côncava com 5 BC 2 1 69/5 placa rota p: 0,0951 )
P7-0,9243
P8-0.0001
P9-0.6242
P10-0,0001

#
Q

  12 i73,4:Lt9P           lolóü2ZS 59.4H,4
( 2169 x g / 5m )   PI H K   B n n H

coNunto de 4

(pl&cB retq)

D ";              
#+CP n                
(2169 x g f5n )     n H   B n H H

Conjunto de 4
CI.P

( Placa côncava )

n a3jÜ27.7       óü[,]      
                   



137

Na tabela 9 podemos observar os resultados da avaliação do

conjunto de 4 unidades de CLP obtidos com a placa rota. O volume médio

das 20 amostras analisadas foi de 418,9 t 34,9ml. O hematócrito médio foi

de 62,7 ü 1 ,5%. A quantidade média de plaquetas foi de 33.6 t 3,4 x 10lo

O número médio de leucócitos foi de 8,5 i 1.7 x 109. A tabela 9 mostra

ainda os resultados dos CP obtidos por centrifugação das unidades de

CLP a 2169 x g por 5 minutos. O volume médio do CP foi de 132,3 i

l0,2ml. A quantidade média de plaquetas foi de 25,5 ü 3,8 x lOJa. A

quantidade residual de leucócitos foi de 0,05 ü 0,05 x 109. O percentual

médio de recuperação de plaquetas foi de 75,9 t 9,3% A depleção de

leucócitos foi, em média, de 98,4 t 3,9%. O pH médio foi de 7,0 t 0,2 e a

média do efeito "swirling', 2,7 ü 0,5

Os resultados da avaliação do conjunto de 4 unidades de

CLP obtidas com a placa côncava também são apresentados na tabela 9

O volume médio das 20 amostras testadas foi de 433,3 t 27.7ml. O

hematócrito médio foi de 24,3 t 3.8%. A quantidade média de plaquetas

foi de 32.8 t 5,6 x JOIO. O número médio de leucócitos foi de 7,6 t 1,1 x

10o. Os CP obtidos a partir da centrifugação de unidades de CLP a 1339 x

g por 3 minutos apresentaram os seguintes resultados: volume médio de

264,4 t 12.6mll quantidade média de plaquetas foi de 28.8 t 5,1 x loto;
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quantidade residual de leucócitos de 0,04 ü 0,02 x 109 . O percentua

médio de recuperação de plaquetas foi de 88,7 t 16,1%i a depleção de

leucócitos foi. em média. de 99.5 t 0,2% e a média do efeito "swirling' foi

de 2,7 t 0,5

Comparados os parâmetros da tabela 9, verifica-se que

houve diferença estatisticamente significante entre os volumes de CLP

IP;0,0001 ) obtidos de um conjunto de 4 ou 5 unidades de CLP e o uso de

placa reta ou côncava. A análise pareada demonstra que não houve

diferença entre os volumes dos conjuntos de 4 unidades de CLP

lp:0,1577); porém, houve diferença entre o volume dos conjuntos

constituídos de 4 e 5 unidades de CLP (p=0,0001). Houve diferença

estatisticamente significante para os valores do hematócrito dos conjuntos

de CLP (p=0.0001). A análise pareada demonstra que o hematócríto da

CLP. constituída por um conjunto de 4 unidades de CLP centrifugadas a

1339 x g/3min, é estatisticamente diferente da CLP formada por um

conjunto de 4 unidades centrifugadas a 2169 x g por 5 minutos

lp:0,0001 ), sendo também diferente da CLP de 5 unidades a 2169 x g por

5 minutos (p:0,0001). Não houve diferença estatisticamente significante

entre a quantidade de plaquetas nas bolsas de CLP (p=0,6242). A

quantidade de leucócitos nas bolsas de CLP com 4 unidades a 1339 x g

por 3 minutos é diferente estatisticamente da quantidade média de
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leucócitos existentes na CLP constituída por 5 unidades de CLP

(p;0,0155). O volume do CP mostrou diferença estatisticamente

significante na análise pareada nas três comparações possíveis

(p:0,0001). Houve diferença estatisticamente significante entre a

quantidade de plaquetas obtidas de 4 CLP (2169 x g/5mín) e a quantidade

de plaquetas obtidas de 5 CLP (2169 x g/5min) (p=0,0005). Não houve

diferença estatisticamente significante na quantidade de plaquetas obtidas

de 4 CLP (1339 x g/3minutos) e de 5 CLP (2169 x g/5 minutos).

(p;0.0450). Não houve diferença estatisticamente significante na

quantidade residual de leucócitos no concentrado de plaquetas obtidos

nos três métodos de produçãol no percentual de recuperação de

plaquetas obtidas com 4 CLP a 1339 x g por 3 min e 5 CLP a 2169 x g por

5 minutos (p;0,0450). Não houve diferença estatisticamente significante

na depleção de leucócitos nas três comparações estudadas (p=0,3440).

Houve diferença estatisticamente significante quanto aos valores do pH

(p;0,0004)

A tabela 10 ( página 140) demonstra a média do pH e DP do

primeiro ao quinto dia de armazenamento de 33 unidades de CP obtidos

de um conjunto de 4 unidades de CLP. A média do pH variou no primeira

dia de 6,9 t 0,2 a 6,6 ü 0,2 no quinto dia de armazenamento. Nenhuma

unidade apresentou pH abaixo de 6,0 no último dia de armazenamento.
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TABELA lO AVALIAÇÃO DO PH EM CONJUNTO DE 4
UNIDADES DE CONCENTRADOS DE
PLAQUETAS OBTIDOS A PARTIR DE CAMADA
bEUCOPLAQUETARIA PRODUZIDAS POR
CENTRIFUGAÇÃO DE 1339 X G/ 3 MIN E
ARMAZENADASPORATÉ5DIAS

G9'
l
2

4

i
i
7
8

9

10
11
12
13

14
15
16

17
18
19

20
21
22

23
24
25

26
27

28
29
30
31

32
33

Média
Oesüij;ããi:&'

T
DIA
6,5
6,5

7,0
7,0
7;0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5

7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5

7,0
6,5
7,0
7,0
6,9
0,2

Í
DIAS

7,0
6,5

7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5

7,0
6.5

6,S

7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5

6,5
7,0
6,5
6,5

6,5

6,5

6,5
6,5

6,8
0;2

T
DIAS

7,0
6,5

6,5
7,0
6,5
6,5
6,5
7,0

7,0
7,0
7,0
6,5
7,0

6,5

6,5'
7,0
7,0
6,5

6,5

7,0
6,5
7,0
7,0
6,5
6,5

7,0
6,5
6,5
6,0
6,5

6,5

6,5

6,5

6,7
0,3

7
DIAS

7,0
6,5
6,5
7,0
6,5
6,5
6,5
7,0
7,0
7,0
7,0
6,5
7,0'
6,5
6,5

6,5

6,5
6,5
6,5
7,0
6,5
6,5
7,0
6,5

6,5
6,5
6,0
6,0
6,5
6,5
6,5
6,5
6,6
0,3

i
DIAS

6,5
6,5
6,5
7,0
6,5

6,5

6,5
6,5

7,0
7,0

7,0
6,5

6,5
6,5
6,5

6,5

6,5
6,5
7,0
7,0
6,5
6,5

6,5
6,5
6,5
6,5
6,5

6,0

6,0
6,5

6,5
6,5

6,5

6,6
0.2

e número de amostras testadas
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5.5 Validação da melhor força g /min e tempo de

centrifugação para a obtenção dos componentes

sanguíneos coletados em bolsas quádruplas tipo

"top and bottom" com CPD e SAGM. Terceira fase

do estudo

5.5.1 Sangue total (tabela 11, página 142)

A tabela ll mostra que, realizada a análise estatística

pareada das bolsas de ST centrifugadas a 3788 x g por 10 minutos com

as outras forças g e tempo de centrifugação, houve diferença

estatisticamente significante (p;0,0219), assim como quando comparada

às bolsas utilizadas a 3390 x g por 10 minutos (p=0,0354). A média do

volume das bolsas de sangue total utilizadas no estudo variou de 442,2 t

21 ,4ml( mediana=440,5) a 453.3 t 1 7,2ml(mediana=454,0).

Não houve diferença estatisticamente significante entre os

hematócritos das bolsas utilizadas na terceira fase deste estudo

(p=0.4742). Da mesma forma, não houve diferença estatisticamente
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significante entre os valores de hemoglobina em g/dl (p= 0,6976) e mesmo

em gramas por unidade de ST (p=0.8762).

A 11- RESULTADOS LABORATORIAIS DE TESTES REALIZADOS EM 215

UNIDADES DE SANGUE TOTAL COLETADAS EM BOLSAS

QuADRUPLAS EM SAGM PELO MÉTODO AUTOMATIZADO ( MÉDIA
DESVIO-PAORÃO)

3s90no ?l?ig 49 ' +'1'iZ2ü2i.4 391h4P

3390/12 35

3788/10 22

4427/10 44

5603/12 !\ r 65

TABEL

e número de amostras testadas
' hematócrito
' hemoglobina total

Pl= 0,021 9 ( Há diferença entre 3788/10 com 3390/10 p = o,0354 )

P3: 0.6976
P4: 0.8762

P5= 0.0001 ( Não há diferença entre 3788/10 com 3390/12 p = 0.6841 )
P6= 0,001 9 ( Há diferença entre 3788/1 0 com todas as outras)

Quanto à quantidade de leucócitos e plaquetas nas anca

forças g/min e tempos de centrifugação estudados, encontramos diferença

estatisticamente significante, respectivamente p:0,0001 e p=0,0019. Para
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os leucócitos a análise pareada mostrou que não houve diferença

estatisticamente significante entre 3390 x g/12min e 3788 x g/10min.

(p;0,6841). Encontramos diferença estatisticamente significante na

análise pareada entre a quantidade de plaquetas nas unidades de ST a

3788 x g/lO min e nas outras forças g/ tempo de centrifugação utilizados

(p;0,0019), inclusive quando comparada a centrifugação escolhida (3788g

por 10 min e as outras estudadas

5.5.2 Concentrado de hemácias (tabela 12, página 144)

Quando comparamos as médias dos volumes de CH.

verificamos que não houve diferença estatisticamente significante

(p:0,5590). O hematócrito médio variou de 59.0 ü 4,2% (mediana=60) a

62,7 t 4,2% (mediana=65,7), sendo a diferença estatisticamente

significante (p;0.0012). Na análise pareada da centrifugação a 3788 x

g/10min, não houve diferença estatisticamente significante com a média

obtida a 3390 x g/12min (p=0,3927). Quanto à hemoglobina em g/dl.

houve diferença estatisticamente significante entre as médias (p=0.0066).

sendo que na análise pareada da centrifugação a 3390 x g/12min. não

encontramos diferença estatisticamente significante com a centrifugação a

3788 x g/10min (p;0,7631). Quando analisamos a quantidade de
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hemoglobina por unidade de CH, constatamos que não houve diferença

estatisticamente significante(p=0,6014)

TABELA 12- RESULTADOS LABORATORIAIS DE TESTES REALIZADOS EM

215 UNIDADES DE CONCENTRADO DE HEMÁCIAS OBTIDOS A

PARTIR DE BOLSAS QUÁDRUPLAS EM SAGM PELO MÉTODO

AUTOMATIZADO(MÉDIAS, DESVIOS-PADF{ÃO)

3390/12 3 239t2i,3 +9,ã}4D +U,ttiP 544tÓ6 '(»f0.4 @tW 'u7f42 ''B8't58 W.4fi2

LO 2 m2.+:-á uwa ã*nu+L4 lâ'ótw Üvl'u wjea % un'.l

4427/10 44 27asJ'i9z 62Pt38 19ati.4 552t72 t2toÉ q7tQ4 !x9tÓÍ)

at faó IÍ q7w:lgwttõ @:}80 ã ufoó2g B4.+1p© ioi2í'w

a3tt7B

5®3/12 6

número de amostras testadas
9 hematócrito

e

percentual de recuperação de hemoglobina
percentual de depleção de leucócitos
percentual de depleção de plaquetas

Pl-0.5590
P2= 0,0012 ( Não há diferença entre 3788/1 0 e 3390/12 p=0,3927 )
P3:0,0066( Não há diferença entre 3788/10 e 3390/1 2 p=0,763 1 )
P4-0,6014

P5= 0,000 1 ( Não há diferença entre 3788/1 0 e 3390/12 p=0,7452 )
P6= 0,0001 ( Não há diferença entre 3788/1 0 e todas as outras)
P7= 0,0222 ( Não há diferença entre 3788/1 0 e 3390/12 p=0,1 1 12 )
P8= 0,0001 ( Não há diferença entre 3788/1 0 e 3390/12 p-0,7087 )
P9= 0,001 ( Não há diferença entre 3788/10 e 3390/1 2 p=0,2573 )

t hemoglobina totalg
+

G

Foro Amailn Vdunn }lti Üiilq lib
güÜ)/ (n)' (l® : %) (d® (gtln© (iEiuiW (tPAinU): (%) (%) (%)
üç«&@&8%$%ãní& ng@:mãü$gãp49$Ê g ãS $ Enã$WW mgêã g p9
UmlUga

is90/iu8Êg:o8%8m3faD qlÍq MÊi98tL4ã$ %i ÓÓ$gg i2tQ7 @ã (UIW : g 9 tüg$& sstl&i i8 ni=tW
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A quantidade de leucócitos residuais no CH variou de

0,5 ü 0,3 x 109 na centrifugação a 3788 x g/10min a 1,2 t 0,7 x 109 para a

centrifugação a 3390 x g/10min. Houve diferença estatisticamente

significante entre as várias forças g e tempo de centrifugação analisados

(p;0,0001 ). Na análise pareada da centrifugação a 3788 x g/l Omin com as

outras, verificamos que com a centrifugação a 3390 x g/12min. não houve

diferença estatisticamente significante (p=0,7452) na quantidade de

leucócitos residuais no CH

A recuperação de hemoglobina do ST variou de 92,7ü 6,3%

(medlana=93,1) na centrífugação a 3788 x g/10mín, a 101,2 :E 14,5%

(mediana=99,5), na centrifugação 5603 x gr12min, não ocorrendo

diferença estatisticamente significante na análise pareada da

centrífugação escolhida (3788 x g/10mín) com 3390 x g/10min (p=0,1 1 12),

mas sim com 4427 x g/10min (p=0,0144) e com 5603 x g/12 min

(p=0,0004)

O menor percentual de depleção de leucócitos fol obtido com

a centrifugação a 3390 x g/10min (p=58,5 t 18,1%, medlana=60,4%), e o

maior, com a centrifugação a 3788 x g/10min (F=74,8 t 14,6%,

mediana=74,5%). Na análise pareada da centrifugação escolhida houve
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diferença estatisticamente significante entre as centrifugações: 3390 x

g/10min (p=0.0004). 4427 x g/10min (p=0,0127), 5603 x g/12mln

(p;0,0011). Não houve diferença entre os resultados obtidos e aqueles

com a centrifugação a 3390 x g/12min(p=0.7087).

Na centrifugação a 3788 x g/l Omin, houve o maior percentual

de depleção de plaquetas (n=99,6 i 0,2%, mediana=99.6%) e na

centrifugação a 5603 x g/12min. o menor percentual de depleção de

plaquetas (p=95.2 =E 4,2%, mediana=96,3%). Na análise pareada da

centrifugação escolhida, houve diferença estatisticamente significante

entre as centrifugações: 3390 x g/IOmin (p=0,0001), 4427 x g/10mín

(p;0,0001) e 5603 x g/12min (p:0,0001). Nâo houve diferença entre os

resultados obtidos com a centrifugação a 3390 x g/12min (p=0,2573).
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5.5.3 Plasma fresco (tabela 13, página 148)

O volume do plasma obtido variou, em média, de 213,9 t

19,8ml (mediana=209ml) a 223,4 t 1 7,8ml (mediana=224ml), não havendo

diferença estatisticamente significante nas cinco centrifugações estudadas

lp:0,3674). A quantidade de leucócitos no plasma foi menor com a

centrifugação a 3788 x g/10min. (p=1,5 :E 1.6 x 109, mediana=1,1). Na

análise pareada da centrifugação escolhida, houve diferença

estatisticamente significante entre as centrifugações: 3390 x g/10min

(p:0,0384) e 3390 x g/12min (p:0,0046). Não houve diferença entre os

resultados obtidos com a centrlfugação a 4427 x g/10mín (p=0,1444) e

5603 x g/12min (p:0,4969). A quantidade de plaquetas no plasma na

centrifugação escolhida. foi de 2.5 t 0,9 x 109 ( mediana=2,6), sendo

diferente estatisticamente somente da centrifugação a 4427 x g/10min

(p:0,0011) que apresentou os seguintes resultados: K=1,6 t 0,9 x 10o (

mediana=1 ,4).
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TABELA 13 - RESULTADOS LABORATORIAIS DE TESTES
REALIZADOS EM 215 UNIDADES DE PLASMA
FRESCO OBTIDAS A PARTIR DE BOLSAS
QUÁDRUPLAS EM SAGM PELO MÉTODO
AUTOMATIZADO( MÉDIA, DESVIO-PADF{ÃO)

/te;nll o de ê! l=\# (N)eÇ8E3:gE (ml) B :êZ11; (10'/unia) g=ãã (1 0'/unid)
centrifugaçãoãlÊ $@ ãÊi$ g $ggãlãlâg p'l::ll - P2 ãi P3

e número de amostras testadas
Pl:0.3674
P2= 0,01 12 ( Há diferença entre 3788/10 com 3390/12 p= 0,0046 e com 3390/1 0 p:0,0384)
P3= 0,0032 ( Há diferença entre 3788/10 com 4427/10 p=0,001 1 )

3390f10 49 213,9 ! 19,8 2,9Ê3,8 2,4t 1 ,5

3390/12 35 223,4 t 17,8 6,it 9.2 2,0 Ü 0,9

3788/10 22 2t4,5 t 22,1 1,5Ê 1,6 2, 5Ü 0.9

4427/10 44 219.9 Ê 23.3 2,8 1 4,6 1,6 Ê 0.9

5603/12 65 220,Q t 24,7 1,7ÉI,l 2,6t2,2
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5.5.4 Camada leucoplaquetária (CLP) (tabela 14, página

150)

As centrifugações que apresentaram maior volume de CLP

foram a 3390 x g/12min e a 3788 x g/10min. Respectivamente, os valores

foram: F=116,4 :t 5,9ml (mediana=116ml) e p=113,7 ü 7,0ml

(mediana=1 14ml) não havendo diferença estatisticamente significante

(p;0,1 1 13) entre a centrifugação a 3390g/12 min e 3788g/lO min. O maior

hematócrito encontrado foi na CLP obtida a 3788 x g/10min (F=31,0 t

3,2%, mediana=31), havendo diferença estatisticamente significante com

os outras quatro centrifugações estudadas: 3390 x g/10min (p=0,0024),

3390 x g/12min (p:0.0007), 4427 x g/IOmin (p=0,0022) e 5603 x g/12min

(p;0,0021)

Não houve diferença estatisticamente significante na

quantidade de hemoglobina em g/dl nas cinco centrifugações estudadas

IP;0,1832), porém a maior quantidade de Hb por unidade foi encontrada

nas unidades de CLP obtidas a 3788 x g/10min (H=12.1 ü 3.6g/dl.

mediana=ll,l). Na análise estatística pareada, encontramos resultados

estatisticamente significantes nas seguintes centrifugações: 3390 x

g/10min (p:0.0001), 3390 x g/12min (p=0,0381). 4427 x g/10min
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(p=0,0001), 5603 x g/12min (p=0,0014). Não houve diferença

estatisticamente significante quanto à quantidade de leucócitos (p=0,2638)

e plaquetas (p=0,1576) na CLP

TABELA14 RESULTADOS LABOFRATORIAIS DE TESTES REALIZADOS
EM 215 UNIDADES DE CAMADA LEUCOPLAQUETÁRIA
(CLP) OBTIDAS A PARTIR DE BOLSAS QUÁDRUPLAS EM
SAGM PELO MÉTODO AUTOMATIZADO (MÉDIA, DESVIO-
PADRÃO)

Força
@nh9/tempo

(k
ob' («D

PI

Ht
( )

HbTx#.i ;] ].nicódta
@i«wã (nl?'"üo
p4 g g g$n

e número de amostras testadas
$ hematócrito
t hemoglobina total

PI
P2:

P3:
P4:

P5:
P6:

0,0001( não há diferença entre 3788/10 com 3390/12 p:
0,0121( há diferença entre 3788/10 e todas as outras )
0,1832
0,0001( há diferença entre 3788/10 e todas as outras )
0,2638
0,1576

0,1113 )

33W/lO 49 85.H i0,9 282t3,0 9,!ü 0,8 7,iÜIJ 2,Qt0.7 7,011,fi

33W/12 35 116.4t5,8   9,0Í0,9 l0,4tiJ 1,8Ü0,8 7,9Ü2,4

378U10 22 +113,717,0 3i,0tS2 l0,8Ü3P L2,1Í3,6 1,8tQ,7 7,6Ê ],]

M27/10 M 95,7ü t72 282ü3j 9,1ÜI,l B,8Ü2,1 2,1 t 0,8 7,ia23

5M3/12 65 »,4t19,S zsJÍ4,} 9,3:t],6 9,3:tW tPí0,7 7,4 t] j
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5.5.5 Concentrado de plaquetas (tabela 15, página 153)

O volume de CP variou de 56,2 ü 5,6ml (mediana=56,5ml)

obtidos nas centrifugações a 3788 x g/10min (primeira centrifugação), a

61,5 t 9,4ml (mediana=62ml)obtidos com a centrifugação a 5603 x

g/12min. Não houve diferença estatisticamente significante nos volumes

dos CP obtidos a 3390 x g/12min(p=0,2001) e 4427 x g/10min(p=0.1160).

A segunda centrifugação foi igual para todos as grupos estudados 335 x g

por 5 minutos. Não houve diferença estatisticamente significante no pH

(p=0,4962) nem no efeito "swirling" (p=0,4578)

A quantidade de leucócitos residuais no CP variou de 0,7 t

0,2 x 106. para a centrifugação a 3390 x g/10min, a 1 .5 t 2,6 x 1 06 para a

centrifugação a 5603 x g/12min. Houve diferença estatisticamente

significante entre a centrifugação escolhida (3788 x g/10min) e as

centrifugações a 3390 x g/lO(p=0,0001) e a 3390 x g/12(p=0,0001 }. Não

houve diferença estatisticamente significante entre as centrifugações a

4427 x g/10min (p=0,2772) e 4427 x g/12min (p=0,4761) na quantidade

de leucócitos residuais no CP. A quantidade de plaquetas no CP variou

de 5,2 t 1 ,8 x 10'' (mediana=5,0) para a centrifugação a 3390 x g/12min.
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a 6,8 ü 0.8 x 10" (mediana=6,8) para a centrifugação a 3788 x g/10min

Houve diferença estatisticamente significante entre a centrifugação

escolhida(3788 x g/10min) e as centrifugações a 3390 x g/1 0(p=0,0001 )

e a 4427 x g/12min (p:0,0107). mas não houve diferença

estatisticamente significante entre as centrifugações a 3390 x g/lO

(p:0,2107) e a 5603 x g/12 (p=0,3087) para a quantidade de plaquetas

no CP

A depleção de leucócitos, no CP, variou de 99,8 t 0,2%

jmediana=99,96%) a 99,96 t 0,02% (mediana=99,97%), não havendo

diferença estatisticamente significante entre as centrifugações avaliadas.

A recuperação de plaquetas na centrifugação escolhida foi de 89,6 ü 9,6%

jmediana=91 ,5). Houve diferença estatisticamente significante entre a

centrifugação a 3390 x g/12min (p=0,0001). que apresentou o menor

percentual de recuperação de plaquetas e com as outras forças x g/ min e

tempo de centrifugação estudados não houve diferença estatisticamente

significante.
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TABELA 1 5 RESULTADOS LABORATORIAIS DE TESTES
REALIZADOS EM 215 UNIDADES DE CONCENTF{ADO
DE PLAQUETAS (CP) OBTIDOS A PARTIR DE BOLSAS
QUÁDRUPLAS EM SAGM PELO MÉTODO
AUTOMATIZADO(MÉDIA, DESVIO-PADF{ÃO)

FoV g/hM)
/tempo de

centrihgação

AMOSTRAS
(mD

pi $ g p2

SWIRL Lwcódtm
WG lê (]dyunkD
P3 { P4

RecPbq.'
(o%o)

P7

e número de amostras testadas
H percentual de depleção de leucócitos
o percentual de recuperação de plaquetas

Pl= 0,0301 ( Não há diferença entre 3788/10 com 3390/12 p=0.2001 e com 4427/10 p
P2:0.4962
P3:0.4578

P4= 0.0001 { Não há diferença entre 3788/10 com 4427/1 0 p=0,2772 e com 5603/12 p
P5= 0.0002 ( Não há diferença entre 3788/10 com 3390/1 0 p=0,21 07 e com 5603/12 p
P6= 0.0001 ( Nâo há diferença entre 3788f10 com todas as outras )
P7= 0.0001 (Há diferença entre 3788/10 e 3390 x g/12 p=0.0001)

0,1160 )

:0.4761 )
:0.3087 )

3390/10 0 Ój3tã4       'WitiJ   H.nt0,19

3390/12 3 'SMfSÕ 7310,i          
3788/10 a             '©©9ó

4427/12 « '»b+.a}     }8 i2 qlti2    
S603/12 a ÕUf9,4           S©lZiá
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5.6 Comparação entre os componentes obtidos pelo

método do PRP (tabela 1, página 112) e os obtidos

pelo método da ECLP na centrifugação validada,

utilizando-se bolsas triplas (ECLPT) centrífugadas

a 3390 x g/lO minutos (tabela 8, página 131) e

bolsas quádruplas (ECLPQ) centrifugadas a 3788 x

g/lO minutos {tabelas ll a 15, páginas 142,144,

148,150 e 153)

5.6.1 Sangue total

Quando comparamos o volume das unidades de ST.

verificamos que houve diferença estatisticamente significante (p=0,0024)

entre os métodos PRP (H = 449.9 ü 8,6ml. mediana=450) e ECLPT (P =

458,7 ü 16,6ml, mediana=456), embora o volume coletado nos três grupos

estivesse entre 415ml e 497ml. Não houve diferença estatisticamente

significante entre os hematócritos encontrados (p=0,6457). Os valores

para o PRP. ECLPTe ECLPQ foram: p= 39,3i 3,1%(mediana=39); P=

39.9 J: 3.2% (mediana=40.5)e p ; 39.8 :E 3.8% (mediana=40,5) Também

não houve diferença estatisticamente significante para a quantidade de
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hemoglobina em g/dl (p=0,580), sendo os valores encontrados para o

PRP, ECLPT e ECLPQ: P= 13,3 t l,lg/dl (mediana=13,2)l F= 13,8 i:

1.0g/dl (mediana=13,9) e p= 13,0 t 1,2g/dl (mediana=13,0). Houve

diferença estatisticamente significante entre a quantidade de Hb total por

unidade existente entre a ECLPT e a ECLPQ (p=0,0051 ), entre a ECLPT e

o PRP (p=0,0073), não havendo diferença e entre a ECLPQ e o PRP

(p=0,3797). Os valores encontrados para o PRP, ECLPT e ECLPQ foram

H= 59,6 t 5,3g/bolsa (mediana=59,8)l F= 63,4 t 5,4g/bolsa

jmediana=63,6) e » = 58,5 t 6,2g/bolsa(mediana=58,7).

Quanto à quantidade de leucócitos nas unidades de ST,

foram, respectivamente, para o PRP, ECLPT e ECLPQ: p = 3.4 ü1 ,3 x 109

(mediana=3.1); p = 3,3 ü1,0 x 109 (mediana=2,9) e p = 2,1 ü 0,4 x 109

(mediana=2,0). Houve diferença estatisticamente significante entre a

ECLPT e ECLPQ (p=0,0001) e entre a ECLPQ e PRP (p=0,0001). porém

não entre a ECLPT e PRP (p=0,8677). A quantidade de plaquetas

presentes nas unidades de ST para o PRP. ECLPT e ECLPQ fol: p = 7,7 t

1.6 x 10''(mediana=1.6); p = 7.9:E 1,2 x 10''(mediana=8,0) e p = 8,0:E

0,8 x 10'' (mediana=8.1). Houve diferença estatisticamente significante

entre a ECLPT e ECLPQ (p=0,0001) e entre a ECLPQ e o PRP

lp:0,0001), mas não houve diferença estatisticamente significante entre a

ECLPT e o PRP (p=0,531 8).
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5.6.2 Concentrado de hemácias

Os volumes de CH encontrados, respectivamente, para o

PRP. ECLPT e ECLPQ foram: F = 273,3 t 26,8ml (mediana=277,5)l H =

286,8 t 15,8ml (mediana=287) e F = 287,2 t 21,6ml (mediana=284)

Houve diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e o PRP

(p=0,0291) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0,0222); porém, não houve

diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e a ECLPQ

lp:0,9600). Os grupos apresentaram, respectivamente, para o PRP

ECLPT e ECLPQ, os seguintes valores de hematócrito no CH: p = 70,8 t

2,6% (mediana=71), F= 60,8 t 2,8% (mediana=62)e p= 59.0 ü 4,2%

(mediana=60). Houve diferença estatisticamente significante entre a

ECLPT e o PRP (p=0,0001) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0,0001), mas,

não entre a ECLPT e a ECLPQ (p=0,0619). Quando analisamos o

percentual de recuperação de HB do CH. encontramos os seguintes

resultados para o PRP, ECLPT e ECLPQ: p= 108,3 t 4,3%

(mediana=109), p= 89,2 t 9,5% (mediana=91,8) e F= 90,5 t 11,7%

(medíana=92,3). Nâo houve diferença estatisticamente significante entre a
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ECLPT e ECLPQ (p=0,7010), havendo porém, entre a ECLPT e o PRP

(p:0,0001) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0.0001 )

Para a quantidade de Hb em g/dl, os resultados para o PRP

ECLPT e ECLPQ foram: p= 23.6 t 1,0g/dl (mediana=23.8), F= 20,3 ü

0,8g/dl (mediana=20.4) e H; 18,6 ü 2.4g/dl (mediana=19.2). Houve

diferença estatisticamente significante entre os três grupos: ECLPT e

ECLPQ (p:0,0040), ECLPT e PRP (p:0.0001), ECLPQ e PRP (0.0001).

Quando calculamos a Hb total por unidade de CH, os resultados obtidos

para o PRP, ECLPT e ECLPQ foram: F= 64.6 t 6,3g/bolsa

(mediana=65.0), H: 58,4 t 5,0g/bolsa (mediana=58,7) e F= 53,5 ü

8,6g/bolsa (mediana=54,0). Houve diferença estatisticamente significante

entre a ECLPT e a ECLPQ (p=0,0191). entre a ECLPT e o PRP

(p;0,0002) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0,0001).

O número de leucócitos encontrados nas unidades de CH

para o PRP. ECLPT e ECLPQ foi: P= 3,0 t 0.9 x 10o (mediana=2.9), P=

0,8 t 0,6 x 109 (mediana=0.6)e p: 0,5 ü 0,3 x 109 (mediana=0,4). Houve

diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e PRP (p=0.0001) e

entre a ECLPQ e o PRP (p=0.0001), mas, não entre a ECLPT e ECLPQ

(p;0,0904). A depleção de leucócitos para o PRP, ECLPT e ECLPQ foi

p= 85.0 i: 12.8%(mediana=80.0), P= 76.9 t 14,0%(mediana=80,6) e p=
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74.8 ü 14,6% (mediana=74,5). Houve diferença estatisticamente

significante entre a ECLPT e PRP (p=0,0001) e entre a ECLPQ e o PRP

(p:0.0001 ), porém. não entre a ECLPT e ECLPQ (p=0.6218).

A quantidade de plaquetas encontradas nas unidades de CH

para o PRP, ECLPT e ECLPQ foi: H = 20,8 t 10,1 x 109 (mediana=19.1).

H= 0,6:E 0,6 x 10o(mediana=0,6) e p = 0,03 t 0,02 x 109(mediana=0,03)

Houve diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e ECLPQ

(p:0,0001), entre a ECLPT e PRP (p=0,0001) e entre a ECLPQ e PRP

(p:0.0001 ). A depleção de plaquetas para o PRP, ECLPT e ECLPQ foi: P=

74.6 t 12,8%(mediana=76.5), H= 99,3 t 0,7%(mediana=99.5) e F = 99,6

t 0,2 (medlana=99,6). Houve diferença estatisticamente significante entre

a ECLPT e o PRP (p;0,0001) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0.0001).

porém não entre a ECLPT e ECLPQ (p=0.0828).

5.6.3 Plasma

O volume de plasma encontrado para o PRP, ECLPT e

ECLPQ foi: F = 174.6 t 26,3ml (mediana=172), P = 203,9 J: 17,0ml

(mediana=203) e F : 214,5 t 22,Iml (mediana=217). Houve diferença
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estatisticamente significante entre a ECLPT e PRP (p=0,0001), e entre a

ECLPQ e o PRP (p=0,0001)l entretanto não houve diferença

estatisticamente significante entre a ECLPT e ECLPQ (p=0,1704). O

percentual de recuperação de plasma existente no sangue total para o

PRP, a ECLPT e ECLPQ foi: H = 72 t 3,9% (mediana=72). ft = 73,9 i:

2,4% (mediana=73,1) e F = 79,1 t 6.2% (mediana=80,0). Houve diferença

estatisticamente significante entre a ECLPT e ECLPQ (p=0,0010), entre a

ECLPT e PRP (p=0,0066) e entre a ECLPQ e o PRP (p=0,0001 )

5.6.4 Camada leucoplaquetária

O volume de CLP encontrado para a ECLPT e ECLPQ foi

»=111.50 i: 11,67 ml(mediana =110,5ml), p = 113.67 ü 6,96ml(mediana =

1 14ml). Não houve diferença estatisticamente significante entre a ECLPT

e ECLPQ (p=0,4720). A hemoglobina em g/dl encontrada para a ECLPT e

ECLPQ foi: »= 8.1 t 1,0g/dl (medlana=8,0) e H= l0,8 t 3,9g/dl

jmediana=10,0). Houve diferença estatisticamente significante entre a

ECLPT e ECLPQ (p=0,0066}. Quanto à quantidade total de Hb por

unidade, os resultados para a ECLPT e ECLPQ foram: F= 9,1 t 2,0g/bolsa

(mediana=8.9) e p= 12,1 t 3,6g/bolsa (mediana=ll,l), sendo a diferença
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estatisticamente significante (p=0,0021). O hematócrito da CLP foi

respectivamente para a ECLPT e ECLPQ: F = 24,6 t 3,1% (mediana=24)

e p = 31,0 t 3,2% (mediana=31), sendo a diferença também

estatisticamente significante (p=0,0001). A quantidade de plaquetas

encontrada para a ECLPT e ECLPQ foi: p = 74,9 :E 16.9 x 109

(mediana=75.8) e F = 76,4 t l0,6 x 109 (mediana=80) , entretanto não

houve diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e ECLPQ

(p=0.7298). O número de leucócitos encontrados para a ECLPT e ECLPQ

foi: F= 2,5 J: 0,9 x 10o(medlana=2.2) e F= 1.8 t 0,7 x 109(mediana=1,7).

com diferença estatisticamente significante entre a ECLPT e ECLPQ

(p;o,0010)

5.6.5 Concentrado de plaquetas

O volume de plaquetas encontrado respectivamente para o

PRP, ECLPT e ECLPQ foi: H = 61,9 i: 3,8ml (mediana=62), F = 66,1 t

3,2ml (mediana=66)e F = 56,2 ü 5,6 (mediana=56,5), havendo diferença

estatisticamente significante entre os grupos (p=0,0001). Os grupos

apresentaram para o PRP, ECLPT e ECLPQ os seguintes valores para o

efeito "swirling' do CP: F = 3,0 t O,l (mediana=3,0), F = 2,6 t 0,5
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(medlana=3,0) e p : 3,0 t 0,0 (mediana=3). sendo a diferença

estatisticamente significante (p:0,0001). Quando analisamos o pH.

encontramos os seguintes resultados para o PRP e ECLPQ: H = 7.4 :t 0,2

Imediana=7,4). F : 7,3 J: 0,1 (mediana=7,3), não tendo havido diferença

estatisticamente significante entre o PRP e ECLPQ (p=0,0595).

Os resultados estatísticos demonstram não haver diferença

estatisticamente significante na quantidade de plaquetas encontradas

(p;0,3665) no CP para o PRP, a ECLPT e ECLPQ: F = 7,3 t 1,5 x Joio

jmediana=7,0), P; 7,2 ü 1,3 x 10'o (mediana=7,0) e H = 6,8 t 0.8

(mediana=6,8). A recuperação de plaquetas para o PRP, ECLPT e ECLPQ

foi: p = 93,6 t 8,6%(mediana=94,0). H: 88,7 t 16,1%(mediana=87,4) e

H= 89.6 ü 9,6% (mediana=91,0). mas não houve diferença

estatisticamente significante(p=0.00808)

O número de leucócitos encontrados nas unidades de CP

para o PRP. a ECLPT e ECLPQ foi: H= 36,1 J: 20.8 x 10o (mediana=32,9).

H= 9,1 t 4,3 x 10e (mediana=7,5) e H: 1,1 t 0,5 x 10õ (mediana=1,2).

havendo diferença estatisticamente significante entre os grupos

(p;0,0001). A depleção de leucócitos para o PRP. a ECLPT e ECLPQ foi

F = 43,6 t 24,9% (mediana=44,0), P : 99,5 t 0,2% (mediana=99,5) e p =
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99,9 ü 0,2% (medlana=99,9), havendo diferença estatisticamente

significante entre o PRP e os dois outros, ECLPT e ECLPQ, (p=0.0001 ).
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5.7 Comparação entre número de unidades de

plaquetas perdidas por agregação pelos métodos

do PRPeda ECLP

Entre março de 1998 e maio de 1999, foram produzidas

99.242 unidades de plaquetas pelo método do PRP, sendo 16.444

descarnadas por excesso de agregados plaquetários (16,6%), 14.831

j14,9%) por outros motivos, incluindo as com testes sorológicos positivos,

e 67.967 (68,5%) foram distribuídas entre os hospitais. No mesmo período

foram produzidas 1 1.533 (100%) unidades de plaquetas a partir de uma

unidade de ECLP, sendo apenas 13 descarnadas por excesso de

agregação plaquetária (0,1%). 1.820 (17,8%) descartadas por outros

motivos incluindo as com testes sorológicos positivos e 9.700 (84,1%)

enviadas aos hospitais para transfusão, sendo esta diferença

estatisticamente significante(p=0,0001 )
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5.8 Resultados do estudo clínico

5.8.1 Comparação entre o grupo de pacientes

5.8.1.1 Sexo (tabela 16, página 164)

Dos 61 5 pacientes que receberam componentes pelo método

da ECLP, 297 (48,3%) são do sexo feminino e 318 (51,7%) do sexo

masculino. O grupo de pacientes que recebeu componentes pelo método

do PRP era constituído por 443 (47,3%) do sexo feminino e 494 (52,7%)

do sexo masculino. Não houve diferença estatisticamente significante

entre os grupos (p=0,696)

TABELA 1 6 -DISTRIBUIÇÃO DOS PACIENTES POR SEXO QUANTO AO TIPO
DE HEMOCOMPONENTE RECEBIDO POR TRANSFUSÃO,
OBTIDO PELO MÉTODO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS
(PRP) OU PELO MÉTODO DA EXTRAÇÃO DA CAMADA
LEUCOPLAQUETÁRIA (ECLP)

FONTE:FPS/HSP
P-0.696

           

    GRUPO   GRJPO  
    N %      
    a7 WW,3   4© ã g4r.3 7©: 47,7

Maswlino   318 51.7   4« U7 812 SZ3

    õ15 8n,6   n7 ã m.4 15U in,0
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5.8.1.2 Idade (tabela 17, página 165)

Não houve diferença estatisticamente significante entre as

faixas etárias dos pacientes estudados que receberam transfusões pelo

método do PRP e as daqueles que receberam transfusões pelo método da

ECLP (p=6250). As duas faixas etárias de maior prevalência foram os

maiores de 60 anos ( 33,5% no grupo da ECLP e 30.9% no grupo do PRP)

e entre 0 a 10 anos (16,4% no grupo da ECLP e 18,9% no grupo do PRP)

TABELA17 .DISTRIBUIÇÃO DOS PACIENTES POR IDADE QUANTO AO TIPO
DE HEMOCOMPONENTE RECEBIDO POR TRANSFUSÃO
OBTIDO PELO MÉTODO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS
(PRP) OU PELO MÉTODO DA EXTRAÇÃO DA CAMADA
LEUCOPI..AQUETÁRIA(CLP)

FONTE: FPS/HSP

P -0,625

  GRUPO GRUPO TOTAL

    N8 ã3 Nã8$

0-10 101 ®lq4 149 15,9 20 16*1

lo-a B 9,1 n 9.6 146 9.4

a-a B3 5.4   lm 6.6

n-a ® 8.0   121 7.8

©-H 87 814.1   aO l&5

n-n © 13.5 144 15.4 a7 14.6

60 aB m.5 m) 30,9 496 32,0

  615 ©,6 W7 ®,4 15U lm.0
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5.8.1 .3 Patologias dos pacientes estudados (tabela 18, página 166)

Não houve diferença estatisticamente significante entre os

dois grupos quanto às patologias dos pacientes estudados (p=0,200). A

maior parte dos pacientes era portador de tumores sólidos (43,1% no

grupo da ECLP e 38,7% no grupo do PRP) e de patologias cinco

hematológicas (34,6% no grupo da ECLP e 38,7% no grupo do PRP)

TABELA 18 DISTRIBUIÇÃO DOS PACIENTES POR PATOLOGIA
QUANTO AO TIPO DE HEMOCOMPONENTE RECEBIDO
POR TRANSFUSÃO OBTIDO PELO MÉTODO DE
PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) OU PELO
MÉTo[D DA EXTIRAÇ$O DA @A/FADA LEUCOPLAQUETÁRIA

P:0,200

       
  GRUPO GRUFD Tais.
       

PATOLOGIAS   N Ê.% N Ê %
       

Tumores sólidos 25 «.1 XB 38.7 m«.5

Doenças onco-hematológíças 213 %.6   513 B.0

Outras doenças hematológicas m 9,8 111 11,8 171 11.0

Doenças infecto-contagiosas   47 5.0 n4.7

Hepatapatias crónicas 16 2e 42 45 U 3.7

Doença renaicrõnica     B 21

Doenças do aparelho digestivo 12 1.9 17 1.8 a 1.9

Doenças congénitas 6 1.0   17 1.1

Doenças cardíacas 4 0.6 8 0.8 12 0,8

Outras patalogías 4 0.6 7 qr 11 07

Doenças reumáticas 2 0.3 5 05 7 0.4

TOTAL 615 3,6   IWlm.o
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5.8.1 .4 Número de transfusões anteriores (tabela 19, página 167)

A comparação entre os dois grupos demonstra que não

houve diferença estaticamente significante (p=0,484) entre o número

de transfusões recebidas pelos pacientes previamente a este estudo. A

maior parte recebeu menos que 25 transfusões (68,8% no grupo de

pacientes da ECLP e 68,4% no grupo de pacientes do PRP), ou

nenhuma (29,3% no grupo da ECLP e 30,4% no grupo do PRP).

TABELA 19 DISTRIBUIÇÃO DOS PACIENTES POR NÚMERO DE
TRANSFUSÕES ANTERIORES À INCLUSÃO NESTA
ESTUDO NO GRUPO DOS PACIENTES DO PLASMA RICO
!M. FLAQUETAS (PRP) E NO GRUPO DA EXTRAÇÃO DA
CAMADA LOUCO-PLAQUETÁRIA(ECLP). '

TRANSFUSÃOANTERIQR

GRUPO
ECLP

N$8$8%

GRUPO
PRP

N gga%o

TOTAL

N @l$89aZa

FONTE:FPS/HSP

P:0,484

Nenhuma 180 29.3 285 3a,4 465 30,0

1-25 423 68,8 641 68,4 1064 68,5

26-50 7 !.1 6 0,6 13 0,8

51-100 2 0,3 4 0.4 6 0,4

  3 0,5 t 0,1 4 D,3

TOTAL 615 39,6 937 60.4 1552 100,0
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5.8.1.5 Número de reações adversas anteriores ao

episódio transfusional estudado (tabela 20, página 168)

Os pacientes que receberam os componentes obtidos pelo

método da ECLP tiveram maior proporção de reações transfusionais antes

de serem incluídos neste estudo (17,7%), quando comparados ao grupo

que recebeu os componentes preparados pelo método do PRP (13.1%).

sendo a diferença estatisticamente significante (p=0,007).

TABELA 20 - DISTRIBUIÇÃO DOS PACIENTES POR NÚMERO DE
REAÇÕES TRANSFUSIONAIS ANTERIORES À
INCLUSÃO DOS PACIENTES NESTE ESTUDO (GRUPO
PgERP E GRUPO DA ECLP) '

nei4ç.Ão ÊJ:ê GRUPO " ÕRÜFa''"''Tõ:iRÍ
rnqWSFUS/0AIHt,' $êi ECLP .:. PRPlüâ

ENTER/ORlã2ig$gN B 9 @ENB:ã %S&N: g9N

Nenhuma

l

506

77

82,3@g8't 3

12,6 102

86,9

l0,9

1319 11,5

179 11,5

4 ou mais

TOTAL

7

615

't,l g l
39,6 936

0,1

60.4

8 0,5

1551 100,0

P- 0,007
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5.8.2
Comparação entre a incidência das reações

adversas com os componentes (CH e CP) obtidos

pelos métodos do PRP e da ECLP nos episódios

transfusionais realizados nos grupos dos

pacientesincluídos neste estudo

5.8.2.1 Número de transfusões realizadas por episódio

transfusional

O grupo da ECLP recebeu um total de 2.092 unidades de CH

em 1354 episódios transfusionais (média de 1,5 unidades de CH por

episódio) e 104 unidades de CP em 17 episódios (média de 6,1 unidades

de CP por episódio). O grupo do PRP recebeu 2.292 unidades de CH em

1521 episódios transfusionais (média de 1,5 unidades de CH por episódio)

e 249 unidades de CP em 54 episódios (média de 4,6 unidades de CP por

episódio).
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5.8.2.2 Reações transfusionais ao Concentrado de

hemácias (tabelas 21, página 170 e tabela 22.

página 171)

No grupo de pacientes que recebeu componentes pelo

método da ECLP em 1.354 episódios de transfusão, 1.321 (97,6%) não

apresentaram reações adversas pós-transfusionais e 33 (2,4%) tiveram

reações. Comparando esses pacientes com os que receberam

componentes pelo método do PRP em 1 .521 episódios. 1 .400 (92,0%) não

apresentaram reações adversas e 121 (8,0%) desenvolveram reações

transfusionais. Esta diferença foi estatisticamente significante (p=0,001). O

risco relativo calculado pelo 'odds ratio' foi de 3,46 vezes. com intervalo

de confiança de 95%, variando de 2,34 a 5.12.

CAMADA LEUCO-PLAQUETÁRIA(ECLP) '

nuç,ioÇ@93: :
rMNSFUáONHL ,40 g Ü ECLPg PRP

"-o'mrwü'"'''88 ''- @" ~8 «@8~ @"
Não

Sim

TOTAL

1321 g 97,6

33 2,4

't4008g 92,0 2721 $ 94,6

121 8,0 154 5,4

1521 & 2875% 100,01354

P-o,001
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Quanto ao tipo de reações transfusionais verificamos na

tabela 22, que as reações alérgicas apresentaram a incidência de 0,4%

no grupo da ECLP e de 3,1% no grupo do PRP. Reações febris não

hemoliticas ocorreram em 1,0% no grupo da ECLP e em 3,6% no grupo

do PRP. Já as reações anafiláticas foram obsewadas em 0.1% no grupo

da ECLP e em 0,3% no grupo do PRP. A análise estatística mostrou que

houve diferença estatisticamente significante entre os métodos do PRP e

da ECLP quanto aos tipos mais freqüentes de reação alérgica, febril e

nenhuma (p=0.001).

TABELA 22 DISTRIBUÇÃO OOS TPOS DE EPISÓDIO OE REAÇÃO
TRANSFUSiONAL AO CONCENTRADO DE HEMÁéíAS
ayANTO AO MÉTODO DE OBTENÇÃO DO
HEMOCOMPONENTE RECEBIDO POR TF{ÂNSFUSÃO
(MÉTODO DE PLASMA RICO EM PLAauETAs-t;RÉ'6Ú
MÍT{)DO DA EXTRAÇ;ÃO DA(::AMADA LEUCOPLAãUETÁRji
ECLP)

P:o.001

UPOOE EPEÓDOE GRUPO GRUPO  
REAÇÁO     N $) ©: %

Nenhtzn IZ1 97,6 14W 1 0 2n1 «.7

  13 1,0 H 3,6  
Abigka 6 0.4 47 3,1 U 1,8

Alétgicacan õilüA lü   4 03 7 02

AléQkae hM 3 02 3 02 6 02

ReaçãoaHtáHca l o.l 5 03 6 02

  7 0,5 7 0,5 14 0.5
  13M   275
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5.8.2.3 Comparação entre o número de pacientes que

receberam medicação prévia ao episódio de

transfusão de concentrado de hemácias

estudado no grupo da ECLP e do PRP (tabela 23

página 172)

Houve diferença estatisticamente significante (p=0,001 ) entre

o número de pacientes medicados antes do episódio transfusional

estudado no grupo da ECLP (32,4%) e no grupo do PRP (24,9%)

TABELA 23 .DISTRIBUIÇÃO DOS EPISÓDIOS TRANSFUSIONAIS POR USO
OU NÃO DE MEDICAÇÃO PRÉVIA À TRANSFUSÃO DE
CONCENTRADO DE HEMÁCIAS QUANTO MÉTODO DE
OBTENÇÃO DO CONCENTRADO DE HEMÁCIAS
TRANSFUNDIDO (MÉTODO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS-PRP OU MÉTODO DA EXTRAÇÃO DA CAMADA
LEUCOPLAQUETARIA-ECLP)

A
DDECH

916â w.6 1142 75.1 aE871

P : o.001

       

  4 32.4 3n 24.9 817 Z.4

  13M lul 275
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5.8.2.4 Efeito da medicação na incidência de reações

adversas nos dois grupo estudados (tabela 24,

página 174)

Com relação aos episódios transfusionais estudados, dos

pacientes que não foram medicados previamente, os que receberam CH-

ECLP (66,5%) apresentaram menor número de reações adversas pós-

transfusionais comparativamente aos que receberam CH-PRP (70.2%),

sendo a diferença estatisticamente significante (p=0,0347). Quando foram

comparados os grupos de pacientes que tiveram reações adversas pós-

transfusionais, mas que não receberam meditações antes do episódio

transfusional estudado, obsewou-se que o grupo que recebeu CH-ECLP

apresentaram menor ocorrência de reações transfusionais (1,1%) que

aquele que recebeu CH-PRP (4,9%). sendo a diferença estatisticamente

significante (p=0,00001)
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TABELA 24

MÉTODO DA EXTRAÇÃ0 ' 'iK''' ''d/irai;X
LEUCOPL.AQUETÁRIA-ECLP)' "''''

Nenhuma / Nenhum PI ml M.5

S&n/Nenhum P2

l(m 702

m 4,9

{m M.5

® 3,115 1,1

NeMtBndArx6bmlbo n

Febril / antitérmico P4

l©13.9

4 0,3

3 02

l® 14,0

IMIQ,l
7 0,5

6 0.4

IZ 82

1731,1

3a 11,9

11 0.4

Nenhum/Anb€1étgko P6

Oubn /. P5 9 03
314 11,0

21 0.7

13 0,4

AléQka/Anfialéígbo P7 4 0,3

o o,o

hlenhlBnafaiü6ámin eanlkiáígm
P9

Ousas/AnüaláQbn 13 0,8
Z 1,6

Feri üu akáBia/anM
antlaláígkoP10

e 4 0,3 o o,o

o qo

a 1,9

4 0,3
IUI

4 0,1

l o,o

« 1,5

6 02

a75

Otüas/i rrlb eanüabigboHI 'l o,l

15 1,1

13M

Nenhum / Outros P12

Un/QJbn H3

P

PI
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10:
Pll
P12:
P13:

o.0010
0.0347
o.oo001
0,0020
0.4694
0.3998
o.oooo
0,0075
0,0004
0.4015
0.0525
0,3804
o.1010
0.4920
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Comparado o efeito do uso de antitérmico com a ocorrência

ou não de reações adversas, notou-se que em 188 (13,9%) dos episódios

transfusionais no grupo da ECLP e em 154 (10,1%) no grupo do PRP, não

ocorreu reação transfusional após o uso de antitérmico pré-transfusional,

sendo a diferença estatisticamente significante (p=0.002). Entretanto, não

houve diferença estatisticamente significante na incidência de episódios

transfusionais acompanhados de reação febril não hemolítica ou de outros

tipos de reações adversas em pacientes que receberam antitérmicos nos

dois grupos estudados (p=0.3998)

Observamos que em 189 (14,0%) dos episódios

transfusionais no grupo da ECLP, nos quais foram utilizados antialérgicos

previamente à transfusão, não ocorreram reações adversas, enquanto que

em 125 (8,2%) no grupo do PRP não foi detectada reação pós-

transfusional, sendo a diferença estatisticamente significante (p=0,00001 ).

Houve também diferença estatisticamente significante (p=0,007) na

frequência de episódios transfusionais em que os pacientes foram

medicados previamente com anta-alérgicos e apresentaram reação

alérgica ou outros tipos de reações adversas. Essas diferenças foram

estatisticamente significantes: p=0,0075 e 0,0004 respectivamente.
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Não houve diferença estatisticamente significante entre os

dois grupos estudados quando os pacientes recebiam concomitantemente

dedicações antitérmicas e antialérgicas quanto à ocorrência de reações

pós-transfusionais (p:0.4015) ou não. independentemente do tipo de

reação apresentada, quando esta (s) ocorreu (ocorreram), (p=0.4920).

5.8.2.5 Efeito do número de transfusões anteriores na

incidência de reações adversas no episódio

transfusional estudado. (tabela 25, página 1 77)

No grupo de pacientes que receberam CH-ECLP e no de

transfundidos com CH-PRP, não se observou diferença estatisticamente

significante quando comparados a ocorrência de reações transfusionais e

o número de transfusões anteriores ao episódio estudado(p=0,258).
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TABELA 25

Nenhtnn

l-z

4. 0,3

Z 1,9

18 12

97 6,4

a

la

51-1n 1 0,07

l o,w

33

o o,o

l o.@

121

l

154
TOTAL

FONTE:FPS/HSP

P:0,258
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5.8.3 Reações transfusfonais ao Concentrado de

plaquetas (tabela 26, página 1 78 e tabela 27, página 179)

No grupo de pacientes que receberam CP-ECLP, em 17

episódios transfusionais. 15 (88,2%) não tiveram reações adversas pós

transfusionais e apenas 2 (11.8%) tiveram. Os pacientes que receberam

CP-PRP em 54 episódios transfusionais, 45 (83,3%) não apresentaram

reações adversas e 9 (16,7%) apresentaram. Essa diferença não foi

estatisticamente significante (p:0,626). O risco relativo calculado pela

'odds ratio" foi de 1,5 vezes (0.3 a 7,7), com intervalo de confiança de

95%

TABELA 26.
DISTRIBUIÇÃO DOS EPISÓDIOS DE REAÇÕES
TRANSFUSloNAls À TRANSFusÃo DE CONCENTriADO
DE PLAQUETAS QUANTO MÉTODO DE OBTENÇÃO DO
HEMOCOMPONENTE TRANSFUNDIDO(METODO DO
PLASMA.RICO EM PLAQUETAS-PRP OU' MÉTODO DA
EXTRAÇÃo DA CAMADA LEucopl.AauETÁniÀ.ECLB)

GRUPO
ECLP

GRUPO
PRP

FONTE: FPS/HSP

P:0,626

  N % N@ a%a N %

  15 ©2 6 ©,3 M @,5

Sm 2 11,8 9 16.7 11 15,5

TOTAL f7 M 71
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Quanto ao tiPO de

transfusionais ao CP

reações adversas

verificamos,

pos-

na tabela 27, que as reações alérgicas
apresentaram a incidência de 11,8% no grupo da ECLP

grupo do PRP. As reações febris não hemolíticas apresentaram a

e de 5,6% no

incidência de 0,0% no grupo da CLP e de 11,1% no grupo do PRP. Não

houve diferença estatisticamente significante entre os dois grupos

estudados (p=0,268).

Tabela 27

N % x::: g %

3 5.6

N '!,,1; %

5 7.0

o o,o 6 11,1 6 8,5

6 ©,3

P :0,268

TRANsçi ÜRrniai
 

 
Feri

 



180

6.Discussão
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O suporte transfusional é vital no manuseio de diversas

situações clínico-cirúrgicas como tumores sólidos, doenças onco-

hematológicas, cirurgias e transplantes, dentre outras. Trata-se de um

produto de difícil obtenção, pois, até o momento, o sangue é conseguido

de doações de indivíduos voluntários, sendo submetido a testes

laboratoriais que garantam sua segurança e qualidade, respeitando-se a

legislação em vigor. Portanto, toda e qualquer metodologia que possa vir a

ser implementada com o intuito de obter componentes de melhor

qualidade. maior eficácia e segurança transfusional, deve ser almejada e.

quando possível, avaliada. Antes, porém, da implantação de um método

na rotina laboratorial, há a fase de validação, que é o estabelecimento de

evidência documental, que possibilita que o mais alto grau de segurança

de um processo específico resulte. consistentemente, em um produto com

características predeterminadas e de qualidade. sendo que, em relação aa

sangue e seus componentes, a literatura existente é escassa '3

Na primeira fase do estudo avaliamos as características dos

componentes sangüíneos produzidos pelo método atualmente em uso na

Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo. O sangue total utilizado

para a obtenção de componentes pelo método do PRP estava dentro das
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especificações do Ministério da Saúde: volume entre 400 e 500 ml e

quantidade de hemoglobina total entre 50 e 70 g por unidade. O CH obtido

apresentou volume médio superior a 250 ml, hematócrito entre 60 e 80% e

quantidade de hemoglobina total entre 50 e 70 gramas por unidade. com

100% de recuperação de hemoglobina. Pela pequena depleção de

leucócitos do método do PRP, a quantidade de leucócitos residuais no CH

encontrada neste estudo é compatível com os dados encontrados por

Heatona9 em três centros: 10o leucócitos por unidade. Por outro lado. a

depleção de plaquetas do CH é acentuada, permanecendo grande parte

delas suspensas no PRP. As unidades de plaquetas estiveram dentro das

especificações do Ministério da Saúdea4, sendo os resultados obtidos

próximos aos encontrados no estudo de Heatonso. ou seja, quantidade

média de plaquetas por unidade na ordem de 7.0 x lOJa, e de leucócitos

residuais, na ordem de 107

As características dos componentes obtidos com o método

do PRP foram comparadas às dos componentes obtidos pelo método da

ECLP. Para tornar a comparação possível, procuramos inicialmente

padronizar, descrever e validar a técnica de produção de componentes

sangüíneos pelo método da ECLP no Departamento de Fracionamento e

Estuque da Fundação Pró-Sangue / Hemocentro de São Paulo. A

padronização desse método seguiu os preceitos descritos pelos

pesquisadores que o idealizaram 45 9õ 9s 90 sendo que analisadas
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laboratorialmente unidades de ST, CH, PF.CLP e de CP. A etapa de

validação do método da ECLP incluiu a análise de bolsas triplas e de

quádruplas. Como existe variabilidade nas características biológicas da

sangue total, os critérios para se decidir a melhor força g e o tempo foram

aqueles que indicam percentuais de recuperação ou de depleção de

células, hemoglobina e volume.

Após a análise dos resultados laboratoriais obtidos em

diferentes forças g e tempo de centrifugação, foram escolhidos aqueles

que produziram hemocomponentes de melhor qualidade. A validação foi

feita tanto na primeira centrifugação, quando o ST é centrifugado e

fracionado em CH. plasma e CLP. como na segunda centrifugação, para

validar da produção de CP. Para as 350 bolsas triplas processadas pelo

método da ECLP. foi escolhida a primeira centrifugação a 3390 x g por

10min, onde o CH apresentou menor quantidade e maior depleção de

leucócitos, maior recuperação de hemoglobina e boa depleção de

plaquetas. Os melhores resultados foram obtidos com o uso do extrator

automático tipo côncavo quando comparados ao da placa tipo reta. O usa

da placa côncava permite melhor recuperação de hemoglobina e maior

depleção de leucócitos nas unidades de CH, melhorando o rendimento e

qualidade do produto. E descrito que o método da ECLP está associado a

perdas de hemácias que permanecem na CLP, em média 24 ml (IC 95%,

23.5 -24,5 ml), o que representa a média de 12,7% da quantidade total de
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hemácias (IC 95% 12,5-12.9%)eo. Utilizando a placa côncava. a

quantidade de hemoglobina que permanece na CLP é menor, melhorando

o seu aproveitamento.

Quando foram estudados as melhores centrifugações e o

tempo para a produção de CP a partir dos 52 conjuntos de CLP coletadas

em bolsas triplas, a escolhida foi a 2169 x g por 5min com 4 CLP, obtidos

com a placa reta. O CP obtido a partir de 4 unidades de CLP nesta

combinação de força g por minuto apresentou maior valor de pH no

primeiro dia de armazenamento. Trocando a placa reta pela placa côncava

e utilizando força de 1339 x g por 3 minutos, obteve-se CP com maior

quantidade e recuperação de plaquetas. Adicionalmente, avaliou-se o pH

dessas unidades de CP. estando 31 unidades acima de 6.5 no último dia

de armazenamento e apenas duas com pH de 6,0. Em 1996. Wildt-Eggen

et al163, relataram que, em muitos centros, o CP é obtido de um conjunto

de CLP suspensa em uma unidade de plasma ou solução aditiva e

armazenadas por 5 dias em bolsas de poliolefina de 1.000ml. Os autores

afirmam que apesar do armazenamento nessas bolsas, 29 entre 39

unidades de CP que apresentam mais de 3,1 x 1011 de plaquetas

possuem queda acentuada de pH, ou seja, pH menor que 6,8 e fenómeno

de "swirling' não satisfatório, sugerindo que, nesses casos, as unidades

de plaquetas sejam separadas em duas bolsas ou a quantidade de

plaquetas ajustada. Em nosso estudo, 27 de 33 unidades apresentaram
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pH menor que 6,5 no quinto dia de armazenamento, indicando a

necessidade de redução do período de armazenamento para 3 dias ou

ajustes na quantidade de plaquetas armazenadas em cada balsa. Outra

possível causa da queda do pH pode ser o período de espera de até 24

horas para processamento dos conjuntos de CLP para a produção de CP

em função do grande número de células presentes'lõ. Os conjuntos de

CLP só foram processados após a expedição dos resultados dos testes

serológicos

Já para as 215 bolsas quádruplas, escolheu-se a primeira

centrlfugação a 3788 x g por 10min, e a segunda a 335 x g, por 5 min. Os

produtos resultantes apresentaram as seguintes características: CH com

maior percentual de depleção de leucócitos e plaquetas, boa recuperação

de hemoglobina e menor quantidade de leucócitos em números absolutosl

CP com maior quantidade de plaquetas em números absolutos e

excelente percentual de recuperação de plaquetas e depleção de

leucócitos. Somente após a validação do método da ECLP, com a escolha

da melhor força g e tempo de centrifugação para a produção de unidades

de CP é que esse método foi Implementado na FPS/HSP. Foram então

coletadas 11.533 bolsas quádruplas tipo TAB ( método da ECLP

escolhido), tendo sido então realizado o estudo clínico. O método do

ECLP com bolsas quádruplas TAB foi escolhido por motivos operacionais

e técnicos. Com bolsas quádruplas, as unidades de CP são obtidas a
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partir de uma unidade de CLP, não havendo necessidade de se realizar

conexões estéreis entre as unidades de CLP , plasma, bolsa de 600 ml e

bolsa de 1.000ml de poliolefina. Também não há necessidade de se

aguardar o resultado dos testes serológicos para o preparo das unidades

de CP, que é necessário quando se obtém CP a partir de um conjunto de

CLP. Conexões estéreis só devem ser realizadas após todos os testes

serológicos serem negativos, pois. de outra forma, uma unidade positiva

definiria o descarte do conjunto. Por outro lado, o tempo para o

processamento da CLP não deve exceder 24 horas, pois o pH cai de

forma acentuada, diminuindo o rendimento e a qualidade das plaquetas

obtidas.

Após a padronizarmos e validarmos o método da ECLP em

nossa instituição, compararamos os hemocomponentes obtidos pelo

método do plasma rico em plaquetas (PRP). atualmente o mais utilizado

em bancos de sangue brasileiros com o da extração da camada

leucoplaquetária (ECLP). amplamente difundido e realizado na Europa

Em trabalho recentemente publicado, Hurtado et al164

apresentaram os resultados obtidos na análise de qualidade de

hemocomponentes produzidos pelo método da ECLP utilizando bolsas

TAB e extrator automático Optipresse. O volume de CH no referido estuda

foi de 279 ü 20ml. valores similares aos obtidos por nós tanto nos CH-
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ECLPT (286,8 t 15,8ml) quanto nos CH-ECLPQ (287,2 t 21 ,6ml). Quanto

à quantidade de Hb por bolsa, Hb=54,92 t 7,16g, a casuística de

Hurtadolõ4 foi semelhante à por nós observada para CH-ECLPT (58,4 ü

5g/bolsa) e para CH-ECLPQ (53,5 ü 8,6g/bolsa). A quantidade de

leucócitos nos CH, em nosso estudo, variou de 0,8 ü 0,6 x 10o (CH-

ECLPT) a 0.5 t 0,3 x 100 (CH-ECLPQ), enquanto que em Hurtado et altõ4

a quantidade de leucócitos encontrada foi de até 1,2 x 109, em 96% das

unidades de CH

Nos CH-PRP, o número de leucócitos residuais foi, em

média, 3.0 t 0,9 x109 por unidade, valores bastante próximos dos

encontrados por Greenwalt et al.los (2,88 t 0.97 x 10o). Porém, quando

comparamos os resultados obtidos pelos pesquisadores para o CH-ECLP

( 0,29 t 0.07 x 109), estes foram inferiores aos dos por nós encontrados

em CH-ECLPT ( 0,8ü0.6 x 10o) e em CH-ECLPQ (0.5ü 0.3 x 109).

Na análise do plasma obtido por PRP, ECLPT e ECLPQ,

nossos resultados para volume ,(174,6 t 26,3 ml, 248,2 i: 19,0 ml e 214,5

t 22,1 ml respectivamente), foram inferiores aos descritos por Hurtado et

al''4, (279 t 19 ml.). O percentual de recuperação de plasma foi maior

com a utilização do método da ECLPQ (79,1t6,2%) do que com o método

do PRP(72t3.9%). Heaton et al'9 descrevem em seus resultados que

maior quantidade de plasma residual permanece no CH-PRP (21%) em
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relação ao CH-ECLP com bolsas TAB (6%). A menor quantidade de

plasma nos concentrados de hemácias obtidos pelo método da ECLP

pode justificar o menor índice de reações transfusíonais do tipo alérgicas

relacionadas às proteínas plasmáticas que ocorreram neste estudo.

A recuperação de plaquetas, na CLP-ECLPT e na CLP-

ECLPQ, foi acima de 90% da quantidade total de plaquetas existentes nas

unidades de sangue total na nossa casuística e na casuística de Hurtado

et al.164 O percentual de remoção de leucócitos na CLP encontrado por

esse grupo foi de 74t10% da quantidade de leucócitos existentes nas

unidades de sangue total, sendo compatível com os dados encontrados

por nós, que foi de 74,8É14,6% de remoção de leucócitos nas unidades de

CH-ECLPQ e com a grande quantidade de leucócitos presentes nas

unidades de CLP-ECLPQ em nosso estudo (1 ,8t0,7 x 109 por unidade). O

mesmo grupo descreve que 13 a 15'%o das hemácias são perdidas nas

unidades de CLP. Neste estudo, o percentual de recuperação de

hemoglobina do CH em relação ao ST foi de 89,2t9,5% para o CH-ECLPT

e de 92.7t6,3% para o CH-ECLPQ

Quando o volume dos CP-PRP (F=61,9 t 3,8 ml) foi

comparado com aqueles por ECLPT (H=66,1 t 3,2ml) e ECLPQ (F=56,2 t

5,6 ml), a diferença foi estatisticamente significante ( p<0.0001). Bertolini
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et all08. encontraram valores bastante próximos para o CP-PRP (62 t

3.2ml), porém muito inferiores para os CP-ECLP (45 t 3,2ml). assim coma

para os descritos por Boeri et al.'ls (46ü6ml). Koerner et al. 1'6 (68É18 ml)

e Kluter et al,167 (67.4ü3,4 ml) encontraram volumes semelhantes aos por

nós observados nos CP-ECLPQ.

Em nosso estudo, o número de leucócitos encontrados nos

CP obtidos a partir do PRP foi de 36,1 t 20,8 x106 , próximo aos descritos

por Muylle e Peetermans12r (39 ü 21 x 1 0o) e inferior aos encontrados por

Anderson et ama (73 x 10õ), porém superior aos observados por Bertolini

et al.loo (25,6 X 10o). Anderson et al16s e Bertolini et al.loo ao estudarem a

quantidade de leucócitos em CP-ECLP. encontraram níveis que variaram

de l a 13,6 x 10o a 1.9 x 10õ, respectivamente, valores próximos aos dos

obtidos por nós em CP-ECLP (l.l J: 0,5 x 10o).

Eriksson et al conduziram elegantes estudos nos quais

demonstraram que CP preparados a partir de conjuntos de 4 unidades de

camada leucoplaquetária no dia da roleta de sangue apresentaram. /n

v/vo, resultados semelhantes aos observados após a transfusão de CP por

aférese, pela análise do cálculo do CCI ls9 (cálculo do incremento

plaquetário corrigido) e pelo teste de sangramento de lvy170.
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Em nossa casuística, não houve diferença estatisticamente

significante entre o número de plaquetas em CP-PRP (}i=7,3 x 10lo) ,CP-

ECLPT (p:7.2 x 10'o ) e CP-ECLPQ (p=6,8x10'o). Nossos dados em CP-

ECLPT mostraram-se similares aos descritos por Bubel et al12s (7,0 x

10'o). inferiores aos obtidos por Boomgard et allll, (9,0 X10'o), mas

superiores aos descritos por Kluter et al'07 (5,4 ü 0,9 x 10lo). De acordo

com a experiência de Hogman et alas. a quantidade de plaquetas obtidas

pelo método da ECLP varia consideravelmente conforme o hematócrito do

conjunto de CP-ECLP. Uma explicação para as baixas contagens de

plaquetas encontradas por alguns autores em CP-ECLP foi recentemente

atribuída à síndrome denominada "cherry buffV-coat". em que os CP-ECLP

que apresentavam coloração vermelho-cereja estavam associados ao

acúmulo de Oz, menor CO2, maior pH e menor contagem plaquetária,

quando comparados aos CP-ECLP com coloração normal usados como

controleslzl

A análise do método da ECLP mostrou que os

hemocomponentes produzidos a partir dessa metodologia são seguros

para transfusão de ST, CH, plasma e de CP, sendo a redução de

leucócitos maior que no método do PRP

Com base nos resultados desse estudo, após a validação do

método da ECLP, procedemos à implementação do método da ECLP a
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partir de bolsa única na rotina de processamento de hemocomponentes da

FPS/HSP, que mostrou ser mais eficiente e eficaz na redução de

leucócitos dos hemocomponentes, ainda que não substitua a

ieucoredução por filtros esta, quando for realizada em hemocomponentes

preparados a partir da ECLP, poderá apresentar eficácia ainda maior que

nas unidades processadas a partir do PRP, pois o número de leucócitos

pré-filtração é inferior aos dos hemocomponentes obtidos por PRP, sendo

a diferença estatisticamente significante, já tendo sido documentado que a

filtração de conjuntos de PC a partir da ECLP não afeta a função

plaquetárialrl. Os mesmos autores relatam que a filtração em CP-ECLP

pode inclusive ser clinicamente importante. reduzindo o risco de

desenvolvimento de alo-imunização HLA e de transmissão viral.

As transfusões de CP podem ser acompanhadas de efeito

adversos, como o são freqüentemente de RFNH. Aparentemente

causadas por diferentes mecanismos, estas podem ser, em parte,

explicadas pela liberação de citoquinas e fator alfa de necrose tumoral e

dos leucócitos para o plasma durante a estocagem dos CP34. Daí ser

importante o método de obtenção de CP-ECLP, que permite uma redução

na quantidade de leucócitos no CP quando comparado ao CP-PRP e

portanto, de RT relacionadas aos leucócitos e aos produtos por eles

liberados.
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Chaplin et als, já descreviam que a retirada da CLP reduzia a

freqüência de reações pós-transfusionais. Anderson et allõo estudando

pacientes com doenças anca-hematológicas que foram transhndidos com

:==''=="=::;''==::'=':::::' '='===:=
hemocomponentes a partir deste último método (62%). enquanto que 29%

dos que receberam CP-ECLP tiveram reações, diferença estatisticamente

significante (p<0.0001). Em nossa casuística, 11% dos pacientes

l=lll=,:1:.1111====1.:;11==.1*:"" "" "-

'2 1o' ' Quanto às RT pós-CH, nossos resultados em CH-ECLP

tz,4'ZoJ foram semelhantes aos reportados por Dzieczkowski et al.nl, com

un rínrados à beira do leito(2,68%), assim como para as reações

alérgicas (0,51%) e 0,4% por nós. Entretanto, a incidência de reações

transfusionais relacionadas à infusão de CH-PRP em nossa casuística foi

de 8%, enquanto as alérgicas contribuíram com 3,1%, sendo muito mais

elevadas que as acima descritas, diferença estatisticamente significante

(p<0,001). A freqüência de reações febris após a transfusão de CH-PRP e

de CH-ECLP foi de 3.6% e de 1,0%, respectivamente, tendo sido similar

às observadas por Liéden e Hildén93: 3,1 e 1.4%
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Um estudo retrospectivo recentemente publicado172, em que

foram analisados os prontuários referentes à transfusão de 31 .543 CH nãa

leucoreduzidos e de 16.093 CH filtradas pré-estocagem, os pesquisadores

não observaram redução na incidência de RFNH: 0,12% (CH não

leucoreduzidos) e 0,08% (CH filtrados). Concluíram que os resultados

poderiam ser explicados, em parte. pelo uso de acetoaminofeno de rotina

em pacientes que recebem transfusões freqtJentes e que reações leves

simplesmente podem não ter sido adequadamente documentadas e

reportadas ao banco de sangue. Deve-se, porém, levar em conta que a

incidência de RFNH descrita por esses pesquisadores é muito inferior à

apontada por outros 93 nl

Assim como no estudo de Heddle et al.3Õ, a frequência de RT

Pós-CP foi maior que após a transfusão de CH, por quaisquer dos

métodos por nós testados. Esses autores encontraram 30,8% de RT pós-

transfusão de CP e 6,8% após a transfusão de CH. Os mesmos autores

afirmam ainda que o uso rotineiro de antípirético previne a maioria dos

episódios de febre, mas não evita a ocorrência de outros sintomas. tais

como calafrios e mal-estar geral. entre outros

A freqüência de RT pós-transfusão de CP-ECLP, descrita por

Heddle et al.36. foi de 4,6%. Muylle e Peetermanslz7, descreveram a

freqüência de RT pós CP-PRP (9,3%) e pós CP-ECLP (2,7%). os dois
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estudos encontraram incidência menor que em nossa casuística, tanto

para CP-PRP (16,7%), como para CP-ECLP (11,8%). Oksanen et al '94

descreveram RT pós CP-PRP em 83% dos episódios transfusionais

estudados, mas em 27% dos CP-ECLP em pacientes hematológicos. Com

base nos resultados encontrados, podemos afirmar que as reações

adversas são minimizadas após a transfusão de CP-ECLP

Ríccardi et al173, avaliando a incidência de RT em CP-ECLP

concluíram que o tempo de estocagem foi uma variável importante, sendo

maior o número de RT nos cinco dias de estocagem de CP-ECLP ( risca

relativo 10 vezes maior que nos CP com um dia de estocagem)

Quanto ao efeito da pré-medicação na incidência de RFNH

pós-transfusão de CP, um estudo prospectivo canadense, realizado em

grupo de pacientes cinco-hematológicos, mostrou que a maioria destes

(73%) era pré-medicada e que, mesmo assim, 30% apresentavam reação.

Depois que esse grupo estabeleceu e implementou orientações quanto aa

uso de medicação prévia à transfusão de CP. observou-se uma redução

no uso de medicação, mas que não foi acompanhada pela queda

slgnlfitiva das RFNH (26%), indicando que, em pacientes onco-

hematológicos, a pré-medicação pode ser reduzida sem aumentar o risco

de desenvolvimento de RFNH174.
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Além da preocupação em reduzir o número de leucócitos de

hemocomponentes, com o intuito de diminuir a freqüência de RT e efeitos

imunomodulatórios da transfusãolzs,é importante o tempo em que a

leucoredução é realizada, após a roleta do sangue. Estudo de Bordin et

allrõ. mostra que leucoredução pós-estocagem de produtos sanguíneos

pode não ser tão eficiente como a feita no período pré-estocagem na

prevenção do efeito promotor de crescimento tumoral das transfusões

alogeneícas em modelos animais.

Em nossa casuística de menor número de RT pós-transfusão

de CP-ECLP pode ser em parte explicada pelo volume de plasma desses

hemocomponentes, que foi estatisticamente menor quando comparado

aos de CP-PRP, pois observou-se recentemente que reações pós-

transfusionais ao CP foram menos freqüentes nos CP com remoção de

plasma do que nos CP filtrados pós-estocagem37. Neste estudo, a IL-6 foi

o fator avaliado que mostrou ter maior significância na sua correlação com

Q risco de reação 3r. Muylle et al. 177 já assinalavam, em 1993, que a IL-6 e

TNF-alfa estavam relacionados com as reações transfusionais, e que

haveria uma relação entre o número de leucócitos nos CP e a síntese

atava dessas substâncias

O número de RT ao CH-PRP foi de 8% em nosso estudo e

de 6,8% na casuística de Hedlle et al36
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Em nosso estudo o descarte de CP por excesso de

agregados foi estatisticamente maior nos CP-PRP (16,6%) que nos CP-

ECLP (0,1%). Bertolini et alloa, avaliando os CP-ECLP encontraram uma

diferença estatisticamente significante entre CP-PRP e CP-ECLP nos

resultados de testes de agregação com colágeno (tanto a 50pg/ml quanto

a 10pg/ml) sugerindo que a função plaquetária estaria melhor preservada

nos CP-ECLP que nos CP-PRP. Operacionalmente, podemos dizer que as

perdas desse hemocomponente tão precioso foram menores nos CP.

ECLP que nos CP-PRP, apontando uma vantagem para os CP-ECLP

A queda do pH e a alteração da morfologia plaquetária (efeito

de 'swirling") foram analisadas em nosso estudo. O bicarbonato

plasmático é utilizado durante a estocagem dos CP-PRP como principal

tampão para estabilizar o pH.lzo. Diferentemente do que descreveram

Bertolini et all08, em que o pH nos CP-ECLP manteve-se, durante o

armazenamento, praticamente igual ao observado no primeiro dia de

estocagem (6,9 t 0,13), outros autores. como Boeri et allls, observaram

uma queda significativa durante a estocagem. O mesmo foi por nós

encontrado. principalmente nos CP-ECLPT, sendo o pH no primeiro dia de

6,9t0,2 e no quinto dia foi de 6,6t0,2. Nos CP-ECLPQ, o pH no primeiro

dia de estocagem em nosso estudo (7,3ü0,1), apresentou níveis
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superiores ao do CP-ECLPT (6,9t0,2), praticamente iguais aos

observados por Boeri et al.lls (7.3t0,08), similares aos reportados por

Kluter et al'16. (7,2t0,04). mas superiores aos descritos por Muylle e

peetermans 12' (7,05 t o.17).

A presença de swirling correlaciona-se bem com os valores

de pH de CP, sendo um método não-invasivo e que possibilita avaliar

visualmente a viabilidade dos CP produzidos 156 179. Os escoras de

swirling foram maiores nos ECLPQ e PRP (3,0ü0,0) que nos CP-ECLPT

(2,6) em todos os CP analisados, sendo que Boeri et al.lls encontraram

estore de swirling maior ou igual a 2,5 em 94% das bolsas avaliadas. O

menor encore obtido pelo CP-ECLPT deve-se ao fato de as unidades de

plaquetas terem sido obtidas a partir de um conjunto de CLP após período

de quarentena de até 24 horas para liberação dos testes sorológicos.

Umas das vantagens apontadas para os CP-ECLP é que a

remoção dos leucócitos do conteúdo plaquetário é precoce evitando a

ativação das plaquetas. A prevenção da ativação plaquetária é importante

para adequada função /n v/vo das plaquetas após a transfusãolao.

Em 1984, Gottschall et al, chamavam a atenção para a

importância da quantificação dos leucócitos no controle de qualidade dos

CP''
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O controle de qualidade das preparações de CP deveriam

ser rotina, de acordo com M. Contreras, do North London Blood

Transfusion Centre-Londres, além de incluir métodos mais apurados para

a quantificação de leucócitos residuais, assim como da quantidade de

plaquetas, além de testes microbiológicos e métodos rápidos para a

detecção de ácido nucleico viral nos CPs2

Em 1993, Goodnough et al132 não encontraram diferença

estatisticamente significante na incidência de RT pré e pós-implementação

da filtração de CP em pacientes hematológicos internados.

Muitos países na Europa e ao redor do mundo ou estão em

prestes a implementar a leucoredução universal para os CH e CP ou já o

fizeram, sempre levando-se em consideração os benefícios da remoção

precoce dos leucócitos desses hemocomponentes para aumentar a

segurança transfusionalla2. Para tanto. controle dos processos e de

validação da produção de componentes sanguíneos têm sido

desenvolvidos e são cruciais para se atingirem os níveis de leucoredução

desejados ( l ou 5 x 10 ' leucócitos residuaisy';

Ultimamente atenção tem sido dedicada à produção de

conjunto de CP pelo método da ECLP associado à filtração pré-



199

estocagem. Pietersz et al1:3 estudaram os efeitos da preparação de CP-

ECLP e a filtração pré-estocagem com o filtro Autostop'M , tendo

conseguido um nível de leucaredução (leucócitos < 1 x 106) em 99% dos

CP assim processados. Recentemente, foi publicado estudo em que foi

comparada a eficácia da transfusão de CP-ECLP associados à filtração

pré-estocagem e 'a beira do leito. quando ficou constatado que ambas

preparações apresentaram excelente resultados na avaliação da

contagem corrigida do incremento plaquetárioss.

Já existem no mercado sistemas integrados que consistem

em uma bolsa, um filtro e um conteiner para a estocagem de plaquetas.

Após avaliarem esses sistemas. van der Meer et all04 concluíram que

conjuntos de CP assim produzidos possuem vários benefícios, como

menor sobrecarga de trabalho, facilitando a operacionalização, alertando,

entretanto, que nem todas as combinações de filtros e containeres para

estocagem de plaquetas mostraram-se adequados. Por fim,

recomendaram a validação em cada banco de sangue antes de

implantação dessa sistemática na rotina de processamento de

hemocomponentes

Estudo similar publicado por Krailadsiri et al18s mostrou que

os conjuntos de CP-ECLP preparados a partir de uma combinação de três

filtros e bolsas para o armazenamento de plaquetas, apesar de serem
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equivalentes no primeiro dia, diferiram significantemente durante a

estocagem em termos de ativação ou microvesiculação das plaquetas

Por fim, acreditamos que a utilização do método da ECLP em

nosso meio é vantajosa sob o ponto de vista qualitativo, pois os

hemocomponentes obtidos apresentam menor quantidade de leucócitos e

plasma, resultando em benefícios clínicos para os pacientes que

necessitam de transfusão. Conforme demonstrou-se neste estudo, o

método da ECLP com a utilização de bolas quádruplas e a produção de

CP a partir de uma unidade de CLP, é de implantação viável, é de fácil

padronização, permitindo boa reprodutibilidade, bem como melhor

aproveitamento de plasma e plaquetas
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7. CONCLUSOES
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A partir dos resultados deste trabalho, podemos concluir que

1. 0 método da extração da camada leucoplaquetária

permite a obtenção de componentes com menor quantidade de leucócitos

quando comparado aos componentes obtidos pelo método do plasma rico

em plaquetas. As unidades de concentrado de hemácias com o método da

ECLP têm quantidade de leucócitos na ordem de 10e, enquanto que com o

método do PRP a quantidade de leucócitos foi maior , na ordem de 10o

Observamos também que as unidades de concentrado de plaquetas

obtidas pelo método da ECLP têm menor quantidade de leucócitos

residuais, da ordem de 10õ. Os CP-PRP têm quantidade de leucócitos

residuais na ordem de 10z. Assim, demonstramos que a utilização do

método da ECLP determina percentuais de depleção de leucócitos

significativamente maior que o método do PRP, tanto para o concentrado

de hemácias como para o concentrado de plaquetas.
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2. Quando analisamos as características dos

concentrados de hemácias, concluímos que o hematócrito do CH-ECLP é

menor, aproximadamente 60%, e no CH-PRP, ao redor de 70%. A

camada leucoplaquetária possui grande quantidade de hemoglobina por

unidade (lO g por unidade). o que explica a menor recuperação de

hemoglobina com o método da ECLP, assim como unidades de CH com

menor quantidade total de hemoglobina ( 64 g no CH-PRP e 54 g no CH-

ECLP).

3. A quantidade de plaquetas obtidas no CP-PRP. no

CP-ECLP de uma unidade de CLP e no CP-ECLP de um conjunto de CLP

não foi diferente, com média de aproximadamente 7,0 x 10lo plaquetas por

unidade, apesar de o volume das unidades de CP ter sido diferente.

Qualitativamente, as unidades de CP-PRP e CP-ECLP obtidas de uma

unidade de CLP foram superiores às de CP-ECLP obtidas de um conjunto

de 4 CLP. No primeiro día de armazenamento, o efeito 'swirling' e o pH

das unidades de CP-ECLP obtidas de 4 CLP foram significativamente

menores que os encontrados nos outros dois tipos de CP

4. O método da ECLP permite melhor aproveitamento da

quantidade de plasma existente nas unidades de sangue total.
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Aproximadamente 40 ml de plasma são retirados a mais. Isto é possível

não só pela maior força g por minuto utilizada, como também pela

emprego da solução aditíva de SAGM com o método da ECLP

5. Concluímos ser viável em nosso meio a operacionalização

do método da extração da camada leucoplaquetária com a utilização de

bolsas quádruplas e a obtenção de concentrados de plaquetas a partir de

uma unidade de camada leucoplaquetária. Nesse estudo, esse método foi

validado demonstrando-se que os resultados alcançados são consistentes

e reprodutíveis. Entre março de 1998 e maio de 1999. empregou-se na

rotina da Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo o método da

ECLP com o uso de bolsas quádruplas. Foram coletados 1 1 .533 bolsas de

sangue total. sendo produzidas 11.533 unidades de CH, 11.533 unidades

de CP e 11.533 unidades de plasma. Somente 0,1% das unidades de CP

foi descartadao devido à formação de agregados, quantidade

significativamente menor que a proporção de unidades descartadas no

mesmo período com o método do PRP (16,6%).

6. A incidência de reações transfusionais com a utilização de

concentrado de hemácias obtido pelo PRP (8,0%) é significativamente

maior quando comparada à utilização de concentrado de hemácias obtido
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pelo método da extração da camada leucoplaquetária (2.4%). O risco

relativo calculado pelo 'adds ratio' foi de 3,46 vezes. Em números

absolutos. a incidência de reações transfusionals após a utilização de

concentrados de plaquetas obtidos pelo método da ECLP é menor

j11,8%) quando comparada às unidades de concentrado de plaquetas

obtidas pelo método do PRP(16,7%).
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