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RESUMO

Cunha GCR. Comparagao de técnicas para determinagdo do grau de hemolise em concentrado
de hemacias durante o armazenamento (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP), Universidade de Sao Paulo (USP), Ribeirao Preto, 2017.

A determinagdao do grau de hemolise ¢ um importante indicador utilizado para assegurar a
qualidade de armazenamento dos concentrados de hemacias (CH), sendo um dos parametros
avaliados nas andlises de controle de qualidade de hemocomponentes. A hemolise em
unidades de CH pode ser causada por diversos fatores, tais como: procedimentos inadequados
durante a coleta eo processamento do sangue, condi¢des improprias de armazenamento,
contaminagdo bacteriana, algumas drogas e outros fatores anormais no sangue do doador.
Apesar da existéncia de diretrizes nacionais e internacionais que determinam o grau de
hemolise aceitdvel nos CH, ndo ha padroniza¢do em relacdo ao método ideal para quantificar
o percentual de hemolise. Para determinagdo do grau de hemolise em CH sdo necessarias a
andlise da hemoglobina total, hemoglobina plasmatica e hematocrito. Esses trés testes podem
ser mensurados por diversas técnicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a concordancia
entre trés métodos para determinacdo da hemoglobina plasmatica (Drabkin,
Espectrofotométrico Otico e Azida Metahemoglobina HemoCue® Plasma/Low Hb), dois
métodos para dosagem do hematocrito (microhematdcrito e analisador hematologico Cell-
Dyn Ruby) e dois métodos para determinacdo da hemoglobina total (azida metahemoglobina
HemoControl e analisador hematoldgico Cell-Dyn Ruby). Foram analisadas 59 bolsas de CH
produzidas pelo Hemocentro de Belo Horizonte, Minas Gerais. As bolsas foram divididas em
dois grupos amostrais, um composto de CH CPDA1 e outro CH CPD SAG manitol. Os testes
foram realizados em todas as bolsas em trés momentos do armazenamento. As analises foram
feitas utilizando graficos de Bland-Altman. Nas andlises de hemoglobina plasmatica foi
observada uma boa concorddncia entre os métodos de Drabkin, Espectrofotométrico e
HemoCue Plasma Low nas bolsas CPD/SAG manitol em todos os periodos do
armazenamento, porém, nas bolsas CPDA1, ao final da validade, a mesma nao foi verificada.
Nessas bolsas a média da diferenca entre os métodos Drabkin e Espectrofotométrico, assim
como os limites de concordancia foram muito elevados (média 0,42g/dL e limites entre -0,02
e -0,85 g/dL), indicando uma pior concordancia entre os métodos nesse momento do
armazenamento. Nas andlises de hemoglobina total foi observada boa concordancia entre o
analisador hematoldgico Cell-Dyn Ruby e o hemoglobindmetro HemoControl EKF nos dois
grupos de bolsas analisadas e em todos os periodos do armazenamento. Os métodos de
microhematocrito e analisador hematologico Cell-Dyn Ruby foram concordantes para as
analises do hematocrito, tanto em CH CPDA1 como em CH CPD/SAG manitol. A escolha do
método de determinacdo de hemoglobina livre tem papel fundamental na determinagdo de
resultados de hemodlise, podendo gerar um percentual maior de ndo conformidades nas
andlises de controle de qualidade e aumento no numero de descarte de bolsas por esse motivo,
principalmente em CH CPDAI1. Nesse trabalho, foi possivel constatar que ao final do
armazenamento, nas bolsas CPDA1, o método espectrofotométrico subestimou resultados de
hemolise, principalmente nos hemocomponentes com altas concentragdes de hemoglobina
livrte. Os métodos de Drabkin e HemoCue Plasma Low apresentaram uma melhor
concordancia na determinagdo da hemolise dessas bolsas ao final da validade.

Palavras chaves: Hemolise, Hemoglobina plasmatica, Drabkin, Concentrado de heméacias



ABSTRACT

Cunha GCR. Comparison of techniques for measure hemolysis in red blood cell during
storage (Master Degree) — Ribeirdo Preto Medical School (FMRP), University of Sao Paulo
(USP), Ribeirao Preto, 2017.

The determination of the level of hemolysis is an important indicator that is used to ensure the
quality of the storage of red blood cell (RBC). It is one of the parameters evaluated in the
analyses of the quality control of blood components. The hemolysis in the units of red blood
cell (RBC) can be caused by several factors, for example: inappropriate procedures during the
blood processing, inappropriate conditions of storage, bacterial contamination, some drugs
and another abnormal factors in the blood donor. Despite the existence of national and
international guidelines that determinate the acceptable level of hemolysis in the red blood
cells concentrate, there is no standardization in relation to the ideal method to quantify the
percentage of the hemolysis. To determine the acceptable level of hemolysis in the red blood
cells concentrate, the analysis of total hemoglobin, free hemoglobin and hematocrit is
necessary. These three tests can be measured by several techniques. The aim of the presented
study was to evaluate the concordance between the three methods to determinate free
hemoglobin (Drabkin, Optical spectrophotometric e Azide Metehemoglobin HemoCue®
Plasma/Low Hb), two method to hematocrit dosage, (microhematocrit e hematology analyser
Cell Dyn Ruby) and two method to determination of hemoglobin (azide metehemoglobin
HemoControl e hematology analyser Cell Dyn Ruby). For this purpose Bland-Altman
graphics were used. 59 bags of red blood cell that was produced by Blood Center of Belo
Horizonte (Hemominas), Minas Gerais were analyzed. The bags were divided in two sample
groups, one compound of RBC CPDA1 and other RBC CPD SAG mannitol. The tests were
accomplished in all bags in three moments of the storage. In the analysis of free hemoglobin a
good agreement between Drabkin methods, spectrophotometric and HemoCue Plasma Low in
bags CPD/SAG mannitol was observed in all periods of storage. Although, in the bags of
CPDAI, in the end of validity, the same was not verified. In these bags the average of the
difference between the methods of Drabkin and spectrophotometric, as well as the limits of
agreement were very high (average 0,42g/dL and limits between -0,02 e -0,85 g/dL), that
indicates worse agreement between the methods in this moment of the storage. In the analysis
of the total hemoglobin a good agreement between the hematology analyzer Cell Dyn Ruby
and the hemoglobinometer HemoControl EKF was observed in both groups of analysed bags
and in all periods of the storage. The method of microhematocrit and hematology analyzer
Cell Dyn Ruby were consistent for the analyses of the hematocrit, as in RBC CPDA1 as in
RBC CPD/SAG mannitol. The choice of the determination of method of the free hemoglobin
has a fundamental role in the detemination of secure and reliable hemolysis results, that may
genarete a bigger percentage of non-compliance in the analysis of quality control and an
increase in the number of discard bags, for this reason, mainly in RBC CPDAL. In this study,
it was possible to observe that in the end of the storage, in CPDA1l bags, the
spectrophotometric method underestimated the results of the hemolysis, mainly in
hemocomponents with high concentration of the free hemoglobin. The methods of Drabkin e
HemoCue Plasma Low presented a better agreement for the measure hemolysis of the bags in
the end of vality.

Key words: Hemolisys, Free hemoglobin, Drabkin, Red blood cell
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1. Introducao

Os concentrados de hemacias (CH) sdo os eritrocitos que permanecem na bolsa depois
que esta ¢ centrifugada e o plasma ¢ extraido para uma bolsa satélite. Os CH podem ser
ressuspendidos no proprio plasma ou em solugdes aditivas que fornecem nutrientes adicionais
para células. O hematdcrito esperado depende do tipo de solugdo preservativa adicionada a
bolsa, variando de 50 a 70% para bolsas com solucdo aditiva e de 65 a 80 % para bolsas sem

solucdo aditiva (Portaria MS 158/2016).

Dentre os parametros avaliados nas analises de controle de qualidade de
hemocomponentes, o grau de hemolise ¢ um importante indicador utilizado para assegurar a
qualidade de armazenamento dos CH (SOWEMIMO-COKER, 2002). No Brasil, de acordo
com a Portaria MS 158/2016, o grau de hemolise considerado aceitavel em bolsas de CH deve
ser menor que 0,8% na data de vencimento em 75% dos hemocomponentes avaliados pelo
controle de qualidade. Da mesma forma o Conselho Europeu (2015) determina que o grau de
hemolise deve estar abaixo de 0,8% na data do vencimento da bolsa. Ja a Associagdo
Americana de Bancos de Sangue (2011) considera que as bolsas de CH devem ter o grau de

hemolise menor que 1%.

Para garantia da qualidade dos CH, a legislacdo brasileira determina que sejam
realizados o controle de qualidade de pelo menos 1% da producdo ou 10 unidades por més (o
que for maior). Além do grau de hemolise, sdo obrigatdrias a andlise do teor de hemoglobina
da bolsa, a determinagdao do hematdcrito e a realizacdo do teste microbiologico. Para CH
desleucocitados e CH com camada leucoplaquetdria removida também deve ser avaliado a

contagem de leucocitos (Portaria MS 158/2016).

Durante o periodo de armazenamento dos componentes eritrocitarios, a membrana da
hemacia sofre alteracdes bioquimicas e morfologicas. Essas mudangas sdo conhecidas como
lesdes de armazenamento ¢ um dos indicadores dessas lesdes ¢ o percentual de hemolise

(ADAMS et al., 2015).
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A hemolise se déa pelo dano ou rompimento da integridade da membrana da heméacia
com consequente liberagdo da hemoglobina (SOWEMIMO-COKER, 2002).A hemolise em
unidades de CH pode ser causada por diversos fatores, tais como: procedimentos inadequados
na coleta e no processamento do sangue, condi¢cdes impréprias de armazenamento,
contaminagdo bacteriana, algumas drogas ou substancias como penincilina, vitamina C e
outros fatores anormais no sangue do doador. Algumas padronizacdes de procedimentos de
producdo e estocagem sdo utilizadas para minimizar a hemolise em células vermelhas, porém
¢ esperado que alguma hemdlise ocorra nos hemocomponentes ao longo do armazenamento

(HAN, SERRANO, DEVINE, 2010).

Segundo Sowemino-Coker (2002), os procedimentos de coleta e preparo de
hemocomponentes nos bancos de sangue quando nao padronizados podem levar a lise de
hemadcias e liberagdo da hemoglobina no plasma sobrenadante. Alguns exemplos incluem:
tempo elevado entre coleta e centrifugacao das bolsas de sangue total, alta velocidade durante
homogeneizagdo do sangue com a solucdo anticoagulante durante a coleta e procedimentos
inadequados de centrifugacdo (altas velocidades de centrifugacdo utilizadas para maxima

recuperagdo de plasma que resultam em valores de hematdcrito acima de 80%).

Durante a estocagem dos CH, hé progressivo aumento da hemdlise com liberagdo da
hemoglobina no sobrenadante (fenomeno andlogo ao da hemolise intravascular).O teste de
hemolise ¢ realizado para certificagdo da qualidade deste hemocomponente durante sua
producdo e estocagem e para evitar os danos que a hemoglobina livre possa provocar nos
receptores, como a insuficiéncia renal aguda. A determinagdo do percentual de hemolise €
ainda importante para minimizar a transfusdo de amostras contaminadas por microrganismos.
Além disso, niveis elevados de potéssio e de hemoglobina em si podem causar complicagdes

significativas em alguns pacientes (JANATPOUR et al., 2004).

As implicagdes clinicas da hemolise em CH transfundidos em pacientes sdo muito
graves e podem provocar lesdes nos tecidos, endotélio e tiibulos proximais renais. A interagdo
da hemoglobina plasmatica com o 6xido nitrico causa disfungdo endotelial, sendo um fator de
risco para vasoconstricdo, adesdo leucocitdria e trombose intravascular. Substancias pro-
coagulantes e pro-inflamatérias provenientes da perda de microvesiculas da superficie da

membrana da hemacia lisada, afeta a microcirculagdo e consequentemente a hemodinamica

(ADAMS et al.2015).
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Certos plastificantes utilizados na fabrica¢do de bolsas de coleta de sangue também
estdo associados ao aumento de hemolise em CH durante o armazenamento. Bolsas
compostas por PVC (cloreto de polivinila) e o plastificante butyryl-n-trihexyl-citrate(BTHC)
estdo relacionadas com uma elevada concentragdo de hemoglobina livre, variando de 850 mg/
dL a 1,470 mg/dL. Ao contrario, hemocomponentes produzidos em bolsas fabricadas com o
di-(2-ethylhexyl) phthalate(DEHP), apresentam um menor grau de hemolise durante o
armazenamento (SOWEMIMO-COKER, 2002). O DEHP em contato com a membrana da

hemacia ¢ capaz de reduzir o grau de hemolise em até quatro vezes (HESS, 2014).

A temperatura do hemocomponente durante a processo de filtracdo e estocagem pode
influenciar na determinacdo da hemolise. Temperaturas extremas acima de 40° C ou abaixo
0°C afetam a membrana da hemdcia promovendo a lise da célula (HAN, SERRANO,
DEVINE, 2010). CH estocados em refrigeradores que nao sao monitorados adequadamente
podem sofrer hemolise pelo congelamento acidental das bolsas. Da mesma maneira o calor
excessivo promovido por seladores que sdo utilizados para separagdo de segmentos dos tubos
coletores ou equipamentos de conexao estéril usados para retirada de amostras podem causar

dano nas células (SOWEMIMO-COKER, 2002).

A liberacdo de perdxido de hidrogénio e proteases pelos leucocitos em CH nido
desleucocitados pode causar a lise das hemacias durante o periodo de armazenamento
(ADAMS et al., 2015). A leucorredugdo, realizada adequadamente, provavelmente melhora o
armazenamento das células vermelhas do sangue a partir de dois mecanismos. Primeiro
prevenindo a alta acdo metabolica dos leucocitos removendo-os antes destas células terem a
chance de consumir glicose e criar residuos através do rompimento. Segundo, a remog¢ao dos
leucocitos enquanto ainda estdo intactos previne a liberagdo de enzimas provenientes da
ruptura destas células e que poderiam causar dano as hemécias durante a o periodo de

armazenamento (HESS e GREENWALT, 2002).

A irradiacao de componentes sanguineos afeta a integridade da hemadcia, através do
aumento da fragilidade osmética, lise de células e liberagdo de potassio. Unidades de CH que
sofrem irradiagdo estdo mais propensas a sofrer hemolise durante a leucofiltracdo. Alguns
fatores sdo determinantes para a hemolise associados a filtracdo, como: a for¢a exercida na
bolsa de concentrado de hemécias para promover o escoamento do hemocomponente pelo

filtro, ordenha de segmentos das bolsas para coleta de amostras para analise, ar preso no filtro
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ou gerado durante a homogeneiza¢do do hemocomponente e temperaturas extremas durante a

filtragdo (SOWEMIMO-COKER, 2002).

De acordo com o um estudo realizado por Hesset al. (2009), com mais de 10.000
amostras de CH, foi possivel confirmar através de analises estatisticas que leucorredugdo, a
duracdo da estocagem, a quantidade de manitol presente em solucdes preservantes e o
hematocrito sdo fatores determinantes para a hemolise ao final da estocagem.De acordo com
Sowemino-Coker (2002), alguns fatores individuais nos doadores, como a diminui¢do da
deformabilidade e defeitos na membrana da hemadcia exercem grande influéncia na hemolise
espontanea ou decorrente do armazenamento. CH provenientes de doadores com deficiéncia
da glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PD) e trago falciforme, por exemplo, podem ocasionar
hemolise na bolsa. Componentes de doadores urémicos possuem baixa deformabilidade da

membrana da hemacia podendo ser responsaveis por hemolise mecanica.

As solugdes anticoagulantes utilizadas durante a coleta do sangue total foram
desenvolvidas para prevenir a coagulagdo e permitir o armazenamento das células vermelhas.
Originalmente formuladas para estocagem do sangue total, elas t€ém sido utilizadas nos
componentes sanguineos que sao preparados. Todas as solugdes contém citrato, acido citrico e
glicose, algumas delas podem conter ainda adenina, guanosina e fosfato. O citrato se liga ao
calcio para prevenir a coagulacdo.A glicose ¢ utilizada pelas células vermelhas durante a
estocagem. O acido citrico ¢ adicionado a solucdo para se obter uma concentracdo de ions
hidrogénio que ¢ suficientemente elevada no inicio do armazenamento a 4°C. Sem a adig¢@o do
acido citrico o sangue ficaria muito alcalino na temperatura de armazenamento. Durante o
preparo dos CH parte consideravel da glicose e adenina sdo removidas com o plasma. Dessa
forma, para melhorar a qualidade do CH ¢ necessario fornecer outros nutrientes através da

ressuspenssao das células em solugdes aditivas (COUNCIL OF EUROPE, 2015).

O desenvolvimento e melhoria das solu¢des anticoagulantes e aditivas para
concentrado de hemadcias permitiram o aumento do tempo de armazenamento, melhor
recuperagdo 24 horas in vivo ao final da estocagem e reducdo da hemolise. Consequentemente
esses avangos possibilitaram o aumento da seguranca e eficiéncia dos produtos sanguineos.
As primeiras solu¢des anticoagulantes permitiam o armazenamento do sangue por trés
semanas, como o ACD e CPD. Posteriormente, solucdes contendo citrato, fosfato, dextrose e

adenina (CPDALI) ou solugdes com CPD/SAG aumentaram o tempo de armazenamento do
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CH por cinco semanas. A primeira solucdo aditiva foi o SAG (salina, adenina e glicose) que
permitiu o armazenamento por 5 semanas. Porém, foi observado que o percentual de hemolise
era em média de 0,58%. A hemodlise dos CH armazenados variava muito de doador para
doador, sendo um fator limitante para o uso dessa soluc¢do. Foi entdo, que a adi¢do do manitol
a solucdo SAG (SAG Manitol), reduziu a hemolise em 50% e permitiu o armazenamento das

bolsas por 06 semanas (HEES, 2006).

Estabilizadores de membrana como o manitol sdo capazes de aumentar o tempo de

estocagem dos CH por 06 semanas com o SAG manitol e seus variantes AS-1 e AS-5(HESS e

GREENWALT, 2002).

Conforme estudo feito por Hess et al. (2009), altas concentragdes de manitol, contidas
na solu¢do AS-1 (42 mmol/L) permitem melhor prote¢do contra hemolise do que solugdes

como o0 SAG-M que contém menores concentragdes (30 mmol/L).

As solugdes aditivas permitem a manutencdo e viabilidade das células vermelhas,
mesmo quando 90% do plasma ¢ removido. O uso da glicose e adenina é necessario para
manter a viabilidade das células vermelhas apds a transfusdo. O manitol pode prevenir a

hemolise in vitro (COUNCIL OF EUROPE, 2015).

Apesar da existéncia de diretrizes nacionais e internacionais que determinam o grau de
hemolise aceitavel nos CH, ndo ha padroniza¢do em relagdo ao método ideal para mensurar o
percentual de hemolise. Existem diversos métodos para avaliar os parametros relacionados no
calculo do grau de hemolise e a escolha do método analitico pode influenciar de forma critica

os resultados (ACKER, CROTEAU, Y1, 2012).

Em um estudo feito por Hees et al. (2005) com 14 laboratérios dos Estados Unidos e
Unindo Européia para determinar a variabilidade de resultados de niveis de hemolise de CH,
demonstrou um coeficiente de variagdo de 54% para este pardmetro. Esse dado indica que
apesar dos métodos utilizados pelos laboratérios para analise da qualidade do armazenamento
dos CH demonstrarem boa precisdo, diferencas nos resultados entre os laboratorios podem

prejudicar analises comparativas.

O teste de hemolise foi primeiramente utilizado por Rous e Turner em 1916, quando

foi descrito a solugdo de estocagem do CH. Este método constitui um excelente parametro
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para determinacdo da qualidade do hemocomponente, sendo de facil execucdo, seguro e
barato, sendo diretamente relacionado com a funcdo da hemacia e¢ a toxicidade da

hemoglobina livre (HEES et al., 2009).

O grau de hemolise ¢ definido como percentual de hemoglobina livre em relagdo a
hemoglobina total. E calculado utilizando os valores de hemoglobina total, hemoglobina

plasmatica e hematocrito de acordo com a seguinte expressao(SOWEMIMO-COKER,2002):

L1 L. hemoglobina livre no plasma
Percentual de hemdlise(%) = (100 — Hematdcrito) X

hemoglobina total

Os métodos manuais utilizados para determinac¢do da concentracdo de hemoglobina de
uma amostra podem ser realizados através de: medida da cor, medida da capacidade de
combina¢do do oxigénio ou mondxido de carbono, dosagem do ferro. Os métodos para
determina¢do da hemoglobina por comparacdo de cor ou intensidade luminosa medem
qualquer pigmento inerte que possa estar presente como metahemoglobina ou
sulfohemoglobina. Os mais utilizados sdo o método da cianometahemoglobina (HiCN) e
oxihemoglobina. A exatiddo de ambos ¢ a mesma, porém o método da cianometahemoglobina

possui como vantagem a facil obtencao de um padrao de referéncia estavel(LEWIS, BRAIN,

BATES, 2006).

O Comité Internacional para Padronizagdo em Hematologia recomenda que as
determinagdes de hemoglobina total sejam realizadas pelo método da cianometahemoglobina
(HiCN). Esse método consiste na diluigdo do sangue em solu¢do contendo cianeto e
ferricianeto de potassio (Solucdo de Drabkin) (ZWART et al.,, 1996). A hemoglobina, a
metahemoglobina (Hi) e a carboxihemoglobina (HbCO), exceto a sulfohemoglobina (SHb)
sdo convertidas em cianometahemoglobina (HiCN). A absorbancia da solugdo ¢ medida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm, ou em colorimetro

fotoelétrico(LEWIS, BRAIN, BATES, 2006).

O padrao de cianometahemoglobina (HiCN) ¢ utilizado para padronizagdo e calibragdo
de medidas de hemoglobina de sangue total na maioria do hemoglobinémetros e analisadores
hematolégicos automatizados. O ICSH (International Council for Standardization in
Haematology) ¢ responsavel por fornecer a comunidade de laboratérios de hematologia

padrao de referéncia para hemoglobina (DAVIS, JUNGERIUS, 2009).
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Embora a solugdo de Drabkin contenha apenas 50 mg de cianeto de potéssio por litro,
e mais de 600 ml devam ser ingeridos para causar efeitos toxicos graves, o uso do cianeto ¢
visto como risco potencial. Dessa forma alguns reagentes alternativos tém sido propostos, tais
como a azida de sodio e o lauril sulfato de sodio, que convertem a hemoglobina em
hemiglobinazida e hemiglobinsulfato, respectivamente. Tais reagentes sdo usados em alguns
sistemas automatizados e ndo possuem padrdes estaveis disponiveis (LEWIS, BRAIN,

BATES, 2006).

Os métodos automatizados utilizam analisadores hematoldgicos e a maioria realiza
dosagem da hemoglobina por modificacdo do método manual de cianometahemoglobina. As
modifica¢des incluem a concentragdo dos reagentes, o pH das reagdes e a temperatura. Ha a
inclusdo de um detergente ndo-idnico para que ocorra a hemolise rapidamente e a turvagao
causada pelas membranas celulares e pelos lipideos plasmaticos possa ser reduzida. As
medidas de absorbancia sdo feitas em intervalos programados, a partir da mistura do sangue

com os reagentes (LEWIS, BRAIN, BATES, 2006).

A determinagcdo do hematdcrito pode ser realizada por método manual
(microhematdcrito) utilizando centrifuga¢do, método considerado como padrdo ouro, ou por
aparelhos semi-automatizados ou automatizados como os analisadores hematologicos
(ACKER, CROTEAU, YI, 2012). O método manual utiliza centrifugacdo para que os
eritrocitos fiquem completamente compactados. Mede-se entdo, com o auxilio de uma régua
de leitura apropriada, a propor¢ao entre as células compactadas e a coluna total (LEWIS,

BRAIN, BATES, 2006).

No método automatizado, o hematocrito € calculado de forma indireta através da
multiplicagdo do volume corpuscular médio (VCM) pela contagem de células

vermelhas(ACKER, CROTEAU, Y1, 2012).

Existem mais de vinte diferentes métodos desenvolvidos para determinacdo da
hemoglobina plasmatica para uso clinico em sangue humano (MALINAUSKAS, 1997). A
maioria deles se baseia nas caracteristicas do espectro de absor¢do da hemoglobina que
incluem a espectrofotometria em comprimento de ondas discreto, espectrofotometria derivada

e espectrofotometria de analise de varredura (SOWEMIMO-COKER, 2002).
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As andlises da hemoglobina plasmatica podem ser classificadas em técnicas Opticas
diretas em que a quantificagdo ¢ baseada na absorbancia da oxihemoglobina nos
comprimentos de onda de 415, 541 ou 577 nm. Alguns exemplos desses métodos sao: Cripps,
Kahn, Porter, Shinowara, Primeira Derivada, Harboe e Fairbanks AIl.Existem, também as

técnicas quimicas, tais como a tetrametilbenzidina ou cianometahemoglobina.

(MALINAUSKAS, 1997).

Embora usado por poucas instituigdes, os métodos espectrofotométrico Optico

diretosao seguros, faceis e mais precisos € acurados que os métodos quimicos (SOWEMIMO-

COKER, 2002).

O método da cianometahemoglobina modificado (micromodificacdo do método de
Drabkin) usado para anélise da hemoglobina plasmatica produz resultados lineares na faixa de
5 a 2000 mg/dL. Esse método se compara bem com o procedimento de tetrametilbenzidina e
possui como vantagens a rapidez, simplicidade e estabilidade. O método consiste na dilui¢ao
do plasma sobrenadante no reagente de Drabkin. A hemoglobina livre € convertida em
cianometahemoglobina e a absorbancia ¢ medida no espectrofotdmetro no comprimento de

onda de 540 nm (MOORE, LEDFORD, MERYDITH,1981).
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2. Justificativa

Nos servigos de hemoterapia existem variados métodos para determinagdo do grau de
hemolise em CH. Tem sido demostrado na literatura que a variabilidade de técnicas pode
conduzir a valores que impedem a comparagdo dos resultados entre os laboratorios de

controle de qualidade (HAN, SERRANO, DEVINE, 2010).

Para determinagdo do grau de hemolise em concentrado de hemacias sdo necessarias a
andlise da hemoglobina total, hemoglobina plasmatica e hematocrito. Esses trés testes podem

ser mensurados por técnicas manuais ou automatizadas.

A automacgdo permite a realizagdo dos testes de forma mais rapida e quando os
equipamentos estdo corretamente calibrados ¢ possivel atingir o mesmo grau de acuracia das

técnicas manuais.

O Laboratério de Controle de Qualidade da Fundacdo Hemominas, localizado em
Belo Horizonte, Minas Gerais, realiza por més, aproximadamente 440 testes de hemolise em
hemocomponentes produzidos pelo Hemocentro de Belo Horizonte e algumas unidades da
Funda¢do Hemominas. Utiliza-se o método espectrofotométrico para determinacao da
hemoglobina plasmatica, e 0 método automatizado para determinacdo da hemoglobina total e
hematocrito. Nas demais unidades da Hemominas, que possuem laboratério de controle de
qualidade local, o método utilizado para quantificagdo da hemoglobina plasmatica ¢ o
espectrofotométrico e nos laboratérios que nido dispdem de analisador hematoldgico sdo
utilizados os métodos manuais microhematocrito e cianometahemoglobina para analise do
hematocrito e hemoglobina total, respectivamente.A determinacdo manual da hemoglobina
plasmatica € trabalhosa e assim como outras técnicas manuais, utilizadas para andlise dos
demais hemocomponentes no laboratdrio de controle de qualidade, consomem muitas horas
de trabalho dos profissionais do laboratério. O método manual espectrofotométrico para
dosagem de hemoglobina plasmatica utilizada na Hemominas, assim como em diversos
Hemocentros brasileiros, segue os procedimentos descritos no Manual para Controle de
Qualidade de sangue total e Hemocomponentes da Redsang-Sibratec de 2011. Porém, durante
a revisao de literatura, ndo foram encontrados artigos cientificos com a descri¢ao dessa

técnica.
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A determina¢do da hemoglobina plasmatica através de um método automatizado,
como o sistema HemoCue plasma/Low, associada a determinagcdo de hemoglobina total e
hematdcrito através do uso de analisador hematoldgico automatizado permitird ao laboratdrio
de controle de qualidade a realizacdo de um maior nimero de testes de hemolise de forma

objetiva e rapida.

Portanto, torna-se relevante avaliar alguns métodos disponiveis para determinacao do
grau de hemolise e avaliar qual seria a técnica mais adequada para utilizagdo em um servigo

de hemoterapia, tendo em vista a linearidade, reprodutibilidade, objetividade e praticidade.
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3. Hipotese

O uso de métodos automatizados para realizacdo de testes laboratoriais, apesar de
possuirem um custo mais elevado, sdo mais reprodutiveis que os métodos manuais. A
utilizacdo do método azida metahemoglobina do HemoCuePlama/LowHb, para quantificagao
da hemoglobina plasmatica e consequentemente determinagdo do grau de hemolise em CH,

permite obter resultados equivalentes ao método espectrofotométrico otico.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Avaliar a concordancia entre métodos manuais de Drabkin (cianometahemoglobina),
espectrofotométrico oOtico e método automatizado azida metahemoglobina
(HemoCue® Plasma/LowHDb) para determinag¢do do grau de hemolise em CH durante

o armazenamento em relagdo a linearidade, reprodutibilidade, praticidade e

viabilidade.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar a concordancia entre os métodos da azida metahemoglobina (HemoCue®
Plasma/Low Hb), Drabkin (cianometahemoglobina) e espectrofotométrico optico para

determinag@o de hemoglobina plasmatica.

Avaliar a concordancia entre o método azida metahemoglobina (Hemo Control) e
método automatizado por meio de analisador hematolégico (Cell Dyn Ruby) para

determina¢do da hemoglobina total.

Avaliar a concordancia entre o método manual de microhematocrito e método
automatizado por meio de analisador hematoldgico (Cell Dyn Ruby) para

determinagao do hematdcrito.

Identificar a técnica mais adequada para utilizagdo em um servico de hemoterapia,

tendo em vista a linearidade, reprodutibilidade, objetividade e praticidade.
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5. Métodos

5.1. Amostragem

Os hemocomponentes analisados foram os CH produzidos pelo Hemocentro de Belo
Horizonte e previamente separados para o Laboratorio de Controle de Qualidade da Fundagao

Hemominas.

As amostras foram obtidas de 59 bolsas de concentrado de hemécias (CH), sendo 29
coletadas em bolsas triplas com anticoagulante CPDA-1 e 30 coletadas em bolsas triplas “7op
and Bottom” com anticoagulante CPD e solucdo aditiva SAG-Manitol. As analises de

hemoglobina total, hemoglobina plasmatica e hematdcrito foram realizadas em todas as

unidades nos dias 1, 19 e 35 para CPDA-1 e 1, 19 e 42 para as bolsas com SAG-Manitol.

Do total de bolsas separadas para o Laboratorio de Controle de Qualidade,
semanalmente e de forma aleatoria, cinco de cada tipo foram aproveitadas para realizagdo dos

testes propostos neste estudo.

O projeto de pesquisa foi avaliado pelo Comité de Etica da Fundagio Hemominas e

aprovado em 07/01/2015 pelo parecer de nimero 930.061 (Anexo).

5.2. Ensaios de linearidade

Os ensaios de linearidade foram realizados nas diversas técnicas utilizando amostras
de concentrado de hemacias CPDA-1. As amostras foram diluidas tentando-se obter aliquotas
com variadas concentragdes de hemoglobina total, hematdcrito e hemoglobina plasmatica

para cobrir a faixa de linearidade de cada método analisado.
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5.2.1. Linearidade, Hemoglobina Plasmatica

Para determinacdo da linearidade da hemoglobina plasmatica nos métodos de Drabkin,
Espectrofotométrico ¢ HemoCue Plasma Low, foi utilizada uma amostra de concentrado de
hemacias CPDA1 com valor de hemoglobina de 22,7 g/dL. Foi escolhida uma bolsa CH
CPDAI, devido a concentragdo de hemoglobina total ser mais elevada nesse tipo de
hemocomponente. O valor de hemoglobina (22,7 g/dL) foi obtido no analisador hematologico
Cell Dyn Ruby. A partir desta amostra foram realizadas varias diluicdes afim de se obter
variadas amostras com diferentes concentragdes de hemoglobina. Foram obtidas 13 amostras
diferentes que foram utilizadas em cada método analisado. A Tabela 1 descreve as amostras

obtidas apos as diluigdes realizadas.

Tabela 1. Concentragdes de hemoglobina obtidas a partir de diferentes diluicdes de uma
mesma amostra

Amostras

Identificaca t Diluigéo 1
dentificacdo da amostra iluicao 1/x Valor esperado de Hb (/dL)

1 1 22,700
2 2 11,350
3 4 5,675
4 7 3,243
5 8 2,838
6 2,522
7 20 1,135
8 200 0,114
9 400 0,057
10 800 0,028
11 2000 0,011
12 4000 0,006
13 10000 0,002

Hb: hemoglobina
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5.2.2. Linearidade, Hemoglobina total e Hematocrito

Para verificacdo da linearidade do analisador hematolégicoCell Dyn, do
hemoglobinometro ¢ do método de microhematocrito, foram utilizadas trés amostras de
concentrado de hemadacias CPDAI1. Cada amostra possuia uma concentragdo diferente de
hemoglobina e de hematocrito. As amostras foram diluidas e cada aliquota obtida foi testada
para hemoglobina e/ou hematocrito no analisador hematoldgico, hemoglobindmetro EKF e

técnica do microhematocrito.

5.3.Determinacao da hemoglobina total

5.3.1. Método Azida metahemoglobina (HemoControl-EKF)

As amostras foram diluidas 1/2 na solugdo diluidora Readyn. As mesmas foram
colocadas por capilaridade nas microcuvetas e inseridas no hemoglobindmetro. As
absorbancias das amostras foram medidas nos comprimentos de onda de 570 ¢ 880 nm. O
método de dosagem da hemoglobina utilizado pelo hemoglobindmetro portatil HemoControl
EKF ¢ a‘“azidametahemoglobina”. Os resultados foram obtidos em aproximadamente 25

segundos.

Em todos os testes foram utilizadas amostras controle em 3 niveis de concentracao

distintos.

5.3.2. Analisador Hematologico automatizado

As amostras foram diluidas 1/2, utilizando 300 pL do concentrado de hemacias em
300 pL do liquido diluidor do analisador hematoldgico. O valor de hemoglobina total

foideterminado pelo contador hematologico Cell Dyn Ruby.
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5.4.Determinaciao da hemoglobina plasmatica (hemoglobina livre)

Os sobrenadantes de plasma de cada amostra foram obtidos ap6s uma etapa de centrifugacao.
As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos e separadas imediatamente,

tomando-se o cuidado de ndo atingir a camada de hemacias sedimentadas.

5.4.1. Espectrofotométrico dtico

As amostras foram diluidas 1:10 utilizando-se 1800 pL de 4gua destilada e 200 pL do
plasma sobrenadante. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada nos comprimento de
onda de 370 nm, 415 nm, 510 nm, 577 nm e 600 nm em espectrofotdmetro. O calculo para
determinagdo da concentragdo de hemoglobina livre no plasma ¢ usualmente efetuado de

acordo com as seguintes expressoes (REDSANG, 2011):

Se a leitura em 415 for menor que 1,5, a Hb plasmatica (g/dL) ¢ dada por

1,6125 x diluicao,
113,22

sendo
X =leitura 510 nm + (leitura 3710 nm — leitura 510 nm) x 0,68

e
Y=leituradl5nm—-X.

Se a leitura em 415 for maior que 1,5, a Hb plasmatica (g/dL) ¢ dada por

Y
——1,6125 x diluicao,
13,64

sendo

X =leitura 600 nm + (leitura 510 nm — leitura 600 nm) x 0,26

Y=leitura57TTnm —-X.
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5.4.2. Método Azida metahemoglobina do HemoCue® Plasma/Low Hb

O sistema fotométrico para leitura de hemoglobina em baixas concentragdes
HemoCue® Plasma/Low Hb utiliza microcuvetas em que ocorrem a reacdo modificada da
azidametahemoglobina. As amostras foram colocadas nas microcuvetas por capilaridade e
estas inseridas no analisador. As absorbancias das amostras foram medidas nos comprimentos
de onda de 570 e 880 nm. A concentra¢do de hemoglobina foi determinada pela absorbancia
em 570 nm e a absorbancia em 880 nm foi utilizada para compensar o grau de turbidez. Os
resultados foram obtidos ap6s 60 segundos. Nao foi necessaria a dilui¢do das amostras. Em
todos os testes foram utilizadas amostras controle comerciais da marca Eurotrol em3 niveis de

concentracgao distintos.
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5.4.3. Método de Drabkin

Apo6s a etapa de centrifugacdo descrita no item 5.4, as amostras foram diluidas 1/5,

utilizando 400uL do plasma sobrenadante em 1600 uL da solugdo Drabkin.

A amostra foi incubada durante cinco minutos em temperatura ambiente e a leitura da
absorbancia foi determinada em 540 nm em espectrofotdometro. O resultado final foi obtido
aplicando a absorbancia na curva de calibracdao.O reagente de Drabkin foi utilizado como
branco para zerar o equipamento. A curva de calibragdo foi preparada em triplicata, diluindo
aliquotas de padrdo comercial de hemoglobina (11,2 g/dL) da marca Bioclin com a solugdo de

Drabkin.

5.5. Métodos para determinacio de hematocrito

O hematdcrito automatizado foi determinado utilizando-se o analisador hematologico
Cell Dyn Ruby. As amostras foram diluidas 1/2, utilizando 300uL do concentrado de

hemacias em 300 pL em do liquido diluidor do analisador hematoldgico.

O hematocrito também foi determinado manualmente pela técnica do
microhematocrito. As amostras concentradas foram colhidas em tubos capilares e processados
na centrifuga de microhematocrito. As leituras dos resultados foram feitas utilizando régua

para leitura propria para leitura de microhematdcrito.

5.6. Calculo do percentual de hemdlise

O célculo para determinagdo do grau de hemolise nas bolsas de CH foi realizado de

acordo com a seguinte expressao:

hemoglobina livre no plasma (g/dL)
hemoglobina total (g/dL)

% de hemolise = (100 - Hemat(’)crito) X
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Foram utilizadas varias combinagdes entre os métodos descritos nos itens anteriores

para determinacdo do grau de hemolise.

5.7. Testes microbioldgicos

Em todos os CH foi realizada analise microbioldgica com um dia apds a coleta e no
dia do vencimento da bolsa. Os testes foram realizados sem abertura do sistema em frascos de
hemocultura da marca BD- Bactec Standard. Os frascos foram incubados na incubadora BD

Bactec e o resultado final foi obtido apds cinco dias da data da inoculagao.

5.8.Variabilidade inter-ensaio (Reprodutibilidade)

5.8.1. Reprodutibilidade- Hemoglobina Livre

Para verifica¢do da reprodutibilidade da hemoglobina livre nos métodos de Drabkin,
Espectrofotométrico e HemoCue® Plasma Low foram utilizadas duas amostras de CH
CPDAI, colhidas em momentos distintos. Cada amostra foi centrifugada em 3000 RPM por
20 minutos e o sobrenadante foi retirado e aliquotado em dez tubos que foram mantidos
congelados em freezer -30°C até o momento da realizagdo dos testes. As aliquotas foram
testadas em dez dias diferentes, sendo que para a realizagdo do teste nos métodos de Drabkin
e espectrofotométrico foi realizada a diluicdo do sobrenadante. No método de Drabkin foi
realizada a diluicao 1:5 e no espectrofotométrico 1:10. No método HemoCue® Plasma Low

as amostras foram analisadas sem necessidade de diluicao.

5.8.2. Reprodutibilidade- Hemoglobina e Hematocrito

A reprodutibilidade da hemoglobina no hemoglobinometro EKF e no Cell Dyn e do
hematocrito no método de microhematocrito e no Cell Dyn foi realizada utilizando trés
amostras de concentrado de heméacias (duas bolsas CPDA1 e uma CPD/SAG manitol)
colhidas em trés meses distintos. Para as andlises no Cell Dyn e hemoglobindmetro, a partir

de cada amostra concentrada foram realizadas dez dilui¢cdes 1:2 e as aliquotas diluidas foram
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mantidas em geladeira. Para o método de microhematdcrito, cada amostra foi aliquotada em
dez tubos, sem necessidade de diluigdo. Foram realizados dois testes em periodos distintos do

dia, durante cinco dias consecutivos em cada método analisado.

5.9. Variabilidade intra-ensaio (Repetitividade)

5.9.1. Repetitividade-Hemoglobina Livre

Foram utilizadas trés amostras de CH, sendo uma bolsa CPDA1 e duas bolsas CPD/
SAG manitol. Cada amostra foi colhida em meses diferentes e as mesmas foram centrifugadas
em 3000 rpm por 20 minutos. Para andlise da repetitividade da hemoglobina livre nos
métodos de Drabkin e espectrofotométrico, o sobrenadante de cada amostra foi diluida 1:5 e
1:10, respectivamente. Foram obtidas dez aliquotas diluidas de cada amostra que foram
testadas em um mesmo dia. A repetitividade da hemoglobina livre no HemoCue® Plasma
Low foi realizada utilizando o sobrenadante de cada amostra que foi testado por dez vezes

consecutivas em um mesmo dia.

5.9.2. Repetitividade — Hemoglobina total e hematocrito

As andlises de repetitividade no Cell Dyn, hemoglobinometro e microhematocrito
foram realizadas utilizando quatro amostras de concentrado de hemadcias, sendo duas amostras
CPDALI e duas CPD/SAG manitol. Para as andlises no Cell Dyn e hemoglobinometro foi
obtida uma unica aliquota de cada amostra com dilui¢ao 1:2. A aliquota diluida foi processada
por dez vezes seguidas em cada equipamento em um mesmo momento. Os testes de
hematocrito no método microhematdcrito foram realizados com amostras concentradas, sem
diluicdo. As andlises no microhematdcrito foram feitas a partir de cada amostra concentrada,

utilizando-se dez capilares que foram centrifugados em um mesmo momento.
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5.10. Analise estatistica

5.10.1. Comparacoes de hemoglobina total, hemoglobina plasmatica, hematocrito e he-
molise ao longo do armazenamento

As médias de hemoglobina total, hemoglobina plasmatica e hematdcrito foram
comparadas entre os periodos de armazenamento por modelos lineares de efeitos mistos
(LITTELL et al., 2006). Estes modelos consideram um efeito aleatorio, que identifica uma
mesma bolsa de CH CPDA 1 ou CPD/SAG manitol ao longo do tempo. As médias de
minimos quadrados (Least Squares Means), estimadas por estes modelos, foram comparadas

duas a duas, permitindo identificar diferencas entre momentos distintos de armazenamento.

Os modelos de efeitos mistos foram ajustados com o auxilio do programa estatistico

SAS versao 9, sendo o nivel de significancia fixado em 5%.

5.10.2. Analise da concordéncia entre as determinac¢oes de hemoglobina plasmatica, he-
moglobina total, hematocrito e hemolise obtidas pelos diferentes métodos

Para avaliar a concordancia entre as determinacdes de hemoglobina plasmatica,
hemoglobina total e hematdcrito obtidos pelos diferentes métodos foram utilizados graficos

de dispersao e de Bland-Altman (BLAND, ALTMAN, 1986).

A Figura lexemplifica um grafico de dispersao construido para uma amostra de n = 30
pares de observagdes ficticias de hemoglobina total, obtidas independentemente por dois
diferentes métodos (denotados arbitrariamente Métodos 1 e 2). Estas observagoes sao exibidas
na Tabela 2, juntamente com as diferengas entre as observagdes de cada par e as respectivas

médias.
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Figura 1. Grafico de dispersao, dados ficticios (Tabela 2).
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Figura 2. Graficos de dispersao, considerando quatro diferentes conjuntos de dados ficticios.

O grafico da Figura 1 descreve os pares de observacdes ficticias de
hemoglobina total obtidas pelos Métodos A e B, representados nos eixos das abscissas e das
ordenadas, respectivamente. A linha azul ¢ a diagonal que passa pela origem do grafico e
descreve as coordenadas em que os métodos apresentariam valores idénticos de hemoglobina
total. Um ponto posicionado acima da linha azul representa um par de observagdes em que o
M¢étodo B produziu um valor de hemoglobina total maior que o produzido pelo Método A.
Analogamente, um ponto posicionado abaixo da linha azul representa um par de observacdes
em que o Método A produziu um valor de hemoglobina total maior que o produzido pelo
M¢étodo B. A linha vermelha pontilhada, obtida por uma regressao linear, descreve uma reta
de minimos quadrados que passa pelos pontos apresentados no grafico. Quando os Métodos A
e B apresentam observacdes perfeitamente concordantes, todos os pontos estardo
representados sobre a linha azul, que coincidira com a linha vermelha. Quando os Métodos A
e B apresentam observacdes satisfatoriamente concordantes, espera-se que os pontos do
grafico estejam aleatoriamente dispersos ao redor da linha azul. Neste caso, a linha vermelha

pontilhada estara proxima a linha azul.
A Figura 2 apresenta graficos de dispersao considerando quatro diferentes cenarios:

(a) No Painel (a) da Figura 2, ¢ representada a situacdo em que o Método B
sistematicamente produz observacdes maiores que o Método A. As linhas azul e

vermelha sdo paralelas.
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(b) No Painel (b) da Figura 2, ¢é representada a situacdo em que o Método A
sistematicamente produz observacdes maiores que o Método B. As linhas azul e

vermelha sdo paralelas.

(c) No Painel (c) da Figura 2, ¢ representada a situacdo em que o Método B produz
observagdes maiores que o Método A, mas, em média, as diferengas entre as
observacdes de cada par aumentam a medida que os valores de hemoglobina total

tornam-se maiores. As linhas azul e vermelha agora nao sdo paralelas.

(d) No Painel (d) da Figura 2, ¢ representada a situagdo em que o Método A produz
observagdes maiores que o Método B, mas, em média, as diferengas entre as
observagoes de cada par aumentam a medida que os valores de hemoglobina total

tornam-se maiores. As linhas azul e vermelha agora nao sdo paralelas.

Em todos os painéis da Figura 2, observa-se que ha uma grande correlacdo entre as
observagoes produzidas pelos dois métodos, mas as diferencas observadas entre as linhas azul
e vermelha sugerem que ndo ha concordancia entre os métodos. Assim, coeficientes de
correlagdao de Pearson nao sdo adequados para analises de concordancia (BLAND, ALTMAN,

1986).
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Figura 3. Grafico de Bland-Altman, dados ficticios (Tabela 2).
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Embora os graficos de dispersao descrevam satisfatoriamente a distribuicdo dos pares
de observagdes obtidas pelos métodos em comparagdo, a observagdo visual das diferencas
entre as retas azuis e vermelhas dos graficos da Figura 2 ndo quantifica objetivamente a
concordancia (ou auséncia da concordancia) entre os métodos. Os graficos de Bland-Altman,
por sua vez, trazem os limites de concordancia que permitem uma avaliagdo mais objetiva. A
Figura 3 ilustra a aplicagdao de um gréafico de Bland-Altman as observacdes exibidas na Tabela
2, que também exibe as diferengas entre as observacdes de cada par e as respectivas médias.
O gréfico de Bland-Altman ¢ um gréafico da dispersdo entre as médias das observagdes (eixo
das abcissas) e as diferencas entre as observagdes (eixo das ordenadas). Em adicdo, o grafico
exibe linhas horizontais que descrevem a posi¢cao da média das diferengas e os chamados
limites de concordancia. Estes limites sdo dados pela soma e subtracdo entre a média das
diferencas e dois desvios padrao (dp) das diferencas. Sob o pressuposto de que as diferengas
entre as observacdes possuem uma distribui¢do populacional préxima a uma curva normal,
espera-se que aproximadamente 95% das observacdes encontrem-se no interior destes limites
de concordancia. Este percentual se deve as propriedades de uma distribuigdo normal, dado
que em uma curva teorica 95% da populagdo se encontram dentro do intervalo de £ 2 desvios
padrdo da média. Assim, nos graficos de Bland-Altman, é sempre esperado que a maioria dos

pontos (ou, em alguns casos, todos os pontos) esteja dentro destes limites.

Tabela 2. Resultados ficticios de hemoglobina total (g/dL) obtidos pelos métodos 1 e 2.

Método 1  Método 2 Diferengas  M¢édias

1 23,5 234 0,1 23,45
2 25,6 24,2 1,4 24,90
3 26,2 25,6 0,6 25,90
4 25,6 25,2 0,4 25,40
5 21,3 21,0 0,3 21,15
6 23,5 22,5 1,0 23,00
7 22,7 23,2 -0,5 22,95
8 23,5 23,8 -0,3 23,65
9 22,9 23,0 -0,1 22,95
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10 22,5 23,0 -0,5 22,75
11 22,9 21,7 1,2 22,30
12 23,1 23,9 -0,8 23,50
13 249 24,7 0,2 24,80
14 23,0 22,7 0,3 22,85
15 26,2 26,7 -0,5 26,45
16 24,6 24,7 -0,1 24,65
17 23,7 23,5 0,2 23,60
18 23,6 23,9 -0,3 23,75
19 22,5 223 0,2 22,40
20 25,9 25,8 0,1 25,85
21 23,6 24,4 -0,8 24,00
22 21,2 21,2 0,0 21,20
23 23,3 23,1 0,2 23,20
24 20,9 21,1 -0,2 21,00
25 233 22,3 1,0 22,80
26 23,9 24,6 -0,7 24,25
27 24,9 25,1 -0,2 25,00
28 21,8 21,5 0,3 21,65
29 22,4 22,2 0,2 22,30
30 22,9 22,8 0,1 22,85

Sob o pressuposto de que as observagdes obtidas dos dois métodos s@o concordantes,
espera-se que a média das diferencas (descrita no grafico da Figura 3 por uma linha horizontal
continua) seja razoavelmente proxima a zero (representado pela linha azul pontilhada, na
Figura 3). Se a média ¢ superior a zero, a uma distancia considerada de grande magnitude
pelo pesquisador, tem-se que o Método 1 tem a tendéncia de produzir sistematicamente
observagdes maiores que o Método 2. Analogamente, tem-se que o Método 1 tem a tendéncia

de produzir sistematicamente observagdes menores que o Método 2 se a média das
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observacdes ¢ menor que zero, em uma diferenca considerada de grande magnitude pelo

pesquisador.

Em adigdo, a avalia¢do da concordancia também considera a amplitude dos limites de
concordancia. No gréafico da Figura 3, os limites inferior e superior sdo, respectivamente,
-1,01 g/dL e 1,20 g/dL. Assim, se aproximamos estes valores para 1,2, espera-se que em 95%
dos casos a diferenga entre as observagdes produzidas pelos Métodos 1 e 2 ndo ultrapassem o
valor de 1,2 g/dL. Se este valor ¢ considerado razoavelmente pequeno pelo especialista,
entende-se que ha uma aceitavel concordancia entre os dois métodos. Observa-se, portanto,
que a interpretacdo correta de um grafico de Bland-Altman ¢ dependente da avaliagdo do
especialista, ao se avaliar o que ele considera aceitdvel como uma diferenca entre os dois
métodos. Informagdes mais detalhadas sobre o grafico de Bland-Altman podem ser obtidas

em Bland e Altman (1986; 1999).

O gréfico de Bland-Altman, como o ilustrado na Figura 3, tem por pressuposto que as
diferencas entre as observacgdes de cada par (mostradas no eixo das ordenadas) distribuem-se
aleatoriamente ao redor das suas médias, sem uma tendéncia a modificarem-se de acordo com
as médias das observagdes (mostradas no eixo das abscissas) (BLAND, ALTMAN, 1999).
Quando esse pressuposto nao ¢ atendido, Bland e Altman (1999) sugerem que seja ajustado
um modelo de regressdo linear simples entre as diferengas entre os métodos (D) e as médias

entre os métodos (4), na forma

D =bo+ biA.

O passo seguinte consiste em testar a hipotese nula Ho: b1 = 0. Se essa hipotese ndo ¢
rejeitada, considera-se que as diferencas D ndo tendem a se modificar de acordo com as
médias 4, e entdo se apresenta o grafico de Bland-Altman como exemplificado na Figura 3.
Se Ho ¢ rejeitada, apresenta-se a média de D de acordo com a reta de regressdo e os limites de

concordancia 95% sdo dados por

bo + b1A=£1,96 dp(r),

sendo dp(r) o desvio padrao dos residuos (BLAND, ALTMAN, 1999).
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Para ilustrar esta situacdo, a Tabela 3 exibe resultados de hemoglobina livre (g/dL)
obtidos pelos métodos 1 (Drabkin) e 2 (Espectrofotométrico). A Figura 4 exibe graficos de

dispersao (painel (a)) e de Bland-Altman (Painel (b)) para estes dados.

Tabela 3. Resultados de hemoglobina livre (g/dL) obtidos pelos métodos 1 (Drabkin) e 2

(Espectrofotométrico).

Método | Método2  Diferencas  Médias (4)

(D)
1 0,0620 0,0289 0,0331 0,04545
2 0,0765 0,0337 0,0428 0,05510
3 0,0885 0,0356 0,0529 0,06205
4 0,0885 0,0299 0,0586 0,05920
5 0,0378 0,0145 0,0233 0,02615
6 0,1312 0,0390 0,0922 0,08510
7 0,0918 0,0427 0,0491 0,06725
8 0,1811 0,0941 0,0870 0,13760
9 0,1642 0,0984 0,0658 0,13130
10 0,0966 0,0419 0,0547 0,06925
11 0,0596 0,0235 0,0361 0,04155
12 0,0547 0,0263 0,0284 0,04050
13 0,0724 0,0401 0,0323 0,05625
14 0,0918 0,0404 0,0514 0,06610
15 0,0926 0,0518 0,0408 0,07220
16 0,1030 0,0325 0,0705 0,06775
17 0,0531 0,0130 0,0401 0,03305
18 0,0781 0,0410 0,0371 0,05955
19 0,0901 0,0278 0,0623 0,05895
20 0,1111 0,0451 0,0660 0,07810
21 0,1054 0,0457 0,0597 0,07555
22 0,0797 0,0285 0,0512 0,05410

23 0,1376 0,0896 0,0480 0,11360



24 0,2173 0,1255 0,0918 0,17140
25 0,1087 0,0378 0,0709 0,07325
26 0,1988 0,0884 0,1104 0,14360
27 0,1360 0,0630 0,0730 0,09950
28 0,0958 0,0338 0,0620 0,06480
29 0,1706 0,0730 0,0976 0,12180
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Considerando os dados da Tabela 3, o ajuste de um modelo de regressao da forma D =

bo + b1A traz as estimativas -0,01224 e 0,56610 para bo e b1, respectivamente. Ao testarmos a

hipotese nula Ho: b1 = 0, foi encontrado um valor-p menor que 0,01, evidenciado que as

diferengas D crescem (b1>0) conforme as médias A. O painel (a) da Figura 4 evidencia que as

observagdes encontradas segundo o método 1 tendem a ser maiores que as encontradas

segundo o método 2, dado que os pontos encontram-se todos abaixo da diagonal representada

pela linha azul. Em adi¢@o, no painel (a), as retas vermelha e azul ndo sdo paralelas, como

exemplificado nos painéis (a) e (b) da Figura 2. A reta vermelha distancia-se da reta azul a

medida que as observagdes crescem. O painel (b) da Figura 4 mostra o grafico de Bland-

Altman, sendo que a reta vermelha continua se refere as médias das diferengas, que crescem

conforme a expressao

Espectrofotométrico (g/dl)

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

D =-0,01224 + 0,566104

(a) Hb livre, Drabkin - Espectrofotométrico
Gréfico de dispersdo

Diferencas (g/dl)

0.00

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Drabkin (g/dl)

0.12
1

0.10

0.08
1

0.06
1

0.04

0.02
1

(b) Hb livre, Drabkin - Espectrofotométrico
Gréfico de Bland-Altman

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Médias (g/dl)

Figura 4. Graficos de dispersao e de Bland-Altman, dados da Tabela 3.
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As retas vermelhas pontilhadas mostradas no painel (b) da Figura 4 sdo os limites de

concordancia 95%, dados por

D =-0,01224 + 0,566104% 1,96 X 0,01047,

sendo dp (r) = 0,01047. A interpretagdo do grafico de Bland-Altman prevalece como no

exemplo anterior.

Os graficos de dispersdo e de Bland-Altman foram construidos no programa R

(CRAWLEY, 2012).

A reprodutibilidade e repetitividade de cada método foram ilustradas por graficos, Os graficos
expressam a média (linha continua), média + 2 desvios-padrdo (linha pontilhada superior) e
média -2 desvios-padrao (linha pontilhada inferior) dos ensaios realizados (mostrados no

Apéndice).
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6. Resultados

6.1. Curva de calibracao de hemoglobina

Para determinar os valores de hemoglobina livre a partir do método de Drabkin, foi
elaborada uma curva de calibragdo de hemoglobina a partir de uma amostra padrao. A Tabela
4 exibe os valores da absorbancia em 540 (nm), obtidos por triplicatas, € as respectivas
médias, de acordo com alguns valores especificados de diluicdo. O valor padrio da
hemoglobina foi estabelecido em 11,2 g/dL pelo fabricante. Assim, os valores esperados de
hemoglobina apresentados na Tabela 4 sdo dados pelo quociente entre 11,2 e o fator de

diluicao.

Tabela 4.Valores da absorbancia em 540 (nm), segundo diluicao.

Diio 1 IT“phcajs (nmi Tripliontss esperads (gl
(am)

25 2,731 2,691 2,661 2,694 0,448
40 1,838 1,835 1,834 1,836 0,28
&0 0,927 0,882 0,924 0911 0,14
100 0,746 0,712 0,722 0,727 0,112
160 0,458 0,467 0,436 0,454 0,07
200 0,379 0,376 0,391 0,382 0,056
400 0,182 0,186 0,180 0,183 0,028
800 0,090 0,085 0,090 0,088 0,014
1600 0,042 0,044 0,044 0,043 0,007
3200 0,016 0,016 0,016 0,016 0,0035

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0

nm: nandmetros; Hb: hemoglobina
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A curva de calibragdo de hemoglobina esta representada na Figura 5. Utilizando o
programa R, ajustou-se um modelo linear de intercepto nulo, considerando as médias das
triplicatas como variavel dependente e a Hb esperada como varidvel independente, obtendo-se

um coeficiente de inclinacdo estimado em b = 6,21. Desta forma, obteve-se um fator de

correcao de 1/6b=0,161.

25

20

Absorbancia (nm)

0.5

0.0

T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04

Hemoglobina (g/dl)

Figura 5.Curva de calibracao de hemoglobina

6.2.Ensaios de Linearidade

6.2.1. Linearidade, Hemoglobina Plasmatica

A partir das amostras obtidas, descritas na Tabela 1, foram realizadas novas dilui¢des
para que fosse avaliado a linearidade da hemoglobina plasmatica em cada método proposto.
As Tabelas 5, 6 e 7 apresentam os valores de hemoglobina plasmatica encontrados nas

técnicas de Drabkin, HemoCue Plasma Low e espectrofotométrico, respectivamente.
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Tabela S.Linearidade da hemoglobina plasmética obtida pelo método Drabkin.

Absz)rbﬁ)ncia Média Hb calculada
SRy nm
Amostra Dl(llu/f;O duplicatas dup(liiisatas Ho (es}l(:;c;,jado e
(A) om P e x
: (B) 0,161
1 200 0,826 0,822 0,824 22,700 26,533
2 100 0,792 0,821 0,8065 11,360 12,985
3 100 0,395 0,4 0,3975 5,680 6,400
7 40 0,184 0,215 0,1995 1,136 1,285
8 5 0,173 0,172  0,1725 0,114 0,139
9 5 0,088 0,084 0,086 0,057 0,069
10 5 0,044 0,042 0,04300 0,028 0,035
11 5 0,019 0,02  0,01950 0,011 0,016
12 5 0,015 0,015 0,01500 0,006 0,012
13 5 0,009 0,009 0,00900 0,002 0,007

nm: nandmetros; Hb: hemoglobina

As Figuras 6 e 7 representam a curva de linearidade obtida para hemoglobina
plasmatica nos métodos de Drabkin, HemoCue Plasma Low e espectrofotométrico,

respectivamente.

HB calculado (g/dl)

25

20

T
10

HB esperado (g/dl)

T T
15 20

Figura 6.Linearidade hemoglobina plasmatica (g/dL) pelo método de Drabkin.



Tabela 6.Linearidade da hemoglobina plasmética obtida pelo método Azida
metahemoglobina do HemoCue® Plasma/LowHb.

HB esperada (g/dl)

Amostr Dupllféa/tsi)da o me dglzi;)]ziigicata Hb esperada
a (g/dL)
1 2 (g/dL)
1 (a) (a) - 22,700
2 (a) (a) - 11,350
3 (a) (a) - 5,675
4 (a) (a) - 3,243
5 (a) (a) - 2,838
6 2,75 2,68 2,72 2,522
7 1,040 1,19 1,12 1,135
8 0,140 0,15 0,15 0,114
9 0,070 0,08 0,08 0,057
10 0,030 0,03 0,03 0,028
11 0,010 0,01 0,01 0,011
12 0,000 0,0 0,00 0,006
13 0,000 0,0 0,00 0,002
(a) Leitura ndo realizada
(a) (b)
| 20
20
05 1 57 ’
0.0 1 ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 05 10 15 20 25 0 5 10 s 20
Meédia das duplicatas (g1l Hb obsenada (g/)

Figura 7. Linearidade hemoglobina plasmatica (g/dL) pelo (a) métodoHemoCue Plasma
Low e pelo (b) método Espectrofotométrico.
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Tabela 7.Linearidade da hemoglobina plasmatica obtida pelo método espectrofotométrico.

Duplicatas da Hb livre (g/ Média

Identificagd  Diluica dL) das Hb
o da amostra o (1/x) duplicatas (e)s(pg e/gf)
(g/dL)

1 200 21,810 21,890 21,850 22,700
2 100 10,554 10,607 10,580 11,360
3 100 5,280 5,312 5,296 5,680
7 40 0,955 1,085 1,020 1,136
8 10 0,105 0,094 0,100 0,114
9 10 0,055 0,051 0,053 0,057
10 10 0,024 0,024 0,024 0,028
11 10 0,007 0,007 0,007 0,011
12 10 0,002 0,002 0,002 0,006
13 10 0,002 0,002 0,002 0,002

Hb: hemoglobina

6.2.2. Testes de Linearidade, Hemoglobina total e Hematocrito

As Tabelas 8 e 9 apresentam os valores encontrados de hemoglobina total no
hemoglobindmetro EKF e no Cell Dyn, respectivamente. As Tabelas 10 e 11 apresentam os

valores de hematocrito encontrados no método de microhematdcrito e no equipamento Cell
Dyn, respectivamente.



Tabela 8.Linearidade da hemoglobina total obtida pelo Hemoglobinometro EKF.
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Duplicatas da Hb total (g/

Média

Amostra Idergl(fii: - Diluica 40 d?s eSIID{:r)ad
aliquota o (1/x) duplicatas o (¢/dL)
(g/dL)

1 1 (a) (a) - 26,6
2 2 14,2 13,7 14,0 13,3
3 4 6,4 7,3 6,9 6,7
4 8 3,6 3,6 3,6 3.3

: 5 9 33 3,0 3,2 3,0
6 10 3,0 2,7 2,9 2,7
7 20 (a) (a) - 1,3
8 40 (a) (a) - 0,7
1 1 23,3 23,1 23,2 23,2
2 2 12,1 11,9 12,0 11,6
3 4 6,0 6,0 6,0 5,8
4 8 3,2 3,3 3.3 2,9

? 5 9 2,8 2,8 2,8 2,6
6 10 2,6 2,4 2,5 2,3
7 20 (a) 1,9 1,9 1,2
8 40 (a) (a) - 0,6
1 1 19,1 19,2 19,2 18,7
2 2 9,5 9,6 9,6 9,4
3 4 5,0 4,8 4,9 4,7
4 8 2,6 2,7 2,7 2,3

: 5 9 2,4 2,3 2,4 2,1
6 10 2,2 2,0 2,1 1,9
7 20 (a) (a) - 0,9
8 40 (a) (a) - 0,5

(a) Leitura ndo realizada
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Tabela 9.Linearidade da hemoglobina total obtida pelo analisador hematoldgico Cell Dyn.

Duplicatas da Hb Média das Hb
Amostra I((ilzng?cagéo Dilui¢do total (g/dL) duplicatas esperado
quota (1/x) 5 (g/dL) (2/dL)
1 1 (a) (a) (a) 26,6
2 2 13,4 13,2 13,3 13,3
3 4 59 6,6 6,6 6,7
4 8 3,2 3,1 3,2 3.3
: 5 9 2,8 2,7 2,7 3,0
6 10 2,6 2,4 2,5 2,7
7 20 1,2 1,1 1,1 1,3
8 40 0,4 0,4 0,4 0,7
1 1 23,2 23,2 23,2 23,2
2 2 11,7 11,7 11,7 11,6
3 4 5,7 5,6 5,6 5.8
4 8 2,8 2,7 2,8 2,9
? 5 9 2,5 2,3 2,4 2,6
6 10 2,1 2,1 2,1 2,3
7 20 1,3 1,4 1,3 1,2
8 40 0,7 0,6 0,7 0,6
1 1 18,6 18,8 18,7 18,7
2 2 9,5 9,5 9,5 9,4
3 4 4,8 4,6 4,7 4,7
4 8 2,4 2,3 2,3 2,3
. 5 9 1,8 2,0 1,9 2,1
6 10 1,0 1,8 1,4 1,9
7 20 0,6 0,8 0,7 0,9
8 40 0,1 0,2 0,2 0,5

(a) Leitura ndo realizada
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Tabela 10.Linearidade do hematocrito obtido pelo método de microhematdcrito.

Duplicatas do

Amostra Idergicfli; a Diluicao hematberito (%) ﬁﬁﬁzz Hemztocm
aliquota (1/x) | ) %) esperado
(%)
1 1 76,0 75,0 75,5 75,5
2 2 38,0 37,0 37,5 37,8
3 4 17,0 18,0 18,0 18,9
4 8 9,0 8,5 8,8 9,4
: 5 9 8,0 8,0 8,0 8,4
6 10 7,0 7,0 7,0 7,6
7 20 4,0 3,0 3,5 3.8
8 40 1,0 1,0 1,0 1,9
1 1 70,0 70,0 70,0 70,0
2 2 35,0 34,0 34,5 35,0
3 4 17,0 17,0 17,0 17,5
4 8 8,0 8,5 8,3 8,8
? 5 9 8,0 7,0 7,5 7,8
6 10 6,5 7,0 6,8 7,0
7 20 4,0 5,0 4,5 3,5
8 40 2,0 2,0 2,0 1,8
1 1 58,0 58,0 58,0 58,0
2 2 28,0 28,0 28,0 29,0
3 4 14,0 13,0 13,5 14,5
4 8 7,0 7,0 7,0 7,3
: 5 9 6,0 5,0 5,5 6,4
6 10 2,0 5,0 3,5 5,8
7 20 1,5 1,0 1,3 2,9
8 40 1,0 1,0 1,0 1,5
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Tabela 11. Linearidade do hematdcrito obtido pelo analisador hematoldgico Cell Dyn Ruby.

Duplicatas do hematocrito  \gdia

Amostra Identiflcac;éo Diluicao (%) dFlS H:;?)i;igito
da aliquota (1/x) duplicatas 0
1 %) (%0)
1 1 (a) (a) - 75,9
2 2 38,2 37,7 38,0 38,0
3 4 16,5 18,8 18,8 19,0
4 8 9,0 9,0 9,0 9,5
! 5 9 7,8 7,6 7,7 8,4
6 10 7,1 6,7 6,9 7,6
7 20 3,6 3,4 3,5 3.8
8 40 1,7 1,9 1,8 1,9
1 1 (a) (a) - 68,9
2 2 34,1 34,8 34,5 34,5
3 4 17,2 17,0 17,1 17,2
4 8 8,6 8,3 8,4 8,6
? 5 9 7,4 7,4 7,4 7,7
6 10 6,6 6,8 6,7 6,9
7 20 4,4 4,8 4,6 3.4
8 40 2,4 2,4 2,4 1,7
1 1 59,9 60,4 60,2 60,2
2 2 29,1 28,9 29,0 30,1
3 4 14,6 13,8 14,2 15,1
4 8 7,2 7,1 7,1 7,5
. 5 9 6,4 6,0 6,2 6,7
6 10 5,4 5,5 5,4 6,0
7 20 2,6 2,8 2,7 3,0
8 40 1,2 1,4 1,3 1,5

(a) Leitura ndo realizada



A Figura 8 apresenta as curvas de linearidade da hemoglobina total
hemoglobinometro EKF, considerando as trés amostras utilizadas.

(a) Amostra 1, Hemoglobinémetro EKF
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Hb esperada (g/dl)
o=
I
Hb esperada (g/dl)

(b) Amostra 2, Hemoglobinémetro EKF

Hb observada (g/dl)

(c) Amostra 3, Hemoglobindmetro EKF
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no

Figura 8.Linearidade hemoglobina total (g/dL) no Hemoglonindmetro EKF, considerando as
amostras 1, 2 e 3 (graficos (a), (b) e (c), respectivamente).
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A Figura 9 apresenta as curvas de linearidade obtidas pelo analisador hematologico
Cell Dyn.

(a) Amostra 1, Cell Dyn (b) Amostra 2, Cell Dyn
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Figura 9.Linearidade hemoglobina total (g/dL) no analisador hematolégico, considerando as
amostras 1, 2 e 3 (graficos (a), (b) e (c), respectivamente).



A Figura 10 apresenta as curvas de linearidade da hematocrito no método
microhematdcrito.
(a) Amostra 1, Microhematdécrito (b) Amostra 2, Microhematécrito
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Figura 10.Linearidade hematocrito (%) no método de microhematocrito, considerando as
amostras 1, 2 e 3 (graficos (a), (b) e (c), respectivamente).
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A Figura 11 apresenta as curvas de linearidade do hematdcrito obtida pelo analisador

hematologico Cell Dyn.

(a) Amostra 1, Cell Dyn
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(b) Amostra 2, Cell Dyn
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Figura 11.Linearidade hematocrito (%) no analisador hematoldgico Cell Dyn, considerando
as amostras 1, 2 e 3 (graficos (a), (b) e (¢), respectivamente).
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6.3. Analises de Hb total, Hb plasmatica e hematdcrito ao longo do armazenamento

Foram analisados dois grupos de hemocomponentes, sendo 29 bolsas de CH CPDAI1 e
30 bolsas de CH CPD/SAG manitol. As bolsas foram analisadas em trés momentos distintos
ao longo do armazenamento dos hemocomponentes.As médias e os desvios padrao das
medidas de Hb total, hematdcrito e Hb plasmatica, considerando as bolsas de CH CPDA1

analisadas nos dias 1, 19 e 35 do armazenamento, estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12.Média e desvio padrao de hemoglobina (Hb) total, hematocrito e Hb plasmatica
obtidos a partir de diferentes métodos no grupo de bolsas CH CPDA1 em momentos distintos
do armazenamento.

CH CPDA1
Dia 1 Dia 19 Dia 35

Variavel Método Média (dp) Média (dp) Média (dp)
HbTotal (g/dL) Hemoglobinémetro 23,5(1,2) 23,6 (1,1) 23,3 (1,2)@)

CellDynRuby 23,3 (1,3) 23,0 (1,3)@ 23,1 (1,2)
Hematocrito (%) Microhematdcrito 72,9 (2,9) 72,3 (2,4)@ 71,7 (2,6)@®)

CellDynRuby 69,7 (2,7) 70,9 (2,8) @ 71,1 (3,0)@
HbPlasmatica(g/dL)  Drabkin 0,106 (0,04) 0,442 (0,20)® 0,732 (0,40) @®)

Espectrofotométrico 0,048 (0,03) 0,251 (0,17)@ 0,316 (0,21)®
HemoCue Plasma Low 0,078 (0,04) 0,393 (0,22)@ 0,540 (0,34) @)

(a) Estatisticamente diferente do Dia 1, segundo modelo de efeitos mistos (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do Dia 19, segundo modelo de efeitos mistos (p<0,05).

O modelo linear de efeitos mistos detectou diferencas médias dos valores de Hb Total
entre os dias 35 e 1, e dias 35 e 19, considerando o método de hemoglobinometro (os
respectivos valores-p sdo menores que o nivel de significancia fixado em 0,05). Considerando
o método de Cell-Dyn Ruby, o modelo detectou diferencas entre os dias 19 e 1 (Tabela 12).

Entretanto, observa-se que as médias de Hb Total apresentadas na Tabela 12 sdo muito
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proximas entre os trés distintos momentos de armazenamento, o que sugere que as diferencas
apontadas pelo modelo ndo sejam importantes em um ponto de vista pratico, tendo sido

detectadas devidas as pequenas magnitudes dos desvios padrao.

Foi observado que os resultados de hematocrito obtido pelo método de
microhematocrito foram superiores aos encontrados no Cell-Dyn. Neste equipamento foi
possivel notar que ao longo do armazenamento os resultados de hematocrito aumentaram,
sendo que a média ao final da validade foi de 71,1% versus 69,7% no inicio do

armazenamento (respectivo valor-p menor que 0,05, segundo o modelo estatistico).

Em todos os métodos utilizados para analise da Hb plasmatica foi observado um

aumento da concentragdo dessa variavel com o decorrer do armazenamento (Tabela 12).

A Tabela 13 apresenta as médias e desvios padrao daHb total, hematdcrito e Hb
plasmatica para as bolsas CH CPD/SAG manitol analisadas por diferentes métodos ao longo
do armazenamento. Nesse grupo de bolsas, também foi observado que os valores de Hb
plasmatica aumentaram ao longo do armazenamento em todos os métodos analisados. Os
resultados de hematocrito obtidos pelo método de microhematdcrito foram superiores ao Cell-
Dyn. Além disso, em ambos os métodos analisados, os resultados de hematocrito aumentaram

durante o armazenamento.
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Tabela 13. Média e desvio padrao de hemoglobina (Hb) total, hematocrito e Hb plasmatica
obtidos a partir de diferentes métodos no grupo de bolsas CH CPD/SAG manitol em
momentos distintos do armazenamento.

CH CPD/SAG manitol
Dia 1 Dia 19 Dia 42

Variavel Método Média (dp) Média (dp) Média (dp)
Hb Total (g/dL) Hemoglobindmetro 193(L,1) 19,4 (1,1H® 19,5 (1,1)@

Cell-Dyn Ruby 19,0 (1,2) 19,0 (1,0) 18,9 (1,1)
Hematocrito (%) Microhematdcrito 58,4 (2,6) 58,8 (2,8) 59,0 (3,0)@

Cell-Dyn Ruby 572(3,0) 582 (2,8)® 58,6 (3,2)@
Hb Plasmatica (g/ 0,059 (0,018)
dL) Drabkin 0,021 (0,008) @ 0,134 (0,057) @)

0,040 (0,013)

Espectrofotométrico 0,016 (0,006) @ 0,087 (0,039) @®

HemoCue Plasma 0,047 (0,021)

Low 0,010 (0,009) @ 0,127 (0,061) @1®)

(a) Estatisticamente diferente do Dia 1, segundo modelo de efeitos mistos (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do Dia 19, segundo modelo de efeitos mistos (p<0,05).

6.3. Analise do percentual de hemdlise nos hemocomponentes durante o

armazenamento

As Tabelas 14 a 17 mostram o grau médio de hemolise, nos varios momentos ao longo

do armazenamento, utilizando a combinag¢do de diferentes métodos de determinagdo de

hemolise.Considerando-se o CH CPDAI, observa-se que o método espectrofotométrico

trouxe percentuais médios menores que o Drabkin, em todos os diferentes dias de

armazenamento (Tabelas 14 e 15). Neste caso, percentual médio de hemdlise variou, ao final

da validade (dia 35) de 0,37% a 0,92%, dependendo da combinacao de métodos utilizados.
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Tabela 14.Percentual médio (%) de hemolise em CH CPDA1 em diferentes dias de
armazenamento utilizando o Cell-Dyn para determinacao da hemoglobina total € hematocrito.

Drabkin HemoCue Espectrofotométrico
Armazenamento Plasma Low
Média (dp) Média (dp) Média (dp)
Dia 1 0,14 (0,06) 0,10 (0,06) ® 0,06 (0,04) @®)
Dia 19 0,56 (0,25) 0,49 (0,27) 0,31 (0,20) @®)
Dia 35 0,92 (0,52) 0,67 (0,42) 0,39 (0,27) @®)

(a) Estatisticamente diferente do Drabkin (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do HemoCue Plasma Low (p<0,05).

Tabela 15. Percentual médio (%) de hemolise em CH CPDA1 em diferentes dias de
armazenamento utilizando o hemoglobinometro EKF para dosagem da hemoglobina total e
microhematocrito para determinagdo do hematdcrito.

Drabkin HemoCue Espectrofotométrico
Armazenamento Plasma Low
Média (dp) Média (dp) Média (dp)
Dia 1 0,12 (0,05) 0,09 (0,05) @ 0,05 (0,03) @®)
Dia 19 0,54 (0,28) 0,48 (0,31) 0,30 (0,23) ®
Dia 35 0,88 (0,47) 0,64 (0,39) 0,37 (0,25) @®)

(a) Estatisticamente diferente do Drabkin (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do HemoCue Plasma Low (p<0,05).

Considerando o CH CPD/SAG manitol, o percentual médio de hemolise, ao final da
validade (dia 42), variou de 0,18% a 0,29% (Tabelas 16 e 17).Foram excluidas dez bolsas
analisadas no dia 1 no método HemoCue Plasma Low, pois o valor de hemoglobina livre
encontrado nesses hemocomponentes estava abaixo da linearidade deste método, ndo sendo

possivel calcular o grau de hemolise dos mesmos.
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Tabela 16. Percentual médio de hemolise em CH CPD/SAG manitol em diferentes dias de
armazenamento utilizando o Cell-Dyn para determinac¢do da hemoglobina total e hematdcrito.

Drabkin HemoCue Espectrofotométrico
Armazenamento Plasma Low
Média (dp) Média (dp) Média (dp)
Dia 1 0,05 (0,02) 0,03 (0,02)@® 0,04 (0,02)®
Dia 19 0,13 (0,02) 0,10 (0,04)@® 0,09 (0,02)@
Dia 42 0,29 (0,08) 0,28 (0,12) 0,19 (0,08)@(®

(a) Estatisticamente diferente do Drabkin (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do HemoCue Plasma Low (p<0,05).

Tabela 17.Percentual médio de hemolise em CH CPD/SAG manitol em diferentes dias de
armazenamento utilizando o hemoglobindmetro EKF para dosagem da hemoglobina total e
microhematodcrito para determinagdo do hematdcrito.

Drabkin HemoCue Espectrofotométrico
Armazenamento Plasma Low
Média (dp) Média (dp) Média (dp)
Dia 1 0,04 (0,02) 0,02 (0,02)@ 0,03 (0,01)®
Dia 19 0,12 (0,03) 0,10 (0,04)@® 0,08 (0,02) @
Dia 42 0,27 (0,11) 0,26 (0,12) 0,18 (0,07) @®)

(a) Estatisticamente diferente do Drabkin (p<0,05).
(b) Estatisticamente diferente do HemoCue Plasma Low (p<0,05).

Em relacdao ao percentual de conformidade do grau de hemodlise no vencimento das
bolsas, foi observado que a escolha do método de hemoglobina livre influenciou a
conformidade desse parametro nas bolsas CPDAI1. Dependendo da escolha do método, o
percentual minimo de hemolise de 75% exigido pela portaria brasileira MS 158/2016, ao final
do armazenamento ndo seria alcangado (Tabela 18). O mesmo nao foi observado nas bolsas
CPD/SAG manitol, pois em todos os métodos utilizados o percentual de conformidade foi de

100% ao final da validade. Em todas as bolsas analisadas, tanto CPDA1, quanto CPD/SAG
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manitol os testes microbiologicos foram negativos. Dessa forma, os resultados de hemolise

encontrados ndo foram influenciados por uma possivel contaminagao bacteriana.

Tabela 18. Percentual de conformidade do grau de hemolise em bolsas CPDA1 no
vencimento.

M¢étodo Hemolise Drabkin  HemoCue Plasma Low  Espectrofotométrico

Percentual de

) 48,0 72,0 93,0
conformidade (%)

Valor de hemoélise permitido ao final da validade < 0,8%, conforme Portaria MS 158/2016

6.4. Variabilidade Inter-ensaio (Reprodutibilidade)

Todos os métodos analisados apresentaram niveis aceitaveis de variabilidade inter-
ensaio (Tabelas 19 e 20). Nas analises de hemoglobina livre 0 método espectrofotométrico
apresentou melhor precisao inter-ensaio que os demais métodos na amostra 1, o que nao foi
observado na amostra 2. Os métodos de Drabkin ¢ HemoCue Plasma Low apresentaram

variagdes inter-ensaio equivalentes em ambas as amostras (Tabela 19).

Tabela 19.Coeficiente de variagao(CV) inter-ensaio para os métodos de determinagao da
hemoglobina livre.

CV (%) Inter-ensaio

Espectrofotométrico Drabkin HemoCue Plasma Low

Amostra 1 2,6 473 5,1
Amostra 2 11,0 7.3 8,8
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Tabela 20.Coeficiente de variacdo(CV) inter-ensaio para os métodos de determinagao da
hemoglobina total e hematocrito.

CV (%) Inter-ensaio

Hematdcrito Hemoglobina
Cell- Cell-
Dyn Microhematdcrito Dyn Hemoglobindmetro EKF
Amostra 1 2,1 0,0 2,0 1,8
Amostra 2 1.9 0,0 2.4 1.4
Amostra 3 1,3 0,6 1,4 1.4

O método microhematderito, nas andlises de hematdcrito, apresentou menores
variagoes inter-ensaio que o analisador hematolégico Cell-Dyn, O mesmo foi observado com
hemoglobindmetro, que apresentou melhor precisdo inter-ensaio que o Cell-Dyn, nas analises

de hemoglobina total (Tabela 20).

6.5. Variabilidade Intra-ensaio (Repetitividade)

Todos os métodos apresentaram niveis aceitaveis de variacdo intra-ensaio (Tabelas 21
e 22). Dentre os métodos de determinagdo da hemoglobina livre, 0 método HemoCue Plasma

Low apresentou maior variagao intra-ensaio nas amostras 2 e 3 (Tabela 21).

Tabela 21. Coeficiente de variagdo (CV) intra-ensaio para os métodos de determinagdo da
hemoglobina livre

CV (%) Intra-ensaio

Espectrofotométrico Drabkin ~ HemoCue Plasma Low
Amostra 1 10,8 3,0 7,3
Amostra 2 2,1 4,0 6.8

Amostra 3 3.9 2,0 9,1
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Ambos os métodos para determinacdo de hematdcrito, bem como os métodos para

determinagdo de hemoglobina total apresentaram alta precisao intra-ensaio (Tabela 22).

Tabela 22. Coeficiente de variagdo (CV) intra-ensaio para os métodos de determinagdo da
hemoglobina total e hematocrito.

CV (%) Intra-ensaio

Hematocrito Hemoglobina
Cell-  Microhematocrit Cell-
Dyn 0 Dyn Hemoglobindmetro EKF
Amostra 1 0,9 0,7 0,9 1,2
Amostra 2 0,9 0,7 1,2 0,7
Amostra 3 0,5 0,6 0.8 1,7
Amostra 4 1,0 0.4 1,0 1,1

Os gréficos da anélises de reprodutibilidade e repetitividade estdo apresentados no Apéndice.

6.6. Analises de Concordancia

Foram realizadas as analises de concordancia, através dos graficos de Bland-Altman,
entre os diferentes métodos de determina¢ao de hemoglobina plasmatica, hemoglobina total,
hematocrito e hemolise. As analises foram feitas em dois grupos de bolsas. O grupo de bolsas
CH CPDALI foi identificado como “Amostra 1” e o grupo corresponde as bolsas CH CPD/

SAG Manitol como “Amostra 2”.

No grupo de bolsas CPD/SAG manitol do dia 1 de armazenamento, em que foram
feitas as analises de concordancia entre os métodos de determinacdo de hemoglobina livre e
hemolise, utilizando a técnica HemoCue Plasma Low, foi necessaria a retirada de dez bolsas
da andlise (n=20). Nesse periodo de armazenamento o valor de hemoglobina livre era tao

baixo que ndo pode ser lido pelo equipamento.

As demais analises foram realizadas com 30 bolsas CPD/SAG manitol e 29 bolsas

CPDAL.
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6.6.1. Hemoglobina Total: Concordéncia entre Cell-Dyn e Hemoglobinometro EKF

As Figuras 12 e 13 representam as andlises de concordancia entre analisador
hematologico (Cell-Dyn Ruby) e hemoglobindometro EKF para determina¢ao da hemoglobina
total em trés periodos ao longo do armazenamento, considerando respectivamente as

Amostras 1 e 2. Em ambos os testes as amostras foram processadas diluidas.

Pode-se observar que em ambas as amostras ¢ em todos os periodos de
armazenamento os resultados de hemoglobina obtidos pelo hemoglobindometro tendem a ser
superiores aos obtidos pelo Cell-Dyn (nos graficos de dispersao das Figuras 12 e 13, a maioria
dos pontos ¢ disposta acima da diagonal representada pela reta azul, e a linha vermelha ¢
sempre disposta acima da azul). As analises realizadas ao final da validade (dia 35), nas
bolsas CPDA1, demostraram que a média das diferencas entre o Cell-Dyn e o
hemoglobinometro EKF foi -0,55 g/dL, sendo que os limites de concordancia variaram de
1,14 a -2,25 g/dL (Figura 12, painel (f)). Nas analises realizadas ao final da validade (dia 42),
considerando as bolsas CPD/SAG manitol, observa-se uma média de diferenca entre os
métodos Cell-Dyn e Hemoglobindmetro EKF de — 0,88 g/dL, sendo os limites de
concordancia entre os métodos de 0,31 a -2,07 g/dL (Figural3, painel (f)). As andlises
realizadas no inicio do armazenamento apresentaram médias das diferengas inferiores, sendo
que nas bolsas CPDA1 a média entre o Cell-Dyn e o hemoglobindmetro foi de -0,31g/dL e
nas bolsas CPD/SAG manitol foi de -0,4 g/dL (painéis (b) das Figuras 12 e 13,

respectivamente).
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Figura 13.Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagdo da hemoglobina total
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6.6.2. Hematoécrito: Concordancia entre Cell-Dyn e Microhematocrito

As Figuras 14 e 15 apresentam as andlises de concordéancia entre o Cell-Dyn e método
de microhematocrito para determinagdo do hematocrito, considerando as Amostras 1 e 2,
respectivamente. Em ambas as amostras e em todos os periodos de armazenamento, os
resultados de hematocrito obtidos pelo método de microhematdcerito foram superiores aos

determinados pelo Cell-Dyn, na maior parte das observagdes (ver graficos de dispersao).

Ao final da validade nas bolsas CPDA1, foi observada uma média das diferengas dos
resultados entre o método Cell-Dyn e microhematdcrito de -0,56%. Os limites de
concordancia, para esse grupo de bolsas variaram de 2,12 a -3,25% (Figura 14, painel (f)),
Nas bolsas CPD/SAG manitol, ao final da validade, a média das diferencas entre o Cell-Dyn e
microhematocrito foi de -0,42%, sendo os limites de concordancia de 2,23 e -3,08% (Figura
15, painel (f)). As analises realizadas no inicio do armazenamento (dia 1), em ambos 0s tipos
de bolsas, estimaram médias das diferencas entre os métodos e limites de concordancia,

superiores aos observados no ultimo dia de armazenamento de cada grupo de bolsas (painéis

(b) das Figuras 14 e 15).
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Figura 14.Gréficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo da hematocrito obtido no
Cell Dyn e no microhematocrito, Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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Figura 15.Gréficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo da hematocrito obtido no
Cell Dyn e no microhematocrito, Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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Figura 16.Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliacdo da Hb livre obtidas nos
métodos de Drabkin e Espectrofotométrico, Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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Figura 17.Gréficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo da Hb livre obtidas nos
métodos de Drabkin e Espectrofotométrico,Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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6.6.3. Hemoglobina livre: Concordancia entre método de Drabkin e Espectrofotométrico

As Figura 16 e 17 apresentam as analises de concordancia entre o método de Drabkin
e o espectrofotométrico considerando as duas amostras avaliadas (respectivamente, bolsas
CPDAI1 e CPD/SAG manitol) para determinagdo da hemoglobina livre. Pode-se observar que
em ambos os grupos de bolsas e em todos os periodos de armazenamentos avaliados, os
resultados de hemoglobina livre obtidos pelo método de Drabkin tendem a ser superiores aos
determinados pelo método espectrofotométrico. Observa-se também que quanto maior o valor
de Hb livre, menor ¢ a concordancia entre os métodos (as diferengas entre as linhas azul e
vermelha, nos graficos de dispersdo das Figuras 16 e 17, aumentam conforme crescem os

valores de Hb livre).

6.6.4. Hemoglobina livre: Concordancia entre método de Drabkin e HemoCue® Plasma
Low

O método de Drabkin apresentou resultados de hemoglobina livre quase sempre
superiores a0 método HemoCue Plasma Low, em ambos os tipos de bolsa e em todos os
periodos de armazenamento avaliados (Figuras 18 e 19).Considerando a Amostra 1, observou-
se que as médias das diferengas ndo variaram conforme as médias das observacgoes (Figura
18, painel (b)). Entretanto, observou-se que, no dia 19, as médias das diferencas decrescem
conforme as médias das observacdes (painel (d)) e, no dia 35, crescem conforme as médias

das observagoes (painel (f)).

Ao final da validade foi observado, nas bolsas CPD/SAG manitol (Amostra 2), uma
média das diferencas de 0,01g/dL, sendo que os limites de concordancia variaram de 0,05 a

-0,03g/dL (Figura 19, painel (f)).
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Figura 18.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacao da hemoglobina livre

obtidas nos métodos de Drabkin € HemoCue Plasma Low, Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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Figura 19.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacao da hemoglobina livre
obtidas nos métodos de Drabkin ¢ HemoCue Plasma Low, Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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(b) Amostra 1, Dia 1, Hb livre, Espectrofotométrico - Hemocue
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Figura 20.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacao da Hb livre obtidas nos
métodos Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low, Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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ura 21.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo da Hb livre obtidas nos
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6.6.5.Hb livre: Concordancia entre método de Espectrofotométrico e HemoCue®
Plasma Low

O método espectrofotométrico apresentou resultados de hemoglobina livre inferiores
ao HemoCue Plasma Low em todos os periodos de armazenamento das bolsas CPDAT1 e nos
dias 19 e 42 das bolsas CPD/SAG manitol (graficos de dispersdo, Figuras 20 e 21). Pode-se
perceber que a concordancia entre os métodos diminui & medida que os valores de Hb livre
aumentam (nos graficos de Bland-Altman das Figuras 20 e 21, a linha vermelha continua, que
representa as médias das diferencgas, afasta-se progressivamente da linha azul, que representa
a situacao em que os métodos sdo perfeitamente concordantes).Como excecdo, os painéis (a)
e (b) da Figura 21 (Amostra 2, dia 1) sao de dificil interpretacdo, dado que HemoCue Plasma

Low forneceu valores com pequena diversidade (apenas valores iguais a 0,01, 0,02 ou 0,03).

6.6.6. Hemolise: Concordancia entre os métodos de Drabkin e Espectrofotométrico

As Figuras 22 a 25 apresentam as andlises de concordancia entre os métodos Drabkin
e espectrofotométrico para determinacdo de hemolise. Nas Figuras 22 e 23, a hemolise foi
realizada utilizando Cell-Dyn para dosagem da hemoglobina total e hematocrito. Nas Figuras
24 e 25, a hemolise foi realizada utilizando hemoglobindmetro para determinagdo da
hemoglobina total e microhematocrito para determinagdo do hematécrito. Em todas as
situagdes, percebe-se que a hemolise obtida pelo método de Drabkin apresenta resultados
superiores aos obtidos pelo método espectrofotométrico em todos os periodos de
armazenamento ¢ ambos os tipos de bolsas estudadas. A medida que o valor de hemolise

aumenta, a concordancia entre os métodos diminui (graficos de dispersdo, Figuras 22 a 25).
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(b) Amostra 1, Dia 1, Hemélise, Drabkin - Espectrofotométrico
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Figura 22.Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliacdo hemolise utilizando os
métodos de Drabkin e Espectrofotométrico (Hb total e Ht Cell Dyn), Amostra 1, dias 1, 19 e
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Figura 23.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo hemolise utilizando os mé-
todos de Drabkin e Espectrofotométrico (Hb total e Ht Cell-Dyn), Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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(b) Amostra 1, Dia 1, Hemélise, Drabkin - Espectrofotométrico
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Figura 24. Graficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagdo hemolise utilizando os
métodos Drabkin e Espectrofotométrico (Hb total hemoglobindmetro € Ht microhematdcrito),
Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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Figura 25. Graficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagdo hemolise utilizando os
métodos Drabkin e Espectrofotométrico (Hb total hemoglobindmetro € Ht microhematdcrito),
Amostra 2, dias 1, 19 ¢ 42.
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(b) Amostra 1, Dia 1, Hemolise, Drabkin - H
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Figura 26.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacdo hemolise utilizando os
métodos de Drabkin e HemoCue Plasma Low (Hb total e Ht Cell -Dyn), Amostra 1, dias 1, 19

e 35.
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Figura 27.Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagdo da hemolise utilizando os
métodos de Drabkin e HemoCue Plasma Low (Hb total e Ht Cell -Dyn), Amostra 2, dias 1, 19

e42.
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6.6.7. Hemolise: Concordancia entre os métodos de Drabkin e HemoCue Plasma Low

As Figuras 26 a 29 apresentam as andlises de concordancia entre os métodos Drabkin
e HemoCue Plasma Low para determinagdo de hemolise. Nas Figuras 26 e 27, a hemdlise foi
realizada utilizando Cell-Dyn para dosagem da hemoglobina total e hematocrito. Nas Figuras
28 e 29, a hemdlise foi realizada utilizando hemoglobindmetro para determinagdo da

hemoglobina total € microhematocrito para determinagdo do hematdcrito.

Em todos os periodos do armazenamento e em ambos os tipos de bolsas analisadas, foi

observado que o método de Drabkin tende a apresentar resultados de hemolise superiores ao

método HemoCue Plasma Low (Figuras 26 a 29).

Os métodos apresentaram boa concordancia em todos os periodos de armazenamento,
principalmente nas bolsas CPD/SAG manitol (Figura 27, painéis (b), (d) e (g); Figura 29,
painéis (b), (d) e (g)), A média das diferencas entre os métodos nesse tipo de bolsa, ao final da
validade foi 0,01% e os limites de concordancia ficaram entre -0,08 e 0,1% (Figura 27, painel
(g)), Resultados semelhantes também foram obtidos no grau hemolise utilizando os métodos

microhematocrito, para hematocrito e hemoglobindmetro para hemoglobina (Figura 29, painel

(@),

Nas bolsas CPDA1 foi possivel notar uma boa concordancia entre os métodos nos
hemocomponentes que foram analisados no inicio e meio de armazenamento (Figura 26, pai-
néis (b) e (d), e Figura 28, painéis (b) e (d)). Nesse grupo de bolsas, analisadas ao final da
validade, foi observada que quanto maior o valor de hemolise maior a diferenga entre os mé-

todos . (Figura 26, painel (f), e Figura 28, painel (f)).
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(b) Amostra 1, Dia 1, Hemolise, Drabkin - H
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Figura 28. Gréficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagdo da hemolise utilizando os
métodos deDrabkin e HemoCue Plasma Low(Hb total hemoglobindmetro e Ht
microhematocrito), Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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(b) Amostra 2, Dia 1, Hemolise, Drabkin - H
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Figura 29. Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagdo hemolise utilizando os
métodos de Drabkin e HemoCue Plasma Low (Hb total hemoglobindmetro e Ht microhema-
tocrito), Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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6.6.8. Hemolise: Concordancia entre método Espectrofotométrico e HemoCue Plasma
Low

As Figuras 30 a 33 apresentam as andlises de concordancia entre os métodos
Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low para determinac¢ao de hemolise. Nas Figuras 30
e 31, a hemolise foi realizada utilizando Cell-Dyn para dosagem da hemoglobina total e
hematocrito. Nas Figuras 32 e 33, a hemolise foi realizada utilizando hemoglobinémetro para

determinagdo da hemoglobina total e microhematocrito para determinagdo do hematdcrito.

O método HemoCue Plasma Low, quando comparado com o espectrofotmétrico
apresentou resultados de hemolise superiores ( nos graficos de dispersao Figura 30, painéis
(a), (¢), (e) , a linha pontilhada vermelha estd sempre disposta acima da linha continua azul).
Foi observada boa concordancia entre os métodos nos dias 1 e 19 das bolsas CPD/SAG
manitol (Figura 31, painéis (b) e (d)). A medida que o valor de hemolise aumenta, diminui a

concordancia entre os métodos (Figura 30, painéis (d) e (f). Figura 31, painel (f)).
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Figura 30.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacdo hemolise utilizando os
métodos Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low (Hb total e Ht Cell Dyn), Amostra 2,
dias 1, 19 e 35.
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Figura 31.Gréficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliacdo hemolise utilizando os
métodos Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low (Hb total e Ht Cell Dyn), Amostra 2,
dias 1, 19 e 42.
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Figura 32.Gréficos de dispersdo e de Bland-Altman para avaliagao hemolise utilizando os
métodos de Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low(Hb total hemoglobindmetro e Ht
microhematocrito), Amostra 1, dias 1, 19 e 35.
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Figura 33.Graficos de dispersao e de Bland-Altman para avaliagao hemolise utilizando os
métodos de Espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low(Hb total hemoglobindmetro e Ht
microhematocrito), Amostra 2, dias 1, 19 e 42.
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7. Discussao

Nas analises de hemoglobina total, foi observada satisfatéria concordancia entre o
analisador hematologico Cell-Dyn Ruby e o hemoglobindmetro HemoControl EKF, embora
as dosagens de hemoglobina obtidas pelo hemoglobindmetro tenham sido ligeiramente
superiores as obtidas pelo Cell-Dyn. As médias das diferencas entre os métodos foram
pequenas, principalmente nas dosagens realizadas no inicio e meio da validade. Ao final do
armazenamento, as médias das diferencgas entre os métodos foram um pouco mais elevadas
(-0,55 g/dL nas bolsas CPDAI e -0,88g/dL nas SAG manitol, conforme painéis (f) das
Figuras 12 e 13). Os limites de concordincia entre os métodos obtidos ao final da validade
(CPDAI1, -2,25g/dL e CPD/SAG, -2,07 g/dL, painéis (f) das Figuras 12 e 13,
respectivamente), apesar de serem maiores que o esperado para dosagens de hemoglobina,
foram aceitaveis para as analises em CH. De acordo com o critério de RICOS (1999), o erro
total permitido para hemoglobina de sangue total ¢ de 4,19%. Porém, cabe ressaltar que
ambos os equipamentos foram projetados para analise de sangue total em que os valores de
hemoglobina normalmente encontrados sao bem inferiores aos obtidos em hemocomponentes.
Além disso, devido a linearidade destes equipamentos, todas as amostras testadas foram
diluidas para que fosse possivel a leitura nos mesmos, aumentando a chance de erros durante

o0s processos de pipetagem.

Ambos os métodos foram lineares até¢ 23,2 g/dL o que ¢ compativel com o estipulado
pelo fabricante dos dois equipamentos. O hemoglobindmetro possui intervalo de trabalho de
0,0 a 25, 6 g/dL e o Cell-Dyn de 0,0 a 25,0 g/dL. Foi testada uma amostra com valor de

hemoglobina esperado de 26, 6 g/dL, e em ambos os equipamentos nao foi possivel a leitura.

Foi verificada concordancia entre o método de microhematocrito e Cell-Dyn nas
analises do hematocrito em ambos os tipos de bolsas. A concordancia entre os métodos foi
melhor ao final da validade, quando foram obtidas médias de diferencas entre os métodos
menores ¢ amplitudes entre os limites de concordancia mais estreitas do que os verificados no

inicio da validade.

As discrepancias entre os resultados de hematdcrito obtidos pelo método padrdo ouro

(microhematdcrito) e analisadores hematologicos ja& estdo bem descritas na literatura
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(FAIRBANKS, 1980). No presente estudo, os resultados de hematdcrito obtidos pelo método
de microhematocrito foram superiores aos determinados pelo Cell-Dyn nos dois tipos de
bolsas. Resultados semelhantes também foram encontrados em um estudo conduzido por
Acker et al. (2012), em que foi feita a comparagdo do hematdcrito de CH CPD/SAG manitol
pelo método de microhematocrito e pelo  analisador hematolégico Cell-Dyn 1700. A
justificativa para resultados superiores de hematocrito no método de referéncia se deve ao fato
de que em CH estocados ha um aumento do plasma aprisionado, especialmente devido a

esferocitose que ocorre com a idade da célula, o que acarreta valores mais altos de

hematocrito obtidos no microhematdcrito (ACKER; CROTEAU;YT, 2012).

Nas amostras CPD SAG manitol testadas no Cell-Dyn e no microhematocrito foi
observado um aumento dos valores médios de hematocrito ao longo do armazenamento. Nas
bolsas CPDA1 também foi verificado que os valores médios de hematocrito dosados pelo
Cell-Dyn aumentaram ao final da estocagem. Porém, os resultados obtidos no
microhematocrito diminuiram. O aumento do hematdcrito no analisador hematolégico ao
longo do armazenamento ocorre devido ao inchaco osmotico da membrana da hemacia,
alterando os valores de VCM utilizados nos calculos. Essa alteracdo da hemacia ocorre em
ambos os tipos de CH estudados, porém nas bolsas CPD/SAG manitol a solucdo aditiva atua
no sentido de reduzir o inchago da célula (HESS e GREENWAL, 2002; HAN, SERRANO,
DEVINE, 2010).

Essas diferencas do comportamento do hematocrito das bolsas CPDA1 ao longo da
estocagem podem explicar a melhor concordancia dos métodos ao final da validade, ja que os
valores de hematocrito aumentaram e um método e diminuiram em outro gerando uma menor

diferenca entre os resultados.

E importante ressaltar que os equipamentos utilizados foram desenvolvidos para
andlise de sangue fresco. Em adi¢do, sabe-se que mudangas ocorrem nas células durante o
periodo de estocagem dos hemocomponentes. Com o armazenamento das hemacias, as
células perdem o seu formato biconcavo devido a perda de ATP e microvesiculagdo da
membrana, e essas alteragdes podem afetar o hematdcerito obtido por centrifugacdo como por
automacdo. Para o hematdcrito determinado por centrifugagdo, a alteracdo na forma das

hemadcias pode afetar o empilhamento das células no tubo capilar, € no método automatizado
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essa mudanca de formato celular altera a determinacdo do VCM, o que indiretamente afeta o

calculo do hematocrito (ACKER; CROTEAU;YT, 2012).

Dentre as amostras testadas para o estudo de linearidade, observou-se que o Cell-Dyn
Ruby possui boa linearidade até 60,2% (amostra 3). Acima desse valor, foram testadas outras
amostras até o limite de 75,9%. De acordo com o fabricante, o limite de trabalho desse
equipamento varia de 8,3% a 79,8% de hematdcrito. Porém, foram testadas duas amostras
com valores de hematocrito dentro do “range” proposto (amostra 1, com 75,9%, e amostra 2,
com 68,9%) em que ndo foi possivel a leitura pelo equipamento. Os resultados ndo
inviabilizam o uso do método, uma vez que as amostras de CH podem ser processadas
diluidas. O microhematdcrito apresentou boa linearidade até mesmo para amostras com
valores de hematocrito mais elevado. Devido a essa caracteristica, as amostras de CH podem

ser utilizadas concentradas para este método.

Dentre os métodos utilizados nas analises de hemoglobina livre, o Drabkin apresentou
resultados superiores quando comparado com o método espectrofotométrico € com o
HemoCue Plasma Low. O método espectrofotométrico foi o que apresentou resultados mais
baixos nas comparagdes com os outros dois métodos testados. Essas diferencas de resultados
foram vistas em ambos os tipos de bolsas e em todos os periodos do armazenamento. A
superestimacao dos resultados pelo método de Drabkin pode ocorrer, pois este método mede

todas as formas de hemoglobina, exceto a sulfahemoglobina (ACKER; CROTEAU;YT, 2012).

Foi observada uma melhor concordancia entre o método de Drabkin e o
Espectrofotométrico nas analises de Hb livre de bolsas CPD/SAG manitol. O mesmo ndo foi
verificado com bolsas CPDAI, principalmente ao final da validade. Nos testes realizados
nessas amostras, no ultimo dia do armazenamento, a média da diferenca entre os métodos
foram muito elevadas, assim como os limites de concordancia apresentaram uma amplitude
relativamente grande. Nas bolsas CPDA1, quanto maior o valor de hemoglobina livre, menor
foi a concordincia entre os métodos. Resultados semelhantes também foram obtidos nas
comparagdes dos métodos espectrofotométrico e HemoCue Plasma Low, ou seja, quando a
Hb livre foi dosada em bolsas CPD/SAG manitol, os métodos apresentaram melhor
concordancia do que quando utilizados nas analises de bolsas CPDA1. Porém, na comparagao
desses dois métodos, as médias das diferengas foram inferiores as obtidas na comparacao

entre os métodos Espectrofotometrico e Drabkin.
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A melhor concordancia da Hb livre entre o método de Drabkin e Espectrofotométrico
nas bolsas CPD/SAG manitol pode ocorrer devido aos fatores interferentes contidos no
plasma. As analises das concentracdes de hemoglobina livre no plasma sofrem interferéncia
de outras substancias, principalmente bilirrubina e lipideos (FAIRBANKS, ZIEMER,
O’BRIEN,1992). As bolsas CPDA1 possuem uma quantidade de plasma bem mais expressiva
que as bolsas SAG manitol. De acordo com Moore et al. (1981) a absorbancia no método de
Drabkin ¢ substancialmente aumentada na presenca de constituintes plasmaticos. Além disso,
a presenca de lipideos comumente contidos no plasma superestima o valor de hemoglobina
livre no método de Drabkin (HAN, SERRANO, DEVINE, 2010). Como nas bolsas SAG
manitol quase ndo ha plasma, a superestimac¢ao no método de Drabkin ¢ reduzida, diminuindo

as médias das diferencas entre os métodos.

A metahemoglobina aumenta ao longo do armazenamento e pode ser capturada pelo
método de Drabkin (ACKER; CROTEAU;YI, 2012) e pelo HemoCue plasma Low, ndo sendo
determinada pelo método Espectrofotométrico. Isso explicaria a menor concordancia ao final
da validade entre os métodos de Drabkin e Espectrofotométrico e entre HemoCue Plasma
Low e Espectrofotométrico nas bolsas CPDA1l. A presenga da metahemoglobina,
sulfahemoglobina, metalbumina e outros pigmentos podem limitar os resultados obtidos por
técnicas que sdo especificas para oxihemoglobina (FAIRBANKS, ZIEMER, O’BRIEN,1992).
Como as técnicas de Drabkin e HemoCue Plasma Low dosam varias formas de hemoglobina,
incluindo a metahemoglobina, foi possivel notar uma boa concordancia entre os métodos em

ambos os tipos de bolsas e em todos os periodos do armazenamento.

Cabe ressaltar que durante a revisao bibliografica ndao foram encontrados artigos com
pesquisas realizadas em bolsas de CH com solucdo anticoagulante CPDA1. Dessa forma, a
auséncia de estudos de comparacdo de métodos para determinagdo da hemoglobina livre e
hemoélise em hemocomponentes com solugcdo anticoagulante CPDA1 dificultam o
esclarecimento da baixa concordancia e da grande diferenca de resultados entre o método de
Espectrofotmétrico e o Drabkin nesses hemocomponentes ao final da validade. Por outro lado,
os artigos encontrados relacionados ao tema deste trabalho sdo de paises europeus, Estados
Unidos e Canad4, em que sdo utilizadas bolsas com solu¢do anticoagulante e solucdo aditiva (
por exemplo CPD/SAG manitol). No presente trabalho foi possivel notar uma boa

concordancia entre os métodos de Drabkin, HemoCue Plasma Low e o espectrofotométrico
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em bolsas com solug¢dao aditiva ( CPD/SAG manitol). A diferenca entre os resultados de
hemoglobina livre entre as técnicas analisadas foi muito baixa. O mesmo foi também descrito
por outros autores, quando avaliada a concordancia entre o método de Drabkin e métodos que
utilizam espectrofotometria optica direta. (HAN, SERRANO, DEVINE, 2010; ACKER;
CROTEAU;YT, 2012; MALINAUSKAS, 1997)).

Todos os métodos utilizados nas analises de Hb total, hematocrito ¢ Hb livre
apresentaram boa precisdo nas andlises intra e inter-ensaio. O coeficiente de variagao
(CV)intra e inter-ensaio nas analises de Hb total e hematodcrito obtidos foram inferiores aos
estabelecidos para amostras de sangue fresco pelo critério de RICOS (1999). O CV intra e
inter-ensaio para Hb total segundo esse autor, ¢ de 2,85% e 6,8%, respectivamente. Para o
hematocrito o CV intra e inter-ensaio estabelecido ¢ de 2,7 e 6,41%, respectivamente. No
presente estudo, o CV intra- ensaio para Hb total e hematocrito no CellDyn foi de 1,2% e
0,9%, respectivamente, sendo que no hemoglobindmetro e no método de microhematécrito os
resultados obtidos foram ainda inferiores. Outros estudos com CH apresentaram CV intra e
inter-ensaio semelhantes aos obtidos no presente trabalho (ACKER, CROTEAU, YI, 2012;
HAN, SERRANO, DEVINE, 2010).

Nas analises de Hb livre o CV intra-ensaio obtido no método de Drabkin foi de 2,0%
em uma das amostras testadas, sendo semelhante ao obtido por outros autores (2,0% por
ACKER et al., 2012, e 2,46% por HAN, SERRANO, DEVINE, 2010). Nas andlises inter-
ensaio o CV encontrado foi de 4,3% semelhante aos 5,0% obtidos por ACKER et al. (2012).

O HemoCue Plasma Low apresentou CV intra e inter-ensaio de 6,8 e 5,1%,
respectivamente. Resultados préximos aos encontrados por Cardigan, Smith (2002), que

encontraram 5,5% no inta-ensaio e 5,6% no inter-ensaio.

A determinagdo da hemolise requer a dosagem da hemoglobina total, hematocrito e
hemoglobina livre. Os métodos de hemoglobina total e hematdcrito analisados foram
concordantes entre si, de modo que tanto a escolha de um quanto o outro ndo acarretaram
diferengas nos resultados de hemolise. Assim como observado nos métodos utilizados para
hemoglobina livre, a hemolise obtida pelo método de Drabkin apresenta resultados superiores
aos determinados pelos demais métodos, 0 mesmo foi descrito em outros estudos ( ACKER,
CROTEAU, YI, 2012; HAN, SERRANO, DEVINE, 2010). Quando se compara os métodos

de Drabkin e o Espectrofotométrico observa-se que quanto maior o valor de hemdlise, menor
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¢ a concordancia entre os métodos, sendo que nas bolsas CPD/SAG manitol a concordancia
entre os métodos ¢ melhor do que nas bolsas CPDA1. Nessas bolsas, ao final da validade, os
limites de concordancia sdo muito amplos, incluindo valores que seriam inaceitdveis para o
grau de hemolise. Contudo, apesar do método espectrofotométrico subestimar os resultados
de hemodlise de bolsas que apresentam altas concentragdes de hemoglobina livre, ele
apresentou boa concordancia com o Drabkin e com o HemoCue Plasma Low nas bolsas CPD/
SAG manitol em todos os periodos do armazenamento e nas bolsas CPDA1 analisadas no
inicio da validade. O HemoCue Plasma Low e o Drabkin foram concordantes entre si nas
analises de hemolise de bolsas CPD/SAG manitol e nas bolsas CPDA1. Porém, ao final da
validade, no grupo composto por bolsas CPDA1 os limites de concordancia tiveram uma
amplitude um pouco mais elevada. Esses achados sdo coerentes com demais encontrados na
literatura. Em comparagdes entre laboratorios uma grande variacdo no grau de hemolise foi
observada devido as diferentes técnicas utilizadas para analise de hemoglobina livre.O

coeficiente de variagdo para o grau de hemolise entre os laboratorios foi de 31% (HESS et al.,

2005).

Como previsto na Portaria MS 158/2016, os testes de controle de qualidade que
avaliam o grau de hemolise devem ser realizados ao final da validade. Diante disso, tanto os
métodos de Drabkin, quanto o HemoCue Plasma Low podem ser utilizados de forma segura
nas analises de controle de qualidade, tanto em bolsas CH CPDAI1, como CH CPD/SAG

manitol.

O método de Drabkin possui como vantagens: boa lineraridade e reprodutibilidade;
baixo custo na realiza¢do dos testes; disponibilidade de um padrdo internacional de HiCN;
facilidade e rapidez no processamento das amostras, ja que a leitura o espectrofotometro ¢
feita em um unico comprimento de onda, possibilidade de utilizagdo de um espectrofotdmetro
mais barato. As desvantagens seriam o uso de substancia quimica perigosa e a interferéncia
dos resultados na presenga de alguns constituintes do plasma. Embora, ndo seja o ideal,
alguns laboratorios tentam compensar as interferéncias no espectro utilizando como branco
um composto preparado por plasma humano (MALINAUSKAS, 1997). Considerando as
vantagens descritas para técnica de Drabkin, ela pode ser boa op¢ao para utilizagdo em testes
de hemolise em servigcos hemoterapicos publicos, em que os recursos financeiros sdo mais

restritos.
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Embora o HemoCue Plasma Low apresente um custo mais elevado a curto prazo, esse
método também seria confidvel, reprodutivel e possibilitaria uma maior agilidade na liberagao
dos resultados pelo laboratorio.O método apresenta boa reprodutibilidade, facilidade e rapidez
na realizagdo dos testes, uma vez, que os resultados sdo obtidos em até 60 segundos; o
equipamento utilizado para leitura ¢ portatil e de facil manuseio; o plasma sobrenadante pode
ser processado sem necessidade de diluicao; ha disponivel comercialmente amostras controles
em trés diferentes concentragdes. A desvantagem se da pela linearidade do método. O mesmo
deve ser usado com cautela nas amostras com concentragdes de Hb livre inferiores a 0,02 g/
dL, mais comuns em amostras CPD/SAG manitol em inicio de armazenamento. Por exemplo,
em CH que serdo desleucocitados, os testes de controle de qualidade s3o realizados
imediatamente apos esse procedimento, que segundo a Portaria MS 158/2016, deve ocorrer
em até 48 horas ap0s a coleta. J4 amostras com concentragdes acima de 2,7 g/dL precisam ser
diluidas. Entretanto, considerando que a grande parte das andlises de controle de qualidade ¢
realizada ao final da validade do hemocomponente, em que os valores de hemoglobina livre

sdo mais elevados, esse método pode ser utilizado fornecendo resultados seguros.

O método espectrofotométrico apresenta como vantagens: boa linearidade e
reprodutibilidade, o baixo custo na realizagdo dos testes, redu¢do do risco quimico, ja que
utiliza dgua deionizada como reagente. Porém, a desvantagem se da pela baixa concordancia
com demais métodos nas andlises de CH CPDA1 com valores de hemoglobina livre mais

elevados, mais comuns ao final da validade.

A falta de padronizacdo de métodos seguros e confiaveis para determinagdo da
hemoglobina livre pode exercer grande influéncia nas avaliagdes de novos processos
producao de hemocomponentes, aquisi¢ao de equipamentos de extra¢ao de plasma, bem como
outros insumos criticos como bolsas de coletas de sangue e filtros de remog¢ao de leucdcitos,
em que a hemolise ¢ um importante indicador de qualidade utilizado nos processos de
qualificagdo e compra. Dessa forma, tornam-se primordiais novos estudos, incluindo analises
em hemocomponentes CPDA1, que auxiliem a padronizacao de métodos para determinacao
do grau de hemolise pelos 6rgdos nacionais e internacionais responsaveis por normatizar os

procedimentos técnicos hemoterapicos.
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8. Conclusao

Todos os métodos de hemolise utilizados foram reprodutiveis e confidveis para bolsas
CPD/SAG manitol ao longo do armazenamento. Porém, nas analises dessas bolsas logo apds
a coleta, em que as concentragdes de hemoglobina livre sdo baixas, resultados obtidos pelo
método HemoCue Plasma Low, abaixo de 0,02 g/dL devem ser avaliados com cuidado.Esse

método nao ¢ o ideal para analise desse tipo de bolsa, logo apds a coleta.

O estudo permitiu concluir que a escolha do método de determinacao de hemoglobina
livre exerce papel fundamental nos resultados de hemolise, podendo gerar um percentual
maior de ndo conformidade nas analises de controle de qualidade e um aumento no numero de
descarte de bolsas por esse motivo. Ao final da validade, nas bolsas CPDA1 o método
espectrofotométrico subestimou resultados de hemolise, principalmente nos
hemocomponentes com altas concentracdes de hemoglobina livre, sendo que essa técnica
apresentou uma pior concordancia com as demais técnicas avaliadas. Os métodos de Drabkin
¢ HemoCue Plasma Low apresentaram uma melhor concordancia nas analises de hemolise

durante esse periodo do armazenamento.
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9. Recomendacoes

A partir dos resultados obtidos nesse estudo foi possivel propor dois fluxogramas
(Figuras 34 e 35) que poderdo auxiliar na escolha do método de hemoglobina livre para
determinagdo do percentual de hemdlise a ser utilizado nas analises de controle de qualidade,
considerando o tipo de concentrado de heméacia produzido, disponibilidade de recursos

financeiros e porte do servico hemoterapico.



Servi¢o de Hemoterapia de pequeno porte

Recursos financeiros disponiveis

N
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/

CH CPDAI

|

Hb livre: HemoCue
Plasma Low

(0]
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CH CPD/SAGM

CH CPDALI

CH CPD/SAGM

| |

Testes no inicio

Sim

Hb livre:
armazenamento Drabkin
Nao

/

Hb libre: Drabkin ou
Espectrofotométrico

Hb livre: Drabkin ou
Espectrofotométrico

Hb livre: HemoCue

Plasma Low

Figura 34.Fluxograma para escolha do método de hemoglobina livre (Hb livre) para
determinagdo do percentual de hemolise em servigo de hemoterapia de pequeno porte.
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Servigo de Hemoterapia de médio ou grande porte

Recursos financeiros disponiveis

4 \

Sim Niao
CH CPDA1 CH CPD/SAGM
CH CPDA1 ou CH
l l CPD/SAGM
Hb livre: Testes no inicio
HemoCue armazenamento
Plasma Low Hb livre:
/ \ Drabkin
Sim Nao
II{)b lll)\l;r.e: Hb livre:
rabkin HemoCue
Plasma Low

Figura 35.Fluxograma para escolha do método de hemoglobina livre (Hb livre) para
determinag¢do do percentual de hemolise em servico de hemoterapia de médio ou grande
porte.
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APENDICE

Graficos de Reprodutibilidade e Repetitividade

Amostra 1, Hemoglobinometro EKF
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Figura36. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 1) no Hemoglobindmetro
HemoControl EKF.

Amostra 2, Hemoglobinometro EKF
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Figura37. Gréfico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 2) no Hemoglobindmetro
HemoControl EKF.
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Amostra 3, Hemoglobinémetro EKF
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Figura38. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 3) no Hemoglobindmetro
HemoControl EKF.
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Figura39. Gréfico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 1) no analisador
hematologico Cell Dyn Ruby.
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Amostra 2, Cell Dyn
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Figura40. Gréfico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 2) no analisador
hematologico Cell Dyn Ruby.
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Figura41. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina total (amostra 3) no analisador
hematoldgico Cell Dyn Ruby.
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Figura42. Gréfico reprodutibilidade da hematocrito (amostra 1) no analisador hematolégico
Cell Dyn Ruby.
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Figura43. Grafico reprodutibilidade da hematdcrito (amostra 2) no analisador hematoldgico
Cell Dyn Ruby.
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Figura44. Gréfico reprodutibilidade da hematocrito (amostra 3) no analisador hematoldgico
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Figura45. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 1) no método de Drabkin.
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Amostra 2, Drabkin
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Figura46. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 2) no método de Drabkin.
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Figura47. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 1) no método HemoCue
Plama Low.
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Amostra 2, HemoCue® Plasma/Low Hb
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Figura48. Gréfico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 2) no método HemoCue
Plama Low.

Amostra 1, Espectrofotométrico

['e]
N o
o
. 0.2446
N e
o \
% . L] ® °
[} -
s X .o 0.2319
2 \
T L]
L]
N
N
N
02192
§ 4
o
[ T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aliquota

Figura49. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 1) no método
Espectrofotométrico.



Amostra 2, Espectrofotométrico
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FiguraS0. Grafico reprodutibilidade da hemoglobina livre (amostra 2) no método

Espectrofotométrico.
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Figura51. Grafico repetitividade da hemoglobina total (amostra 1) no Hemoglobinémetro

HemoControl EKF.
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Figura52. Gréfico repetitividade da hemoglobina total (amostra 2) no Hemoglobinometro
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Figura54. Gréfico repetitividade da hemoglobina total (amostra 4) no Hemoglobinometro
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Figura55. Gréfico repetitividade da hemoglobina total (amostra 1) no CellDyn.
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Figura56. Gréfico repetitividade da hemoglobina total (amostra 2) no CellDyn.
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FiguraS7. Grafico repetitividade da hemoglobina total (amostra 3) no CellDyn.
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Figura58. Gréfico repetitividade da hemoglobina total (amostra 4) no CellDyn.
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Figura59.Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 1) no CellDyn.
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Figura60. Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 2) no CellDyn.
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Figura61. Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 3) no CellDyn.
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Figura62. Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 4) no CellDyn.
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Figura63. Grafico repetitividade da hematocrito (amostra 1) no método microhematdcrito.
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Amostra 2, Microhematocrito
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Figura64. Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 2) no método microhematdcrito.
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Figura65. Grafico repetitividade da hematocrito (amostra 3) no método microhematdcrito.
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Figura66. Grafico repetitividade da hematdcrito (amostra 4) no método microhematocrito.
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Amostra 1, Espectrofotométrico
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Figura67. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 1) no método
Espectrofotométrico.
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Figura68. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 2) no método
Espectrofotométrico.
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Figura69. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 3) no método
Espectrofotométrico.
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Figura70. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 1) no método Drabkin.
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Figura71. Gréfico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 2) no método Drabkin.
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Figura72. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 3) no método Drabkin.
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Figura73. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 1) no método HemoCue
Plasma Low.
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Figura74. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 2) no método HemoCue
Plasma Low.

Amostra 3, Plasma Low
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Figura75. Grafico repetitividade da hemoglobina livre (amostra 3) no método HemoCue
Plasma Low.
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