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CONCENTRADO DE PLAQUETAS: UM ESTUDO COMPARATIVO DE DOIS
DIFERENTES METODOS DE PREPARO E CONSERVACAD

- . - . %
Jose Amauri Soares Junior

Realizamos a plaquetometria em quarenta unidades de con-
centrados de plaquetas, com o intuito de comparar dois diferen
tes métodos para seu preparo e duas temperaturas diversas para
sua estocagem por 48 horas.

Demonstramos que a velocidade de 2.500 rpm durante 7 minu
tos, aplicada a centrifugagde das bolsas de sangue total, for-
nece concentrados de plaquetas com melhores niveis de cencen -
tragdo plaquetdria por mm3.Outrossim, verificamos que estes
niveis permanecem mais estaveis quando os concentrados sGo man
tidos a uma temperatura de 220C, durante um periodo de 48 ho -

ras, do que se estocades a temperatura de 40C.

1. INTRODUGAO

As plaquetas foram descritas pela primeira vez em 1842 por
Donné, que as denominou gleobulinas(!). Schultze, em 1865, con-
firmou sua existéncia, considerando-as fragmentos eritrociti -
rios. Somente no final do s€culo passado, gracas aos trabalhos
simultaneos de diversos autores, como Duncan, Kraus e Osler 5
foi descrita sua fungdo primordial no processo da coagulacao ,
relacionando-se sua diminuic3o ou auséncia com a génese de sin
dromes hemorragicas (25).

Duke(6), em 1910, foi o primeiro a demonstrar o valor te-
rapéutico da transfusao de plaquetas. Em trés pacientes trombo
citopénicos, dois dos quais criancas, o sangramento parou apos
transfusao de sangue fresco; em todos os casos o tempo de san-
gria diminuiu e em dois deles, nos quais a contagem de plaque-
tas havia sido realizada, foi observado um aumento da plaqueto
metria, durante cerca de trés dias.

* Médico Residente em Clinica M&8dica do Hospital Universitd -
rio Professor Walter Cantidio da UFC e aluno do Curso de Es
pecializacao em Hematologia e Hemoterapia.



Apesar do reconhecimento precoce do valor potencial da
transfusao de plaquetas, diversos trabalhos seguiram-se relatan
do resultados precarios ou mesmo fatais-, principalmente devido
a sobrecarga circulatdria pds-transfusional. Tal sobrecarga ocor
ria secundaria ao grande volume de sangue total que era necessa
rio infundir para elevar a contagem de plaquetas, porque, ate
aquele momento, sd se realizava a transfusdo direta doador-paci
ente, de dificil controle(15).

No inTcio da década de 20, com o uso do citrato como an-
ticoagulante (Lewisohn) e a descoberta de solugdes preservati -
vas contendo glicose, viabilizou-se a transfusio utilizando -se
recipientes de vidro e a terap8utiéa  transfusional tornou - se
mais pratica e segura (17-24).

0 aumento das necessidades de sangue ocorrido durante a
segunda guerra mundial favoreceu a criac3o e o desenvolvimento
dos bancos de sangue nas grandes cidades dos Estados Unidos e
Europa(24). As transfusoes tornavam-se mais Trequentesea desco
berta de novas solugdes preservativas permitia a estocagem do
sangue por periodos mais prolongados. Permanecia no entanto, o
problema das transfusdes de grandes volumes, com subsequente so
brecarga circulatdoria, visto que nd3o era possivel realizar a se
paracao dos diversos componentes do sangue por centrifugacao,uma
vez que os recipientes de vidro utilizados quebravam-se com fa-
cilidade. Apenas o plasma podia ser separado, por decantacao das
hemacias e aspiragdo do sobrenadante(24).

Com o advento das bolsas pldsticas no final da d&cada de
50 e infcio dos anos 60, a discussao sobre a necessidade de con
centrados dos componentes do sangue voltou a tona € a transfu -
sao de concentrados de plaquetas, obtidos a partir da centrifu-
gagcao das bolsas de sangue total, tornou-se possivel (3-15-17-24)

A quimioterapia do c&ncer havia sido bastante limitada ,
até entdo, pelo desenvolvimento de baixas contagens plaquetari-
as durante o tratamento, com o surgimento de hemorragias muitas
vezes fatais . De modo semelhante, at& 1963, num estudo feito
por Hersch e Cols(8), metade das mortes de pacientes com leuce-
mia aguda era devido a sangramentos por trombocitopenia. Portan
to, a disponibilidade de concentrados de plaquetas foi um gran-
de passo para tornar mais efetiva a quimioterapia anti-neoplasi
ca.

Em nosso meio, o Servico de Hematologia do Hospital Uni -
versitdrio Professor Walter CantTdio da Universidade Federal do



Ceard & responsavel pelo acompanhamento de grande niimero de pa
cientes portadores de hemopatias malignas. 0 suporte hemoteri-
pico & fornecido pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Ceara (HEMOCE), onde s@o preparados os diversos concentrados e
derivados do sangue.

A gravidade das doengas de que sao potadores os pacien -
tes nos quais estes concentrados sao transfundides e a demanda
sempre crescente dos mesmos torna imprescindivel a presenca de
um rigoroso controle de qualidade sobre eles, com o intuito de
fornecer concentrados de g]ﬁbu]os, plasma, crioprecipitado e
outros derivados do sangue, dentro do mais estrito padrio de
gqualidade internacional.

0 objetivo do nosso trabalho &€ fornecer subsidios aco nos
so Hemocentro para que este padrao seja alcancado e mantido
Com este fim , estudamos dois importantes parametros relativos
aos concentrados de plaquetas: a velocidade de centrifugacio e
a temperatura de estocagem.

2. MATERIAL E METODOS

Realizamos a plaquetometria em quarenta unidades de con -
centrados de plaquetas,tomadas aleatoriamente, e proveniéntes
da centrifugacao do sangue recém-colhido de doadores normais ,
que compareceram aoc Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ce-
ara (HEMOCE), no per7odo de outubro de 1985 a janeiro de 1986.

0 sangue foi coletado assepticamente, com agulhas calibre
16, em bolsas Hemobag duplas, contendo 70 ml1 da solucgdo anti -
coagulante A.C.D.P.(Acido citrico hidratado - 0,327g,citrato de
sodio dihidratado - 2,63g, dextrose anidra - 2,55g , fosfato de
sodio - 0,222g9 e agua destilada - 100 ml).*

Para a obtencao do plasma rico em plaquetas(P.R.P.), cen-
trifugamos as bolsas de sangue total em centrifuga refrigerada
IEC DPR 6.000, a 229C. Vinte unidades foram preparadas com a
rotagao inicial de 1.200 rpm durante 20 minutos (Grupo I) e as
demais a 2.500 rpm durante 7 minutes (Grupo II},(1-3-5-13-15 -
16-17-23-24-26-27-29-30-31). 0 P.R.P. foi separado, com o au -
x71io de um extrator manual, para as bolsas satélites,as quais
receberam, em ambos os grupos, uma posterior centrifugacdao a

* Especificacoes do fabricante.



3.300 rpm durante 15 minutos, nas mesmas condigoes técnicas{l1-
3-5-13-16-16-17-23-24-26-27-29-30-31).

Extraimos o plasma sobrenadante, pobre em plaquetas,dei-
xando um botao plaquetario suspenso em pequeno volume de plas-
ma. 0s concentrados resultantes permaneceram em repouso duran-
te uma hora e, findo este periodo, ressuspendemos o botdo pla~
quetario com agitagdo suave, retirando uma pequena amostra pa-
ra a realizagdo da contagem de plaquetas.

Na segunda fase do nosso trabalho, os grupos I e II fo -
ram divididos em subgrupos de 10 unidades cada (Ia e Ib, Ila
e IIb), formando dois novos grupos de vinte unidades: grupo A
(Ia + Ila) e grupo B (Ib + IIb).

0 grupo A foi armazenado em refrigerador vertical INDREL
-RL BS 240, a temperatura de 40C e o grupo B foi armazenado em
sala refrigerada, com a temperatura controlada em 22 + 290C(2-
4-7-9-10-11-12-13-15-16-17-19-20-21~-22-23-24-26-27-28-29-31-32

Uma segunda contagem de plaquetas foi realizada em todos
os concentrados 48 h apds o armazenamento e, neste momento, me-
dimos o volume total contido em cada bolsa.

Todas as contagens foram realizada em cdmara de Neubauer,
sendo as p?aﬁuetas coradas com a solucao de Rees e Ecker(citra-
to de sodio - 3,8g, formol a 40% - 0,2 ml, azul-cresil-brilante
- 0,19 e agua destilada - 100 m1), na proporgdo de 20 ul do con
centrado para 2 mi do corante (14-18). 0 erro médio(E) admitido
para cada contagem foi de 75.000 plaquetas por mm3.

0s resultados foram tabulados e comparamos os grupos I e
II, a partir das médias de suas contagens iniciais, utilizando
a tecnica estatistica do "t" de Student para um teste de 2 mé -
dias independentes (com n<30).

O0s grupos A e B foram comparados, a partir da média ~ das
diferengas entre as contagens final e inicial das bolsas de ca-
da grupo, utilizando o teste "t" para dados emparelhados. A es-
tabilidade da concentragao de plaquetas em cada grupo foi compa
rada com o uso do teste "F" para duas variancias.

Também verificamos a média dos volumes contidos nas bol -
sas dos concentrados de plaquetas.

0 nivel de significincia ©< admitido para todos os tes -
tes estatisticos foi de 5%.

3. RESULTADOS




TABELA I

Contagem de Plaquetas realizadas nas bolsas do grupo 1,

uma hora apés o seu preparo (a | 200 rpm / 20 minutos)

AN
Nﬁrne% das Bolsas | Plaguetas(x10©)/mm3
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A Concentragdo média ('ii)foi de l,?5x!06 Plaquefcs/mm3
com s= 0,54 x10% (p < 0.05)



TABELA II

Contagem de Plaquefas realizadas nas bolsas do grupo TL,

uma hora apdés o seu preparo {a 2500 rpm/ 7 minutos)

Numero das Bolsas Piaquel‘as()ﬁtl06)/mrn3

842 .09I 2,7
524 .761 2,5
525 .834 » 35
846 .i90
525.725
527 . 731
845 .725
846 . 894
845 .570
525 .857
845 .813
525.852
846 .046
674.110
676.916
846.834
7156.802
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748.60l
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A Concentragdo média (Rz) foi de 2.32x!06 Plaquetas/mm3
com s= 0,48x10% ( p¢0,05)



TABELA 1IT

Contagemn de Plgquefas (x1O

do grupo A, | hora apds seu preparo {19 contagem) e 48 horas

6

/mm

3) realizadas nas bolsas

apés seu armazenamenio a 4°C (29 contagem)

Ndmero das Bolsas
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845.570

2

525.857

846.973

525.720

845.813

525.852

o

HIOBIO|IOD

523 .816

-

525.732

846. 046

846. 834

-w

674. 110

676 .416

L J

678 .388

-

689. 26|

674. 117

695 . 60l

"

835. 042

-

748 .60/

674 .682

748 . 057

5

|
2
2
I
2
2
|
2
I
i
2
2
o)
O
i
I
2
|
0
)

~|o|olo|nlOoN|e o |— |~ ow 0w

5

L

A diferenga média {d) enfre as contagens foi de 33,75x10

Plaquetas /mm> com sd= II.80xIO4 (p(0.,05)
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TABELA TV

Contagem de Plaquetas (xiOS/mm3) realizadas nas bolsas
do grupo B, 1| hora apés seu preparo (19 contagem ) e 48 horas
apés seu darmazenamento a 22° C (29 contagem)

Namero das Bolsas | 19 Contagem 28 Contagem

' 845.877
525. 791
525. 859
845.447
842 .09
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A diferenga média (d) entre as contagens foi de 0,13 x10°
Plaquetas /mm3 com sd=6,32 x 104 (p¢0,05)



No grupo I (tabela 1) observamos concentragdes plaquetdri-
as variando de 0,90 x 106 a 2,70 x 106 plaquetas/mm3, com uma mé
dia de 1,75 x 106 plaquetas/mm3 e com desvio padrio de 0,54 x 106
No grupo II (tabela 2) as contagens variaram entre 1,80 x 106 e
2,80 x 106 plaquetas/mm3 com uma média de 2,32 x 106 plaquetas /
mm3 e desvio padrao de 0,48 x 106, Observamos, ainda, que nas bol
sas do grupo I havia uma maior contaminacdo por hemdcias, encon-
tradas com certa frequéncia nos campos microscdopicos durante as
contagens.

A diferenca entre as contagens inicial e final de cada con
centrado variou, no grupo A, de um minimo de 0,2 x 106 a um maxi
mo de 0,6 x 106 plaquetas/mm3 {tabela 3), com uma diferenca mé -
dia de 33,75 x 104 plaguetas/mm3 e desvio padrio de 11,80 x 104,
No grupo B a diferenga entre as contagens variou entre 0,05x106¢
0,25 x 106 plaquetas/mm3 (tabela 4), com uma diferenca média de
0,13 x 106 p1aquetas/mm3 e desvio padrao de 6,32 x 104. Neste gru
po observamos uma maior presenca de agregados plaquetarios ao fi
nal do perjodo de armazenamento de 48 horas.

0 volume médio contido nas bolsas dos concentrados foi de
27,4 ml.

4. DISCUSSAD

Segundo McCullough (15), n3o hi realmente uma padronizagao
no preparo dos concentrados de plaquetas. A American Association
of Blood Banks(A:A.B.B.) estipula que as bolsas de sangue total
devem receber uma centrifugacgao inicial a uma velocidade modera-
da (entre 1.200 a 2.800 rpm) e que o ptasma rico em plaguetas as
sim obtido deve receber uma centrifugag3do mais rapida (entre 3.
000 e 4.200 rpm), ambas a 22 0C, resultando, ao final do proces
so, os concentrados de plaquetas. A escolha das velocidades a se
rem utilizadas em cada centrifugagao fica a criterio de cada he-
mocentro ou pesquisador(1-3-5-13-15-16-17-23-24-26-27-28-2%-30 -
31).

0s autores tambem divergem quantoc @s concentracgoes ideais
de plaquetas a serem obtidas em cada bolsa, com nimeros variando
de 1,6 x 106 plaquetas por mm3 a 2,5 x 106 piaquetas por mm3,seg
do que a maioria dos pesquisadores indica niveis mais proximos a
este Timite superior (1-2-16-23-27-31).

A media das contagens de plaquetas nas bolsas do grupo II
foi mais elevado que no grupo I e mais proxima dos niveis consi-
derados ideais pela maioria dos autores. A comparac3o estatisti-



ca das duas médias atraves do "t" de Student para duas medias
independentes (com n < 30) confirma que a diferenca entre elas
e significante (t=3,49, para um t critico de 1,68, adinitindo
se que P<€0,05). _

Por outro lado., observamos no grupo I uma maior contami
nagao com hemacias nas bolsas dos concentrados, o que acarre-
taria sensibilizacdo aos antigenos eritrocitirios nos pacien-
tes com eles transfundidos. Esta sensibilizacao € indesejavel
frente a possibilidade de futuras transfusdes com concentra -
dos de hemacjas nestes mesmos pacientes.

De posse destes dados, e comparando-os com os da litera
tura, podemos inferir que os concentrados de plaguetas prepa-
rados a partir da centrifugagao de sangue total na velocidade
de 2.500 rpm, durante 7 minutos, apresentam concentracoes de
plagquetas mais elevadas, mais proximas ao nivel cbnsidevade
ideal, com uma variagao notadamente menor de bolsa para bolsa
e com menor contaminacao eritrocitiaria.

Ha menor controversia entre os autores e pesquisadores
no que diz respeito a melhor temperatura para preservacio das
plaquetas. A maioria depende a preservacdo a temperatura de
22 + 29C, ressalvando a necessidade de agitacdo constante dos
concentrados, durante o periodo de preservagiio, com o uso de
um agitador helicoidal, com o objetivo de evitar o surg{mento
de agregados plaquetarios (2-5-7-9-10-11-12-13-15-16-17-20 -
21-22-23-24-26-27~-28-31-32).A1guns autores, como Kahn e Merry
man(10), defendem a preservacdo a 40C para uso imediato, em
sangramentos ativos, e a 22 0C para transfusdes profildticas.
Outros, como Becker e Tuccelli(4), acham que ambas as tempera
turas sdo adequadas para o armazenamento por 48 h.

Em nosso trabalho nao estudamos a viabilidade das pla-
quetas preservadas-aestas temperaturas, mas avaliamos apenas
a concentracao das mesmas nas bolsas, uma hora e quarenta e
oito horas apds seu preparo e armazenamento. No grupo A(arma-
zenamento a 48C) observamos uma diferenga media entre a pri -
meira e segunda contagens maior que no grupo S(armazenamento
a 22 0C).e,atraves da comparacao de variancias, verificamos
que a variagao dentro do grupo A € estatisticamente maior que
no grupo B ("F"=3,5, para um “F" critico de 2,17, admitindo -
se que p < 0,05).

Estes dados demonstram que a concentragao de pliaquetas
permanece mais estavel nas bolsas armazenadas a 22 oC. Obser-



vamos, no entanto, uma presenga maior de agregados plaqueta-
rios neste grupo, findo o prazo de 48 h de armazenamento.ls-
to provaveimente ocorreu por terem os concentrados permaneci
do em repouso, visto que nao utilizamos o agitador helicoi -
dal indicado por varios autores como essencial para a preser
vagcao de plaquetas a esta temperatura.

0 volume meédio dos concentrados de plaguetas por nos
produzidos (27,4 m1) € considerado aceitavel por varios auto
res para a preservagao a 49C (10-17-24) ou mesmo, por alguns
outros a 220C (2-4). A maioria (12-17-19-24-27), porem, de’-
fende a necessidade de volumes maiores, variando de 50 a " 70
ml, para a preservagao dos concentrados 2 temperatura de 220
C. 0 volume residual de plasma dos nossos concentrados depla
quetas foi obtido de forma aleatdoria, visto que extraimos o
plasma com um extrator manual que n3io nos fornece meios parsa
controlar com exatidic o volume a ser deixado em cada bolsa.

5. CONCLUSAO

Os resuitados que obtivemos nos levam a concluir que a
centrifugacao inicial do sangue 3 velocidade de 2.500 rpm du
rante 20 minutos €& mais adequada ao preparo dos concentrados
de plaquetas, pois fornece bolisas com melhor concentragao pla
quetaria por mm3 € com menor contaminacao eritrocitaria.

Demonstramos tambem que a temperatura de 229C mantem
uma estabilidade, em termos de plagquetometria, das bolsas dos
concentrados, apesar da ausencia de agitagdo constante duran
te o periodo de armazenamento ter induzido a formacio de -a-

gregados plaquetarios.

Por outro lado, o volume médio dos concentrados que
produzimos & mais compativel, sequndo a literatura internacio
nal, com o armazenamento a 40C do que a 220C.

Acreditamos, portanto, que os Hemocentros devam adotar
a temperatura de 22 + 290C para a preservacao dos concentra -
dos de plaquetas, com um volume médio de 50 ml por bolsa e
utilizando um agitador helicoidal para a agitacZo - constante
das bolsas durante o perfodo de estocagem. A estocagem a 49 C
poderia ser utilizada quando necessirio e as condigoes técni-
cas locais assim o exigissem,



6. SUMMARY

We presented two different methods of centri-
fugation of .the whole blood in order to prepare the
platelet concentrates. We démonstrated that the whole
blood must be centrifuged at the speed of 2.500 RPMs
for seven minutes for ithe production of internatio -

nally acceptable concentrates.

Based upon the stability of platelet concen-
tration during 48 hourns , we showed that the platelet
concentrates are better preserved under the tempera -
ture of 229C, regarding that coniinuous gentle agita-

tion I8 necessary for room temperature storage.



7.

15

‘2.

yﬁ'12.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASTER,R.H. - Preparation of platelets concentrates.Vox
Sang., 22: 272-274, 1972.

; BECKER,G.A. & FILIP,D.J. - Studies to improve me-

thods of short-term platelet preservation. Transfu -
sion, 16: 4-7, 1976.

. BECKER,G.A. & ASTER,R.H. - Platelet transfusion therapy

Med.Clin.North.Am., 56: 81-85, 1972.

et alii - Studies of platelets concentrates stored
at 229C and 49C. Transfusion, 13: 61-68, 1973.

. BORUCKI,D.T. - Blood component therapy - A physician's

handbook. Washington,D.C., Am Assoc of Blood Banks ,
1981.

. DUKE,W.W. - The relation of blood platelets to hemorra

gic disease: Description of a method for determining
the bleeding time and coagulation time and report of
three cases of hemorragic disease relieved by trans-
fusion. J.A.M.A., 55: 1185-1192, 1910.

. ERICKSON,L.; HOGMAN,C.F. & BUSCH,C. - Lack.of confor -

mity in the behaviour of platelets during normal sto
rage conditions at 229C. VYox Sang, 40: 65-70, 1981.

HERSCH,E.M. & Cols - Causes of death in acute leukemia:
A ten year study of 414 pacients from 1954-1963.J.A.
M.A., 193: 105-109, 1965. ;

. HOLME,S. et alii - Platelet storage at 220C. Blood ,gg:-

425-431, 1878.

KAHN,R.A. & MERRYMAN,H.T. - Storage of platelet concen-
trates. Transfusion, 16: 13-16, 1976.

. KATTLOVE,H.E. - Platelet preservation: What temperature?

A rationale for strategy. Transfusion, 14: 328-330 ,
1974. ' :

KUNICKI,T. et alii - A study of variables affecting the
quality of platelets stored at room temperature. Trans
fusion, 15: 414-420, 1975.

T
xolog/

e

Dy @

[:)]

= BIE JECA

E]
2
: 4
% 2/

-
3 .



W+ 13% LEVIN,R.H. - Handbook for platelets transfusion therapy
Washington, D.C,, National Cancer Institute, 1964.

T4. LIMA,0.A. et alii - MEtodos de laboratdrio aplicados 3
clinica. Rio de Janeiro,Guanabara-Koogan, 1977.

* 15. MCCULLOUGH,J. - Platelet physiology and transfusion
Washington,D.C,, Am., Assoc.of !Blood Branks, 1978,

+ 16, MILLER,W.V. - Technical methods and procedures. Was -
hington,D.C., Am.Assoc. of BTood_Banks, 1978.

17. MOLLISON.P.L. - Blood transfusion in clinical medicine
London, Blackwell Scientfic Publications, 1983,

18. MOURA,R.A. -  Teécnicas de laboratdorio, Rio de Janeiro,Ate
neu, 1977.

\‘ 19, MURPHY ",S. & GARDNER,F.H. - Deleterous effect of low tempe-
rature on platelet viability. J.Clin.Investigation, 47:72
76, 1968,

.. - Platelet preservation: Effect of storage tempera-

ture or maintenance of platelet viability - Deleterious
effect of refrigerated storage. New Eng. J. Med. , 280 :~
1094-1098, 1969.

- Room temperature storage of platelets. Transfusion
\ 16: 4-8, 1976.

1

ﬁ‘ 22. ; SAYAR,S.N. & GARDNER,F.H. - Storage of platelet concen
trates at 220C. Blood, 35: 549-553, 1970,

*23. OBERMAN,M.A. - Standards for blood banks and transfusion ser
vices. Washington,D.C., Am Assoc. of Blood Banks, 1981.

24. PROANO,C.C. - Las plagquetas.Quito, Casa de la Cultur: Equato
" riana, 1972. '

25. SCHIFFER,C.A., - Which are the paramsters to be controlled in
Nt platelets concentrates in order that may be offered to the

medical profession as a standadized. product with specific
properties ? Vox Sang, 40: 122-125, 1981,

26\ SLICHTER.S.J. & HARKER,L.A, - Preparation and storage of pla
telet concentrates.Transfusion, 16: 8-12, 1976.




D
W 27
H Tze;-.

29.
30.

31.

Storage variables influencing the harvest of platelet
viability and function. Br.J Haem, 34: 398-403, 1976.

TASWELL,H.F. et atii - Quality control in the blood bank:
A new appoach. Am.J.Clin.Pathol, 62: 491-4384, 1974,

Toma, fracionamento, inspeccion de la calidad y usos de 10

sangre y de los productos sanguineos. Genebra, OMS, 1982.

WIDMANN,F.K. - Technical manual. Washington, D.C., Am Assoc
of Blood Banks, 19871.

ZUCKER,M.B. et éiii - Preservation and clinical use of pla-
telets. Vox Sang, 16: 373-379, 1969.



