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Filtracdo de leucécitos em concentrados de hemacias*

1

Maria Soraia Parente da Cunha**

RESUMO

Realizamos um estudo para avaliar a redug&o dos leucécitos com
0 uso de filtros de adsorcio, em concentrados de hemacias, armazenados a
4°C em solugdo de SAG-M. O numero de leucocitos apos a filtraczo foi de
3.1x 10°-57 x 10° em camara de Newbauer e contador

respectivamente; a analise do esfregaco sanguineo pos fi
auséncia de leucacitos.

automatico
Itragdo demonstrou

Efetuamos contagens do nimero de leucécitos e analise
morfoldgica do esfregaco sanguineo em concentrados de hemacias em 20
dias de estocagem a 4°C (SAG-M). Foiobservado alteragdes morfolégicas e
uma diminuigdo do nimero de leuctcitos proporcional ao dia da estocagem.

Os resultados estdo de acordo com 0s encontrados na literatura.

* Trabalho apresentado como re
Hematologia e Hemoterapia.
** Farmacéutica - Bioquimica, al
Hematologia e Hemoterapia.
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INTRODUCAO

No inicio do século XX, depois da descoberta dos grupos
sanguineos e o desenvolvimentos de anti-coagulantes, a transfusio de
sangue estabeleceu-se como um tratamento (8). Atualmente, a transfusio
sanguinea é um procedimento rotineiro nos hospitais.

Durante os muitos anos em que as transfusdes eram realizadas
com sangue total, a presenca de leucocitos era considerada normal e
inevitavel. Com o desenvolvimento da terapia de componentes na década de
sessenta, tornou-se claro, que varias complicagbes das transfusdes
sanguineas resultavam da exposicdo do receptor aos leucocitos do doador
(5-6-14). Com isso, tornou-se crescente a necessidade de esclarecer que
efeitos adversos os leucocitos provocavam e como evita-los.

Varios estudos tem demonstrados que os leucocitos presentes no
sangue transfundido, estido associados a complicagbes como: reacdes febris
ndo hemoliticas, aloimunizacéo a antigenos HLA, transmissdo de doenca
enxerto x hospedeiro e imunomodulagéo (2-3-5-6-26-29). Na tentativa de
reduzir estes efeitos, a remocao de leucocitos dos componentes sanguineos
tem alcancado relevada importancia para doentes hematolégicos e/ou
politransfundidos, doentes imunodeprimidos, em transfusio macica
exsanguineotransfus&o, transfusio intrauterina, prevencdo de doencgas que
tem leucocitos com vetor, na prevencéo da imunizagdo HLA e de reacoes
febris e na refratariedade plaquetaria (1-3-5-14-29).

A administragido de concentrados de hemacias é feita através de
um filtro, chamado de filtro “padrado” de administragcdo sanguinea, ele tem um
tamanho de poro de 170 a 260 microns. Estes filtros apanham fragmentos
grossos mas nao impedem o fluxo de leucdcitos (20).

Existem varias técnicas para reduzir o nimero de leucécitos em
componentes sanguineos. Entre elas temos: Eentrifugagéo invertida,
centrifugacdo dupla, filtros de microagregados'/(ZO a 40 microns),
congelamento/degIicerolizagéo/lavagem salina e outras (8-16-17-28-29).

Recentemente o avanco tecnologico e cientifico permitiu o

desenvolvimento de filtros de “terceira geragao”, também referidos como

ey



filtros de adsors&o, que proporcionam profunda reducido de leucécitos (>
99%), por aderéncia (10-27).

O ideal seria utilizar apenas produtos deleucotizados, mas o custo
elevado dos filtros, ainda néo permite esta pratica, devido ao encarecimento
do servico hemoterapico (12). Por isso a decisdo de usar componentes
leucoreduzidos deve ser avaliadg de acordo com as necessidades do

paciente, de forma criterigsa, para que nao ocorra o uso indiscriminado de
um produto t&o caro (24).

O objetivo deste trabalho é observar a morfologia e a variacdo do
nimero de feucdcitos dos concentrados de hemacias em solugdo CPD-SAG
Manitol, num periodo Compreendido entre o dia em que a puncéo foi

realizada ao vigésimo dia de armazenamento; e verificar se ha redugéo dos
leucocitos com o uso de filtros leucoredutores.



MATERIAL E METODOS

Foi coletado sangue total de doadores do servico de Hematologia
e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), em bolsas plasticas, contendo solugao
CPD-SAG Manitol.

Esses doadores eram individuos, com hemoglobina de mobilidade
eletroforética normal (AA) e estudo sorologico negativo para sifilis, Chagas,
hepatite B e C, HTLV I/ll e AIDS.

As bolsas utilizadas (n=30) continham em média 450 ml de sangue
total de cada doador, 63 ml de solucdo anti-coagulante CPD, num sistema
de bolsa tripla, contendo 100 mI de solugdo preservadora SAG-M (Salina-
adenina, glicose e manitol) em uma das bolsas satélite.

Para obteng&o do concentrado de hemacias , as bolsas de sangue
foram submetidas a uma centrifugacdo de 15 minutos em centrifuga
refrigerada 3.500 RPM a 4°C, em seguida, o plasma sobrenadante foi
transferido para uma bolsa satélite através de pressdo em extrator de
plasma. Os concentrados de hemacias foram ressuspensos em 100 ml da
solugéo preservador SAG-M anexa em sistema fechado por nés utilizado e
estocada a 4°C. Por ocasido da retirada do material das bolsas para ser
analisado, foi realizada homogeneizacdo com movimentos lentos e laterais.

Analise dasamostras:

O estudo foi efetuado em dois grupos de amostras; no primeiro
grupo foram analisados vinte concentrados de hemacias (5-12 dias de
armazenamento) que foram filtrados ( Filtro p/ leucocitos Cellselect 1134/4 -
ASEM) e o segundo grupo composto por dez concentrados de hemacias
que n&o foram filtradas.

Foi realizada a contagem global de leucécitos em camara de
Newbauer e em contador automatico ( Cellm, Diluidor DA500, contador
CC 510 ), como também uma analise morfologica ( contadas 100 células )
dos leucdcitcs, em esfregaco sanguineo, corado pelo método de May-
Grunwald-Giemsa, utilizando objetiva imersdo em microscopio optico.



No grupo de unidades sanguineas que foram filtradas, este
procedimento foi feito antes e apos a filtragdo. No segundo grupo, o das
amostras nao filtradas, foram analisadas no dia em que o sangue foi
coletado, e apés um, cinco, dez e vinte dias de armazenamento,

Posteriormente, com posse dos dados, foram caiculados o ntimero
de leucocitos por unidade do concentrado de hemacia.

O nivel de significancia estatistica foi fixado em 5%.

- Solugéo anti-coagulante CPD

Citrato de s6di0..............o..oooooo 2630 mg
Acido citrico ... 327 mg
Fosfato de sodio monobasico H 5. S 222 mg
Dextrose H,0 ..o 2550 mg
Agua para injeg&o q.8p. oo 1000 ml

- Solugédo preservadora SAG-M

Cloreto de s6dio..............c........... 877 mg
£ (1 T 1 F—————— 16,9 mg
Dextrose H,0 ... o 900 mg
Manitol. ..o 525 mg



RESULTADOS

Foram analisados 20 concentrados de hemécias ( 5 a 12 dias de
armazenamento) antes e depois da filtragéo de leucécitos (GRUPO [} e 10
concentrados de hemacias no dia em que o sangue foi coletado, no 1°, 5°,
10° e 20° dia de armazenamento (GRUPO 11). Os concentrados de hemacias
foram armazenados a 4°C com SAG-M.

Os numeros de leucécitos nos concentrados de hemacias do
GRUPO |, utilizando contador automatico e camara de Newbauer, estdo na
tabela I.

Nas tabelas Il e Ill estao representados as meédias dos nimeros de
leucécitos dos concentrados de hemacias do GRUPQ |, onde a aplicagéo do
teste “t” de Student evidenciou uma diferenca significativamente estatistica.

A tabela IV mostra em, termos de porcentagens, a eficiéncia da
filtragdo de leucdcitos em concentrados de hemacias, em contador
automatico e cdmara de Newbauer.

Os nameros de leucdcitos nos concentrados de hemacias do
GRUPO II, utilizando contador automatico e camara de Newbauer, estdo nas
tabelas V e VI, respectivamente.

A tabela VIl representa as médias dos valores das tabelas V e VI.
evidenciando a diferenca entre aparelho automatico e camara de Newbauer,
que estatisticamente ndo apresentou significincia.

Os resultados obtidos com relagéo a perda leucocitaria entre o dia
da coleta e o vigésimo dia de armazenamento a 4°C com SAG-M, estdo
representados na tabela Vili.

As principais alteragoes morfoldgicas encontradas no GRUPO | e (]
estdo na tabela IX e X, respectivamente. Alem das alteragdes descritas na
tabela IX e X, foi verificado um aumento no tamanho dos feucécitos
(macrocitose) a partir do 1° dia de armazenamento.

A figura |, sintetiza de forma grafica a taxa de redugido de
leucécitos em concentrados de hemacias do GRUPO I, utilizando contador
automatico.



TABELA | - Nimero de leucocitos em  concentrados de hemacias,
armazenados a 4°C em SAG-M, antes e depois da filtracdo de
leucocitos.  Utilizando contador automatico e camara de

Newbauer.
NUMERO DE LEUCOCITOS (x10°ni)
- ANTES | DEPOIS

~ N°DA DIAS DE CONTADOR | CAMARADE | CONTADOR | CAMARA DE e
~BOL9A | ARMAZENAMENTO | AUTOMATICO | NEWBAUER | AUTOMATICO | NEWBAUER = /(00

Q157 8 4.8 4.0 03 0,0

0741 8 9.0 82 02 0.0

0771 8 57 4.5 0.1 g0

0802 g 44 35 g2 | o155 |

0811 8 60 5.1 04 0.05

0864 9 4.3 3.7 04 0,0

0933 7 52 4.4 a2 0.05

1196 12 4.0 3.3 0.1 0,0

1245 9 7.0 65 a1 00

1337 | 9 39 30 0.3 0,0
1417 | 12 54 4.6 01 0,0 .
_t478 | 8 43 38 1l 03 | go |
1508 12 L s 02 00
1880 | 12 4.0 2.9 0.1 _go |
1603 | g 53 50 0.1 00

1613 7 8.9 7.8 04" 0,0

1624 | 7 67 %" 51 0.5 0,0

1632 B s e o 27 N R
Mz 7 57 50 0.1 0,0

1613 5 4.5 39 a1 00




TABELA 1l - Média + EPM (erro padrdo médio, N=20) expressa em pl e
valores absolutos de leucécitos em concentrados de hemacias,
antes e depois da filtragéo. Utilizando contador automatico.

X+ EPM
PERIODO  x 103 i Vafzr/e:n?gasg;uros
antes da
fitracéio 52 +035 1,3x 109
depois da *
fitroco 0,23 +0,03 57x 108

* p< 0,001 (teste “t” de Student)

TABELA Il - Média + EPM (erro padréo medio, N=20) expressa em pl e
valores absolutos de leucécitos em concentrados de hemacias,
antes e depois da filtrag&o. Utilizando camara de Newbauer.

Xt EPM
; 03 / Valores absolutos
PERIODO x10° p ol iikiacls
antes da 9
fiitracao 45 +034 1,1x 10
dapois da

* 6
filtracéio 0,0125 +0,0076 3,1x 10

* p< 0,001 (teste “t" de Student)



TABELA IV - Eficiéncia da fitracdo de leucdcitos em porcentagem (%) nos
concentrados de hemacias.

EFTUENCIA  Da FilTeagao % 2)

vosssow | oURRn T e
0157 93,7 100
o741 97.7 100
o771 98,2 100
0802 954 95,7
0811 93,3 99,0
0864 807 100
0933 96,1 99,0
1196 97.5 100
1245 98,5 100
1337 92,3 100
1417 98,1 100
1478 93,0 100
1508 94,7 100
1550 97.5 100
1603 98,1 100
1613 985 100
1624 92,0 100
1632 83,3 100
1417 98,2 100
1613 97.7 100

X 95 99,7




TABELA V - Numero de leucocitos (x 103 ui) em concentrados de hemadcias,
durante o periodo de armazenamento a 4°C, com SAG-M.
Utilizando contador automatico.

NUMERQ DE LEUCOCITOS (x10° )

N° DAS BOLSAS 0 1° 5 10° 20°
1531 7.6 6,8 50 4,1 3,7

006 89 8,0 64 53 4,9

0009 6,8 6,1 4,5 37 34
0012 5,0 4,3 29 2,0 1,7
0023 80 7.3 56 44 38
0030 9,2 84 6,6 58 52
0321 8,3 7.5 57 4,5 4,0
0327 13,0 12,2 9,8 7,8 6,7
0331 7.8 7,0 54 4,0 36
0335 85 7,7 6,2 55 5,0

TABELA VI - Numero de leucécitos (x 103 pl) em concentrados de hemacias,
durante o periodo de ammazenamento a 4°C, com SAG-M.
Utilizando Camara de Newbauer.
NUMERO DE LEUCOCITOS (x10° )

28 DASBOERaey WS BN 8 - 5 & =4
1531 6,5 5,9 4,1 33 3,0

006 7,8 7,0 56 4,5 4.3

0009 6,0 53 3,7 2,7 24
0012 4,4 38 2,7 1,8 1,5
0023 6.9 6,0 4,3 35 32
0090 8,4 7.6 57 46 4,0
0321 7.5 6.4 4,6 3,9 34
0327 11,3 9.9 80 6.9 6,5
0331 6,9 6,0 4,6 g% 3,0
0335 7.1 6,5 59 4,4 4,0




TABELA Vi - Média + EPM (erro padrdo médio = 10) expressa em {l e
valores absolutos de leucocitos nos concentrados de
hemécias, durante o pericdo de armazenamento a 4°C, com
SAG-M. Utilizando contador automatico e camara de

Newbauer.

T ] XCEPAR

DIASDE
0 8,31+ 0,64 21X 107 7,281 0,56 1,8 X 10°
1° 7,43+ 0,55 1,8X 10° 6,44 £ 0,50 1.6 X 10°
5° 5,81+ 0,56 1,4 X 10° 4,85+ 045 1,2 X 109
10° 4,71+048 12X10° 393£043 1,0 X 10°
20° 420+ 0,42 1.0X 10° 353t 0,42 09X 10°

TABELA Vili - Perda leucocitaria das bolsas de sangue verificada entre 0 dia
da coleta e o 20° dia de estocagem a 4°C em SAG-M.

PERDA LUCOCITARIA
N°DAS BOLSAS CONTADOR ALUTOMATICO  CAMARA DE NEWBAUER
LEUCOCITOS (x10°pl)  LEUCOCITOS (x10° )
1531 39 35
o006 4,0 3,5
0009 34 36
0012 3,3 2.9
0023 42 37
0090 4.0 44
0321 4,3 4.1
0327 6,3 4.8
0331 4.2 39

0335 3,5 3,7




TABELA IX - Aspecto morfologico dos leucocitos de concentrados de
hemacias armazenados a 4°C em solugdo SAG-M.

DIAS DE ARMAZENAMENTO
X DE LEUCOCITOS C/ ALTERACOES MORFOLOGICAS
MorroLOolRs HARTE gy
VACUOLOS — 2 10 18 20
FRAGMENTACAO — 3 25 45 70
CELULAR

TABELA X - Aspecto morfoldgico dos leucdcitos de concentrados de
hemacias antes e depois da filtragdo de leucacitos.

X DE LEUCOCITOS C/ ALTERACOES MORFOLOGICAS

ALTERACAO 1
MORFOLOGICAS ANTES _ _ PEROE
VACUOLOS 17 auséncia de leucdcitos

FRAGMENTACAO 41 auséncia de leucdcitos
CELULAR




FIGURA | - Taxa de reducdo de leucocitos em concentrados de hemacias

verificada no 19, 52, 10° e20° dia de armazenamento a 4°C em
SAG-M, utilizando contador automatico.
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DISCUSSAO

Em nossos resultados verificamos que ha redugéo dos leucdcitos
dos concentrados de hemacias que foram submetidos a filtragdo com filtros
de adsorgdo. O ntimero de leucécitos residuais apés a filtragéo foi de 3,1x
10% , quando a contagem foi realizada em camara de Newbauer e de 57 x
10%, quando em contador automatico. A variagdo dos resultados ests
relacionada com os métodos e técnicas empregadas para contagens dos
nimeros de leucocitos residuais pos-filtragdo. Wenz et al (31) em seu
estudo, fizeram uma anaslise dos métodos de contagens dos leucocitos
remanescentes pos-filtracéo, afirmando que contadores automaticos sio
ineficientes para realizar contagens de componentes intensamente
leucoreduzidos, com menos de 500 leucocitos/pl. Brecher et al (4) relataram
a superioridade da camara de Newbauer (deteccdo de 5,6 leucdcitos/pl) e da
citometria de fluxo para contagem de Ileucécitos em componentes
sanguineos deleucotizados. As determinagbes de leucdcitos residuais pos-
filtracdo em unidades de concentrados de hemacias variam amplamente em
diversos estudos ( 0,1 a 60 x 108 leucocitos/unidade) em parte por causa
da dificuldade em contar namero muita baixo de leucécitos (10-30), mesmo
assim, observamos que nossos resultados estdo de acordo com os
encontrados na literatura (12-4-31-25).

O uso de filtros de adsorcdo reduz 99,9% dos leucécitos nos
componentes sanguineos,’(10-19). Nossos resultados foram de 95 e 99,7%
em aparelho e camara de Newbauer respectivamente, estes achados, que
estdo um pouco abaixo do esperado, podem ser explicados pelos dias de
estocagem das bolsas; o fabricante recomenda o uso de filtros em bolsas
que tenham no méximo 24 horas de estocagem, no entanto o nosso grupo
apresentou de 5 a 12 dias de armazenamento. A idade das bolsas
répresenta um dado importante para a eficicia dos filtros leucoredutores
(18). Quando o concentrado de hemacias apresenta dias de estocagem, os
leuctcitos se fragmentam, estes fragmentos (membranas, granulos)
atravessam os filtros leucoredutores, que estio destinados a reter feucécitos
intactos (21).



O numero de leucocitos dos concentrados de hemacias, no dia em
que a coleta foi realizada (1,8-2,1 x 10° ) estavam de acordo com 0s
resultados encontrados na literatura (20).

A diminuicdo no numero de leucocitos em concentrados de
hemacias (SAG-M) em 20 dias de armazenamento ficou evidente em nosso
estudo. Notamos que, nossos resultados apresentaram uma taxa de
redugdo semelhante ao trabalho de Humbert, Fermin and Winsor (9). Varios
estudos mostram que os granulécitos se deterioram rapidamente. Easthind
et al (7) demonstraram que a quimiotaxia € a primeira fungéo a ser afetada e
que a presenca de radicais livres leva a fragmentacéo celular em condi¢oes
de estocagem ( a 4°C). Entretanto, quando armazenados a curto prazo e a
temperatura ambiente minimiza as disfungbes (11-13), sugerindo que
granulécitos presentes em unidades de plaquetas podem ser mais
problematicos que aqueles presentes em concentrados de hemacias sob
condicdes normais de estocagem (9).

Evidenciamos diferenca entre as contagens em camara de
Newbauer e aparelho automatico, em amostras onde o numero de leucocitos
ndo estava reduzido (TABELA VIl), este achado pode ser explicado pela
maior sensibilidade do aparelho em relagdo a Camara de Newbauer quando
o numero de leucocitos € > 500/ul. O contador celular eletrénico evita erros
humanos e, em virtude do maior nimero de células contadas, € mais
acurado. A camara de Newbauer apresenta a desvantagem do erro humano
(manuseio da amostra, preenchimento da camara e na contagem (22)).
Contudo, em nossos resultados a diferenga entre as técnicas nao
apresentou significancia estatistica.

As principais alteragdes morfolégicas encontradas em nosso
estudo foram macrocitose, vacuolos e fragmentacdo celular (TABELA IX e
X), comparando com um estudo realizado, utilizando microscopia eletronica,
verificamos que estes achados estdo de acordo, se levarmos em
consideragdo o microscopio utilizado. As alteracdes observadas na literatura
foram: vacuolizagdo, diminuicdo do numero de granulos, auséncia de
interrupcées da membrana celular a partir de 24 horas de estocagem. A
desintegraiao celular € citada s6 apos o sétimo dia de estocagem (9).

A andlise morfologica realizada antes da filtragdo demonstrou as

mesmas alteragcbes ja mencionadas no nosso estudo. Apos a

20



deleucotizagio, utilizando o processo de filtragdo por adsor¢do, ndo formam
encontrados leucécitos no esfregago sanguineo.



CONCLUSAO

Concluimos que o uso de filiros de adsor¢ao para reducédo de
leucédcitos em concentrados de hemacias reduz os leucocitos de 950 a
99,7%, sofrendo influéncia do tempo de armazenamento do concentrado de
hemaécias assim como da técnica utilizada para a contagem dos leucécitos.

Concluimos também que ha alterac6es morfoldgicas € uma
diminuigdo do numero de leuctcitos dos concentrados de hemacias (4°C)
em SAG-M, a medida que aumenta o tempo de armazenamento.



SUMMARY

We've carried out a study to evaluate the Leukocyte's reduction by
using addsorption filters in packed red celi, storeds at 4°C in _sulution of SAG-
M. The number of ieukocytes after the filtration was 3,1 x 108, 57 x 10% in a
Newbauer chamber and in an automatic counter respectively; the blood
smear analise after the filtration demonstrated a lack of leukocytes

We've made an acount of leukocytes numberg and the marfologic
analisé of the blood smear in a packed of red cell in twenty morfologicals
alteration and a decrease of the leukocyies' numbers proportioﬁal to the
storage day.

The results are in agreement with the ones found in the literature.
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