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“..Eu também gostaria de ser sabio.
Nos velhos livros dizem, 0 que é ser
sabio; Manter-se alheio aos conflitos do
mundo e passar o breve fempo sem
medo, agir sem violéncia, pagar o mal
com o bem, ndo satisfazer os desejos,
mas esquecé-los;

Isto é sébio.

E ¢é isto que eu ndo consigol!...”

Bertolt Brecht




“Ainda que tivesse o0 Dom da profecia,
e conhecesse todos os mistérios e toda
a ciéncia, e ndo tivesse amor, nada
seria”.

Cor. 12,2
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Ao meu pai, um homem como poucos (in memorian).

A minha mée, pelo que representa na minha vida.
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RESUMO

Analisamos um estudo comparativo entre os filtros modelo PT2B-12AT
(ASEM-NPBI) e 0 PTBB-818H7 (ASEM-NPBI) para avaliar a remogao de leucdcitos e o
tempo de filtragdo em concentrados de hemécias conservados a 4°C por 1 a 3 dias de
armazenamento em CPD-SAG-Manitol. O ndmero de leucteitos nos filtros apos
filtragdo no modelo PT2B-12A7 foi de 19 x 10° +3,0ede 15 x 10% + 2.0 no modelo
PTBB-818H7. O tempo de filttragéo verificado no PT2B-12A7 foi de 63+08e88+
1.9, no PTBB-818H7. Constatamos que a perda de volume nos concentrados de
hemacias foi similar nos dois modelos de filtros analisados e o grau de remogdo dos
leucécitos foi de 98,9%. Os resultados estdo de acordo com os encontrados na
literatura..




10
1 INTRODUGAO

Em 1926, Alexandre Fleming, que mais tarde descobriria a penicilina,
descreveu o método de remover leucocitos do sangue através do uso de filtro em 14 de

algodao .

Durante muitos anos, as transfusdes de hemocomponentes contendo
grande quantidade de leucocitos eram considerados uma pratica inevitavel do ato
transfusional. Com o desenvolvimento das metodologias para separar 0s componentes
do sangue, ocorreu uma grande mudanga na terapia transfusional e um avango na
qualidade do produto obitido, devido a constatagdo de que cada um dos elementos do

sangue apresentam efeitos terapéuticos, mas também efeitos indesejaveis %,

O uso de filtros leucocitarios séo indicados para prevenir reacgdes
bioldgicas, tais como: reagdo transfusional febril ndo hemolitica, aloimunizagdo e
refratariedade a transfuséo de plaquetas, doenga enxerto-versus-hospedeiros pos-
transfusional, transmissao de viroses (CMV, HLTV %4, HIV, Virus Epstein-Barr) e efeitos
imunodulatorios @', Além disso, a filtracdo pode auxiliar a remocao de bactérias e do
Trypanossoma cruzi @®.

A remogéo de leucdcitos dos produtos sanguineos pode ser efetuada por
varias tecnicas incluindo sedimentacdo, centrifugagdo, lavagem, congelamento-

descongelamento, e leucofiltragéo ' e mais recentemente por deplecio de leucéeitos & 1
17, 30, 38)

Os filtros de primeira geragdo (170 a 240um) s&o planejados para
prevenir a infusdo de grandes coagulos e agregados celulares para receptores de
produtos sanguineos; filtros de segunda gera¢&@o (40um), removem microagregados
celulares que frequentemente se formam durante o estoque de armazenamento do
sangue, e filtros de terceira geragdo podem reter ndo somente microagregados, mas

também células e geralmente referem-se a filtros de deplegao de leucacitos .

Os leuctcitos podem ser removidos adequadamente do concentrado de
hemacias por filtragdo sobre acetato de celulose ou fibras de poliéster. Estudos prévios

mostraram que um filtro de acetato de celulose tem uma distribuiggo igual de tamanho
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de poro, ao passo que filtros de profundidade base-plana (flat-bed) consistem de

camadas ou fibras de poliéster de poro reduzido, de entrada do sangue a saida ©¢'-32.

O numero de camadas grosseiras e finas varia com a marca do filtro

2

poliéster Os leucdcitos s@o removidos por adesdo efou por armadilhas,

dependendo do tipo celular e o tipo de material do filtro ' 32,

Os filtros de leucécitos atuaimente disponiveis fornecem taxas que
resultam em menos do que 3 x 10° leucécitos em uma unidade de 300ml de um
componente sanguineo. Varias técnicas tém sido planejadas para contar tais valores
baixos de leucdceitos residuais em produtos sanguineos, pois as técnicas de contagem
celular tradicionais sdo inexatas devido ao baixo numero ®®. O método atual mais

aceito usa uma camara de contagem, conhecida como camara de nageotte.

O ideal seria utilizar apenas produtos deleucotizados, mas o custo
elevado dos filtros, ainda ndo permite esta pratica na rotina, devido ao encarecimento
do servigo hemoterapico ®. Por isso a decisdo de usar componentes leucoreduzidos
deve ser avaliada de acordo com as necessidades do paciente, de forma criteriosa,
para que n&o ocorra o uso indiscriminado de um produto tdo caro @,

O objetivo do trabalho € realizar uma analise comparativa entre os filtros
modelo PT2B-12AT (ASEM-NPBI) e o PTBB-818H7 (ASEM-NPBI), levando em
consideragio a variagdo do numero de leucdcitos e o tempo de filtragdo de ambos os
filtros, em concentrados de hemacias conservados a 4°C por 1 a 3 dias de

armazenamento em CPD-SAG-Manitol.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram estudados 60 concentrados de hemdcias, contendo solugdo CPD-
SAG-Manitol, que apresentavam hemoglobina de mobilidade eletroforética normal e
estudo sorologico para sifilis, Chagas, AIDS, HTLV I/li, hepatite B e C negativos e ALT

normal.

Para obten¢éo do concentrado de hemacias, boisas contendo sangue
total, foram submetidas a uma centrifugacdo de 3.500 RPM a 4°C por 15 minutos em
centrifuga refrigerada. O plasma sobremadante foi transferido para uma bolsa satélite
através de pressdo em extrator de plasma. Os concentrados de hemacias foram
ressuspensos com 100ml da solugdo preservadora SAG-Manitol em sistema fechado e

estocado a 4°C.

A pesquisa foi realizada em dois grupos de amostras; no primeiro grupo
foram analisados 30 concentrados de hemacias, estocados entre 1 a 3 dias. Nestes foram

utilizados filtros modelo PT2B-12AT (ASEM-NPBI) e no segundo grupo, utilizamos também
30 concentrados de hemacias estocados por 1 a 3 dias, para a analise comparativa o filtro

estudo foi 0 modelo PTBB-818H7 (ASEM-NPBI).
Os concentrados de hemacias foram analisados antes e pos filtragdo.

Estes foram previamente ordenhados e homogeneizados com
movimentos lentos e laterais. As amostras foram colhidas em sistema fechado através
do SCD (SCD® 312-TERUMO MEDICAL CORPORATION-ELICTON, MD 21921 -USA),
onde conectavamos uma bolsa asséptica e colhiamos 4mi. O concentrado foi pesado,
e em seguida filtrado e verificado o tempo de filtragcdo. Apds esse processo foi
novamente retiradc uma nova amostra para andlise. Todo procedimento foi realizado
no fluxo laminar (TROX do Brasil, modelo FLV, série 417).

As amostras colhidas foram colocadas no homogeneizador mecanico
(HEMOMIX), a fim de serem novamente homogeneizados para execugdo da contagem
do numero de leucécitos. Primeiramente foi realizado a contagem global de leucdcitos
em contador automatico (Celim, Diluidor DA500, contador CC510), com as amostras da
pre-filtragdo. Na Camara de nageotte, foi realizado a contagem de leucécitos com as
amostras da pos-filtragao.
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- Solugdo anti-coagulante CPD

Citrato de sédio 2.630mg
Acido citrico 327mg
Fosfato de so6dio monobasico H,O 222mg
Dextrose H,0 2.250mg
Agua para infecgso q.s.p. 1.000mg

- Solugéo preservadora SAG-Monitol

Cloreto de sédio 877mg
Adenina 16,9mg
Dextrose H>O 900mg
Manitol 525mg
Agua para infecgio q.5.p. 1.000mg
- Solugéo de Turk
Acido acético glacial p.q.p. 1,5ml
Solugéo de violeta de genciana 1/1000 1,0mi
Agua destilada q.s.p. 100ml

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o teste “t" de Student

(pareado e ndo-pareado), observando os niveis de significancia de p < 0,05.
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3 RESULTADOS

Foram analisadas 60 concentrado de hemacias armazenados de 1 a 3
dias, antes e depois de filtragdo de leucocitos. No grupo |, o filtro estudado foi o PT2B-
12AT, em 30 concentrado de hemacias, € no grupo Il o filtro PTBB-818H7 foi
pesquisado com o restante das amostras.

As tabelas | e Il correspondem aos valores do primeiro grupo, e as tabelas

lil e IV, mostram resultados do segundo grupo.

Nas tabelas | e [l estdo representados os volumes dos concentrado de
hemacias pré e pos filtragao, onde a aplicagéo do teste “t” de student pareado evidenciou
uma diferenca significativamente estatistica.

Os numeros de leucdcitos de ambos os grupos, utilizando contador
automatico na pré-filtracdo e Camara de nageotte na pés-filtragcdo, estao nas tabelas lil e
IV respectivamente. O teste “t”" de student pareado evidenciou diferenga estatistica.

A tabela V, representa o tempo de filtragdo dos concentrado de hemacias

de ambos os modelos de filtros pesquisados.

A tabela VI, representa o nimero de leucdcitos nos concentrado de
hemacias antes e depois de filtragdo, verificando o grau de remogdo expresso em

porcentagem nos filtros comparados.

A figura 1, sintetiza de forma grafica a taxa de reducéo de leucécitos em
concentrado de hemacias nos dois modelos de filtros estudados, antes e depois da

filtracao.



) )r)i)

)

)

)

JOYididd

)

Tabela | - Volume dos concentrados de hemacias antes e depois da
filtragcdo com o filtro modelo PT2B-12AT.

S —

PERIODO VOLUME, mli UNIDADES
(X+s) ESTUDADAS
e e e e e St
ANTES DA FILTRAGAO 355 + 40,6 30
DEPOIS DA FILTRAGAO 260 + 45,2* 30

* P < 0,0001, significativo (teste “t" de student pareado)

Tabela Il - Numero de leucHcitos nos concentrados de hemacias antes e

depois da filtracdo com o filtro modelo PT2B-12AT.

PERIODO L SITOS x 10° UNIDADES
(X +8) ESTUDADAS
ANTES DA FILTRAGAO 1.600 + 200 30
DEPOIS DA FILTRAGAO 19 + 3,0* 30

* P < 0,0001, significativo (teste “t” de student pareado)
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Tabela HI - Volume dos concentrados de hemécias antes e depois da
filtrac&o com o filtro modelo PTBB-818H7.

%

PERIODO VOLUME, ml UNIDADES
(X+s) ESTUDADAS
ANTES DA FILTRACAO 363,3 + 37,86 30
DEPOIS DA FILTRAGAO 276 +62,7* 30

*P < 10,0001, significativo (teste “t” de student pareado)

Tabela IV — Numero de leucécitos nos concentrados de hemécias antes e

depois da filtragdo com o filiro modelc PTBB-818H7.

1,

PERIODO LEUCOCITOS x 10° UNIDADES
(X8) ESTUDADAS
ANTES DA FILTRAGAO 1.500 + 150.0 30
DEPOIS DA FILTRAGAQ 15 + 2.0 30

* P <0,0001, significativo (teste “t’ de student pareado)
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Tabela V - Tempo de filtragdo dos concentrados de hemacias.

PT2B-12AT

6,3+0,8

30

PTBB-81H7

88+19

30

P/P = 1.000, CNS

Tabela IV — NUumero de [eucocitos nos concentrados de hemacias antes e

depois da filtragao, verificando o grau de remogéo expresso nos filtros comparados.

PT2B-12AT

1.600 + 200

19+3,0

98,8

1

PTBB-81H7

1.500 + 150

15+2.0

99,0

P/P = 0,1824, CNS (teste “t" de student ndo pareado)




EPESESIDIBENE P0G

EEEE

P )

)

)

Ya - JC FA7)

TP ERIR NS

) ) )

)

)

10 (D ESED TS I

£ )

N° de leucdceitos

1,60E+09

1,40E+09 |

1,20E409 |

1,00E+09 |

8,00E+08 |
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4 00E+08 |
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Periado

DEFOIS

@ PT2B-12AT
m PTBB-818

Figura 1 — Comparacéo do nimero de leucécitos antes e depois da filtragdo
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4 DISCUSSAO

Os efeitos adversos mais temidos pélos hemoterapeutas sdo as reagbes

transfusionais hemoliticas e a hemolise dos eritrécitos mediada por anticorpos .

Os leucécitos tém sido implicados como causadores de certas
consequéncias adversas da transfusdo que podem induzir efeitos potenciais em
receptores através de componentes sanguineos transfundidos, tais como: reagbes
febris de transfusdo ndo hemoliticas, aloimunizagdo, transmissédo de doengas
infecciosas, doenca enxerto-versus-hospedeiro, injuria pulmonar relacionada a
transfusdo, e imunomodulacao 9. Além disso, citomegalovirus, virus Epstein-Barr, e
virus-linfotropico-célula T humana tipo | replicam-se em granuldcitos ou linfocitos, e a

remogac de leuctcitos de produtos do sangue, podem prevenir a transmissao viral (14,

3)

O uso exclusivo de componentes sanguineos com leucécitos reduzidos
para o escape de aloimunizagdo tem sido estudado ®* ** e testes randomizados

sugerem que a transfusdo de componentes com leucdcitos reduzidos < 5 x 10° pode

2, 35)

abolir aloimunizagdo “* *? Dados atuais sugerem que a transfusdo de componentes

celulares contendo menos que < 5 x 10° leuc6citos também pode prevenir a transmisséo

de citomegalovirus "% '

. Emborca injuria pulmonar aguda transfusdo-relacionada seja
mediada por leuctcitos dentro dos componentes sanguineos celulares ®?, o nGmero
preciso e a quantidade das células T necessarias para mediar injuria pulmonar aguda
transfusdo-relacionada ndo esta definido. De acordo com estudos recentes a injuria
pulmonar aguda associada a transfusdo em receptores de componentes leucacitos-
reduzidos, sugerem gue a reducéo de leucdcitos ndo pode, no presente, prevenir
completamente essa complicacdo ®”. Quanto a imunomodulacgéo relacionada a transfuséo,
o seu significado clinico permanscem controversos @ *® As reagdes transfusionais febris
nao hemoliticas tem sido associadas com anticorpo, antigenos e granulécitos especificos,
que podem ser prevenidos, até em pacientes com histéria de reagdes, pela remogéo de

leucocitos antes da transfusao 7.

De acordo com a literatura, progresso significativo ocorreu na deécada
passada, com a biotecnologia na leucofiltragdo. Assim, 0s leucocitos do doador podem ser
removidos por mecanismos fisicos (retengdo de barreira, fendmeno de superficie, e
densidade de carga) e bioldgicos (ades&o celular e interagéo célula-célula ©.
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Varias técnicas tém sido utilizadas para contar valores baixos de
leucocitos residuais em produtos leucodepletados, porque as técnicas de contagem
celular residuais sdo inexatas nesse baixo nimero @@ Wenz et al ®” em seus
estudos, fizeram uma andlise dos métodos de contagens dos leucocitos
remanescentes pos-filtragéo, afirmando que contadores automaticos sdo ineficientes
para realizar contagens de componentes intensamente leucoreduzidos, com menos de
500 leucécitos/ul). Brecher et al ®, relataram a superioridade da camara de neubauer
(deteccao de 5,6 leucécitos/ul) e de contagem de citometria de fluxo para contagem de
leucocitos em componentes sanguineos deleucotizados. O método atual mais aceito
utiliza uma camara de contagem, conhecida como camara de nageotte, um
hemocitdmetro de grande volume que usa um volume de amostra de 50pl ©7,
utilizando o corante cristal vicleta, € a técnica mais comumente usada e requer apenas
microscopia de luz, e tdm sido aplicados a plaquetas ® ' e concentrados de
hemasias @ 9. 0 método de contagem de nageotte é correto para aproximadamente

1 leucocito/pul.

Os dados apresentados no presente trabalho mostraram que os filtros
investigados removeram 98,9% dos leucocitos nos concentrados de hemacias. O
numero de leucocitos residuais apés filtragéo no filtro modelo PT2B-12AT foi de 19 x
10° + 3,0, e de 15 x 10° 2,0 no modelo PTBB-818H7, ambos analisados na camara
de nageotte. Os resultados encontrados estao relacionados com os métodos e técnicas
empregados para a contagem dos nlimeros de leucoécitos residuais pos-filtragéo. As
determinacdes destes leucdcitos pds filtragdo em unidades de concentrados de
hemacias variam amplamente em diversos estudos, de 0,1 a 60 x 10°
leucécito/unidade. Entretanto, isso é atribuido a dificuldade em contar nimeros
reduzidos de leucécitos 4> mesmo assim, observamos que nossos resultados estdo
de acordo com a literatura consultada @ %19,

O uso de filtros de adsor¢do reduz 99,9% dos leucocitos nos
componentes sanguineos '* ) Os resultados obtidos na pesquisa foram de 98,8 e
90,0% em camara de nageotte. Estes achados encontram-se um pouco abaixo do
normal, porém pode ser justificado pela estocagem das bolsas, pois os grupos
estudados apresentavam de 1 a 3 dias de armazenamento. Este fato representa um
dado importante para a eficacia dos filfros leucoredutores, visto que, quando o©
concentrado de hemacias se encontra ha dias estocados, os leucdcitos se fragmentam
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(membrana e granulos) e atravessam os filtros redutores, que estdo destinados a reter
leucdcitos intactos @* #). Visando evitar esta fragmentagdo é que o fabricante dos
filtros (ASEM-NPBI!) recomendam o seu uso em bolsas que tenham no maximo 24

horas de estocagem.

Quanto ao volume retido e ao tempo de filtragdo gastos por ambos os
filtros, percebemos que mesmo havendo uma variacdo nos volumes e no tempo de

filtracdo, as mesmas ndo foram significativas, ao ponto de alterar a remogio dos

leucdcitos, quando comparados a estes resultados.
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5 CONCLUSAO

Com base nos dados encontrados, verificamos que ndo houve diferenca
do numero de leucocitos pos filtragdo quando utilizamos o filtro modelo PTBB-818H7
(15 x 10° + 2,0) em relagdo ao filtro PT2B-12AT (19 x 10° + 3,0)

Embora tenha havido uma diferenga no tempo da filtragdo entre eles,

essa néo foi estatisticamente significante.

Diante dos resultados, constatamos a eficacia dos filtros pesquisados,
garantido pelo fabricante (ASEN-NPBI).
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ABSTRACT

in this paper, we show a comparative study between the filters PT2B-
12AT (ASEM-NPBI) and PTBB-818H7 (ASEM-NPBI), for evoluating the removal of
leukocytes and the filtration time from red cell concentrates that were stored at 4°C in
CPD-SAG-Monito! during one and three days. The filtration in the model PT2B-12AT
was 19 x 10° + 3,0 and 15 x 10° £ 2,0 in the model PTBB-818H7. The filtration time
observed in PT2B-12AT was 6,3 + 0,8 and 8,8 + 1,9 in PTBB-818H7. We verified that
the volume lost from red cell concentrates in the two modeis of filters and the degree of
the removal of leukocytes was 98,9%. This findings are according by the others

literatures results.
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