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RESUMO

Os leucocitos presentes nos componentes sangiiineos sdo responsaveis
pela ocorréncia de certas reagdes transfusionais, como a reagdo transfusional
febril ndo-hemolitica, a aloimunizagio e refratariedade & transfusdo de
plaquetas, a doenga enxerto-versus-hospedeiro e efeitos imunomodulatorios.
Além disso, os leucdcitos podem ser vetores de transmissdo de agentes
infecciosos, como o citomegalovirus, o HTLV I/Il ¢ o EBV. Para prevenir
estes efeitos adversos, a filtragio de sangue permite a produgdo de produtos
sangiiineos leucodepletados com remogdo de 99,99% de leucocitos. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia dos filtros utilizados
na rotina do HEMOCE para a remogfio de leucocitos em concentrados de
hemécias. Foram testados 30 filtros SEPACELL (4C2300) lote n° A99E17021,
no periodo de 1 a 30 de Novembro de 2000 utilizando-se 30 concentrados de
hemadcias de doadores com hemoglobina de mobilidade eletroforética normal e
estudos sorolégico negativo para Sifilis, Chagas, AIDS, HTLV VIl e Hepatites
B e C. Analizando-se o tempo de filtragdo, volume de sangue perdido, a
dosagem de hemoglobina, o hematocrito e a contagem de leucdcitos,
verificamos que os resultados obtidos estdo de acordo com o que preconiza a
literatura, pois obtivemos uma remoggo de 99,98% de leucocitos que equivale
a uma leucorreduciio de 4 log , assegurando a eficicia do filtro e,

conseqiientemente a garantia da qualidade do produto final.




1- INTRODUCAO

A op¢dio medicamentosa no tratamento das doengas tem sido uma grande
preocupacdio de cientistas e pesquisadores em decorréncia dos efeitos adversos
que podem ocorrer em maior ou menor intensidade no organismo.

As reagOes transfusionais decorrentes do tratamento com a utilizagdo de
sangue € de seus hemoderivados nio fogem a regra, pois, sdo considerados
medicamentos.

Estudos mostraram que varias complicagbes das transfusGes sangiiineas
eram resultantes da exposi¢io do receptor aos leucocitos do doador através dos
componentes sangiiineos, principalmente, concentrados de hemacias e plaquetas,
surgindo desta forma o desafio de se conseguir remover os leucdcitos
indesejaveis a fim de se evitar a ocorréncia de diversas reagdes transfusionais
como: reacdo transfusional febril ndo-hemolitica, aloimumizagdo, refratariedade
a transfusio de plaquetas, doenga enxerto-versus-hospedeiro pds-transfusional,
transmissio de agentes infecciosos como o citomegalovirus (CMV), virus
Epstein-Barr (EBV), virus dos linfécitos T humanos tipo I ¢ I (HTLV /) e
efeitos imunodulatérios.

Com o evoluir da ciéncia, varias técnicas para reduzir o nimero de
leucécitos em componentes sangiiineos foram desenvolvidas e, recentemente, o
avango tecnologico e cientifico permitiu o desenvolvimento de filtros com
capacidade de proporcionar uma baixa perda de hemacias combinada com uma
profunda reducdo de leucocitos em até 99%, mostrando que a filtragio é, sem
davida, o mais simples e mais eficiente método para reduzir os leucocitos nas
suspensdes de células sangiiineas.

Seguindo as normas do Manual Técnico da Associagdo Americana de
Bancos de Sangue (AABB Standars Committee, 1999), os concentrados de

hemaécias leucodepletados devem ter niveis de leucécitos menor do que 5x10°
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por unidade transfundida e reter pelo menos 85% do nimero original de
hemacias.

As razdes expostas, conduzem a execugdo de testes que assegurem a
eficacia dos filtros utilizados nas rotinas dos Bancos de Sangue a fim de manter

um padrio de qualidade do produto final.
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2- REVISAO DA LITERATURA

Desde o inicio da histéria da humanidade, o sangue foi associado ao
conceito de vida, passando esta associagio a fazer parte do patriménio do
inconsciente coletivo do homem, como atestam a grande variedade de mitos e
simbolos presentes em todas as culturas humanas (Junqueira, 1979).

Os povos primitivos untavam-se, banhavam-se, bebiam o sangue de jovens
e bravos guerreiros para se beneficiarem de suas qualidades (Junqueira, 1979).

Apés Harvey Ter descrito a circulaggo, alguns pesquisadores comegaram a
cogitar das possibilidades de passar o sangue de um animal para outro. Dentre
estes pesquisadores, sobresaiu-se Richard Lower (Junqueira, 1979).

Em 1667 Jean Denis, médico de Luiz XIV, relatou casos em que o sangue
de animal fora usado no homem e também fez o primeiro relato de uma reagdo
hemolitica pos-transfusional (Junqueira, 1979).

Um novo marco foi em 22 de dezembro de 1818, quando James Blundell
relatou em Londres uma transfusio de sangue de um homem para outro.
Entretanto, 0 emprego do sangue como agente terapéutico tomou grande vulto
através de uma base cientifica, a imunologica, adquirida a partir da descoberta
por Landsteiner dos grupos sangiiineos ABO, identificando seus antigenos ¢
anticorpos, estabelecendo a compatibilidade e a incompatibilidade entre os
sangues dos individuos da espécie humana (Junqueira, 1979).

Somente em 1914, Luis Agote iniciou o uso do sangue citratado dando
inicio assim a um novo periodo, permitindo desse modo a preservagdo do
sangue in vitro para ser usado no momento apropriado (Junqueira, 1979).

O conhecimento cada vez maior da morfofisiologia dos componentes do
sangue, ¢ das exigéncias para preserva-los in vitro de tal maneira que, no
organismo do receptor tenham sobrevivéncia normal, demonstrou a

impossibilidade de manté-los juntos em uma unidade de Sangue Total,
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armazenada a 4°C. Dai, a necessidade de novos recursos que permitissem uma
eficiente e segura separagdo dos componentes do sangue para preserva-los
corretamente (Junqueira, 1979).

Sabe-se que o sangue e os componentes sangilineos sdo considerados
medicamentos, porque sdo empregados no tratamento de patologias. Da mesma
forma que ocorre com outros medicamentos, podem ocorrer efeitos adversos,
gerando a necessidade da cuidadosa consideragdo do bindmio risco/beneficio
quando se langa mdo do sangue para a terapia (Harmening, 1992).

Durante muitos anos, as tranfusdes de hemocomponentes contendo grande
quantidade de leucocitos foram consideradas uma préitica inevitavel do ato
transfusional. Com o desenvolvimento das metodologias para separar os varios
componentes do sangue, ocorreu uma mudanga radical na terapia transfusional ¢
um avango na qualidade do produto obtido, devido & constatagdo de que cada
um dos elementos do sangue apresentam efeitos terapéuticos, mas também
efeitos indesejaveis (Omoto, 1997b).

A ocorréncia e os mecanismos fisiopatolégicos de certas reagdes biologicas
observadas em pacientes submetidos a transfuso sangiiinea tém sido associadas
a presenga de leucdcitos nos hemocomponentes alogénicos transfundidos
(Bordin, 1997), dai surgiu a necessidade de se realizar a desleucotizagdo que
significa a obtengio de um componente pela remogo da maioria dos leucocitos
de um concentrado de hemacias (Guide,1999).

Hoje se sabe que, componentes sangiiineos pobres em leucdcitos podem ser
preparados de diversas maneiras como por exemplo a centrifugacdo invertida,
lavagem de hem4cias, centrifugagdo e filtragdo de microagregados, uso de filtros
de terceira geragiio e hemacias congeladas e desglicerolizadas, sendo o uso dos
filtros de terceira geragdo o método mais indicado por serem capazes de
diminuir os niveis leucocitirios a menos de 5%, ou seja, remove

aproximadamente 95 a 99% dos leuctcitos (Lee, 1998). Numerosos filtros sdo
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comercialmente uteis ¢ estdo sendo aperfeicoados, pois, a filtragdo é sem duvida
a técnica mais simples ¢ mais eficiente para reduzir leucécitos nas suspensdes de
células sangiiineas (Masse, 1991). Diante disso, alguns investigadores sugerem
que, previamente & transfusdo, todas as unidades de hemacias ou plaquetas
alogénicas devem ser filtradas com filtros leucocitarios uma vez que O processo
de filtragdo parece nio modificar a qualidade funcional dos componentes
sangiiineos submetidos a filtragio e que, possivelmente, a remogdo dos
leucocitos (desleucotizagdio) pode prevenir a ocorréncia de certas reagdes
transfusionais (Bordin, 1997).

De acordo com o Manual Técnico da Associagdo Americana de Bancos de
Sangue (AABB Standars Committee, 1999), concentrados de hemacias
leucodepletados devem ter nivel de leucécitos menor que 5x10° por unidade
transfundida ¢ o método de leucodeplegdo deve reter pelo menos 85% das
hemicias originalmente presentes no hemocomponente.

Filtros de concentrados de hemdcias tém sido aperfeigoados para que se
consiga uma elevada remogio de leucécitos, combinada com uma baixa perda
de hemacias (Reesink, 1982).

A taxa de remogdo dos leucécitos pode ser medida através de uma escala
logaritmica. A tabela 1 mostra a relagdo entre a redugdo logaritmica e eficiéncia

de remogdo (Omoto, 1997b).

TABELA 1- Relagio entre a redugfio logaritmica ¢ eficiéncia de remogio dos

leucocitos.
Log Taxa de remogdo (%)
Redugio de 1 log 90,0
Redugdo de 2 log 99.0
Redugéo de 3 log 99,9
Redugdo de 4 log 99,99
Redugdo de 5 log 99,999

Fonte: Fundacdo Pro-sangue Hemocentro de Sdo Paulo
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Recentes estudos indicam que os filtros redutores de leucocitos
chamados de filtros de terceira geracdo, conseguem consistentemente uma
redugdo de mais que 3 log 1 (Rapaille, 1997).

Filtros com capacidade de remocio de 3-4 log estdo disponiveis
comercialmente, e novas geragdes de filtros estio em continuo desenvolvimento.
O procedimento é simples, rapido, clinicamente efetivo, ndo requer
equipamentos caros e muito superior a outros métodos (Omoto, 1997a).

Os filtros de ultima geragéio sfio compostos de virias camadas de fibras de
poliéster de alto grau de biocompatibilidade, selecionados por sua caracteristica
especial de formarem um unico e eficiente filtro de leucécitos. A primeira
camada de baixa densidade remove microagregados, plaquetas ¢ uma grande
por¢do de leucocitos, particularmente os granuldcitos. A segunda camada
remove o0s leucocitos remanescentes e assegura que o sangue seja
completamente distribuido através do filtro, minimizando a possibilidade de
rompimento por estresse € trauma. A terceira camada completa a remogdo de
leucocitos, particularmente os linfocitos, assegurando a eficiéncia da remogdo
para transfusdo instantinea. A wltima camada assegura um fluxo de liberagiio
6tima de sangue através da porta de saida do filtro (Omoto, 1997a).

O uso de hemocomponentes leucodepletados é indicado para prevenir
reagles bioldgicas, tais como: reagdo transfusional febril ndo-hemolitica,
aloimunizagdo ¢ refratariedade a transfusdo de plaquetas, doenca enxerto-
versus-hospedeiro pos-transfusional, transmissdo de agentes infecciosos (CMV,
EBV, HTLV V) e efeitos imunodulatérios. Além disso, a filtragdo pode
auxiliar a remog&o de bactérias ¢ do Trypanossoma cruzi (Moraes, 1995).

A aloimunizagio ¢ definida como a formagdo de anticorpos contra

antigenos classe 1 do sistema HLA, que se¢ formam em todas as células
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nucleadas e plaquetas, ou contra antigenos especificos leucocitdrios néo
pertencentes ao sistema HLA (Omoto, 1997a).

A reacfio transfusional febril nfo-hemolitica ¢ a principal manifesta¢do
clinica da aloimunizagfio decorrente da transfusdo de leucocitos € ¢ precedida
pela formagdo de anticorpos contra o sistema HLA dos leucécitos do doador
apds a transfusio. Uma vez o paciente imunizado, transfusdes sangiiineas
adicionais fregiientemente causam uma reagdo entre os leucdcitos do doador e
os anticorpos presentes no sangue do receptor. A gravidade da reagdo depende
principalmente do mnumero absoluto de leucocitos presentes no sangue
transfundido, podendo, em alguns casos, ser fatal (Omoto, 1997a).

Clinicamente, as reacOes transfusionais febris nfo-hemoliticas sdo mais
comuns em pacientes politransfundidos como aqueles com P talassemia maior e
ap6s a gravidez (Norfolk, 1995).

A doenga do emxerto versus hospedeiro ¢ uma espécie de reagdo de
incompatibilidade em um individuo de baixa competéncia imunolégica, que foi
receptor de tecido linféide imunologicamente competente de um doador que
carece de pelo menos um antigeno possuido pelo hospedeiro receptor; a reagéo,
ou doenga, ¢ o resultado da agdio das células transplantadas para as do tecido do
hospedeiro que possui o antigeno inexistente no doador (Stedman, 1996).

Estudos in vitro sugerem que a reducdio do nimero de linfécitos mediante
uso de filtros leucocitarios pode diminuir o risco de doenga enxerto-versus-
hospedeiro associada a transfusdo de hemocomponentes alogénicos, embora
essa complicagdo transfusional j4 tenha sido descrita em paciente transfundido
exclusivamente com produtos hemoterapicos submetidos a filtragdo que
removeu mais de 99% dos leucocitos (Akahoshi, 1992).

O uso de filtros leucocitarios pode prevenir a transmissdo de agentes

infecciosos localizados primariamente em leucdeitos, incluindo o
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citomegalovirus (CMV), o virus Epstein-Barr (EBV) ¢ o virus dos linfocitos
humanos T tipo I e I (HTLV V1) (Bordin, 1997).

A carga minima de virus necessaria para causar uma infecgio ativa apos
transfusdes nfdo é conhecida. Estudos tm demonstrado que a remog3o de
leucécitos por filtragdo de hemocomponentes diminue a incidéncia da
infectividade do virus HIV-I em experimentos in vitro , previne a infecgdo pelo
CMV em doengas malignas hematoldgicas e previne a transmissdo do virus
HTLV-I (Omoto, 1997a).

A transmissdo do citomegalovirus (CMV) por produtos sangiiineos pode
ser fatal em pacientes imunocomprometidos. O virus ¢ carreado pelos leucécitos
dos doadores particularmente granulocitos € mondcitos. A proporgdo de
doadores soronegativos para 0 CMV tem células mononucleares que sdo
positivas para 0 DNA CMV quando separadas pela rea¢cio em cadeia de
polimerase (PCR). Deste modo, h4 grande interesse na deplegfio dos leucdcitos
para prevenir a transmissdo do CMV (Norfolk, 1995).

Existem hipdteses de que a leucodeplegdo pré-armazenamento através de
filtros pode diminuir a chance de crescimento bacteriano durante o
armazenamento do sangue, por aderéncia direta das bactérias ao material do
filtro, ligagdo ou ingestdo bacteriana pelos leucocitos, os quais, entdo, sdo
retidos pelo filtro, liberagdo da bactéria intracelular durante o armazenamento
do sangue ndo filtrado, e remogdo pelo filtro de fragmentos de pele
contaminados com bactérias (Omoto, 1997b).

A reducdo do risco de crescimento bacteriano tem sido demonstrada
experimentalmente com cepas de Yersinea enterocolitica em concentrados de
hemacias armazenados a 4°C, cujos resultados menos convincentes tém sido

obtidos com outras cepas de bactérias e com concentrados de plaquetas

armazenados a 22°C (Omoto, 1997b).
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Os objetivos clinicos para o uso de hemocomponentes leucodepletados
devem ser atingidos com o suporte destes produtos com qualidade assegurada.
Portanto, hd necessidade de se dispor de técnicas sensiveis de contagem dos
leucocitos residuais (Omoto, 1997b).

Conforme Friedman et al ¢ Wens e Besso tém mostrado, os métodos de
contagem automatizada de células, atualmente, ndo sdo capazes de contar em
baixissima escala (Friedman, 1990; Wens, 1989). No momento, as melhores
técnicas de contagem eficazes incluem os métodos de contagem na cdmara de
Nageotte ¢ a Citometria de Fluxo. Estes métodos sdo ambos mais sensiveis e
mais precisos (Rebula, 1993). Os critérios que devem ser considerados na
escolha do método sdo: exatiddo, preciso, linearidade, rapidez, simplicidade e
baixo custo. Assim, a contagem em c¢amara de Nageotte usando o cristal violeta
como corante ¢ a técnica mais utilizada e requer somente microscopio (Omoto,
1997a).

A demanda por hemocomponentes leucodepletados tem aumentado em
decorréncia da comprovagido da eficacia da leucodeplegdo para prevencdo de
efeitos adversos. Em algumas questdes, os beneficios da remogdo de leucocitos
permanece incerta, como por exemplo, na prevengio do desenvolvimento da
imunosupressdio em pacientes recém diagnosticados como HIV positivos,
evitando-se a progressdo da doenca (Omoto, 1997b).

Por outro lado, existe uma variedade grande de beneficios potenciais
resultantes da redugdo de leucdcitos: redugdo da aloimuniza¢io e suas
manifestagdes clinicas, como a redugfio da incidéncia da reagdo febril pds-
transfusional e prevengdo da refratariedade as plaquetas; prevengdo da
transmiss#o e reativagiio do CMV e outras viroses (Omoto, 1997b).

Sob o ponto de vista de analise custo-eficacia, tem-se demonstrado que é
mais vantajoso uitlizar hemocomponentes leucodepletados em pacientes com

leucemia mieldide aguda ou apds transplante de medula Ossea, para evitar
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condigdes que possam prejudicar a eficacia da terapia transfusional ou causar
uma morbidade significativa no paciente. Em outros casos clinicos, os estudos
da analise custo-eficacia da aplicagdo de filtros para remogdo dos leucdcitos
deverdo ser ampliados, visto que este método tem se apresentado como o
método de escolha para obtengfo do hemocomponente leucodepletado (Omoto,
1997b).
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3- OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a eficiéncia dos filtros SEPACELL
(4C2300), Lote A99E17021, fornecidos pela Baxter Hospitalar LTDA,
utilizados para remogdo de leucocitos em concentrados de hemactas do
HEMOCE, esperando-se uma contagem residual de leucdcitos consistentemente
menor que 5x10%unidade a fim de assegurar a qualidade dos hemocomponentes

leucodepletados.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- CASUISTICA:

Foram analisados 30 filtros SEPACELL (4C2300, Lote n° A99E17021)
fabricados pela Baxter Healthcare Corporation, para remogdo de leucécitos em
concentrados de hemdcias para armazenamento no Servigo de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), no periodo de 01 a 30 de Novembro de
2000, utilizando-se 30 concentrados de hemacias de doadores com hemoglobina

de mobilidade eletroforética normal e estudo soroldgico negativo para Sifilis,
Chagas, AIDS, HTLV I e Hepatites Be C.

4.2- PREPARACAO DO CONCENTRADO DE HEMACIAS:

O concentrado de hemacias, produto biologico de origem humana, é um
componente do sangue resultante da separacdo asséptica dos eritrocitos da
mistura plasma/solugfo anticoagulante preservadora ¢ é obtido a partir de

sangue total coletado.

Para a obtengdo dos concentrados de hemacias foram usadas bolsas triplas,
contendo 63 mL de solugdo CP.D. (Citrato de Sodio — Acido Citrico — Fosfato
de S6dio Monobaésico — Dextrose) para coleta de 450 mL de Sangue Total e 100
mL de SAG-M (Cloreto de Sédio — Manitol — Dextrose), para preservacdo do

concentrado de hemacias em uma das bolsas satélite.

As bolsas de sangue total foram submetidas a uma centrifugacgfo, usando
3.500 R.P.M. durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a +4°C. Em
seguida, o plasma foi decantado para uma bolsa satélite usando-se o extrator de
plasma até que as hemiacias se encontrasssm no macarrdo. A bolsa do
concentrado de heméacias obtido, acrescentou-se os 100 mL de solugio de Sag-

Manitol que estava presente em uma das bolsas satélite ¢ estocou-se em
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geladeira com temperatura controlada e estavel (+4°C a +6°C) por no maximo 5

dias para se realizar a filtragdo.

4.3- FILTRACAO:

Para se realizar a filtragdo, os concentrados de hemacias estocados a +4°C
foram todos previamente ordenhados e homogeneizados por 10 minutos no
Hemomix, pesados e, amostras de 10mL foram retiradas para se fazer as analises
pré-filtragio. Em seguida, os concentrados de hemacias foram filtrados
(Figura.01), o tempo de filtragdo foi observado e, ap6s este processo, realizou-se
uma nova pesagem e retirada de nova amostra para a execugdo das analises pos-

filtragdo e determinagio do volume.

Figura 1: Filtragdo dos Concentrados de hemacias.




4.4- MATERIAIS E EQUIPAMENTOS:

v’ Camara de Nageotte;

v" Camara de Neubauer;

v Laminulas de cristal;

v" Pipetas automaticas/ponteiras;

v Tubos de ensaio;

v Estante para tubos de ensaio ¢ para tubos de hemdlise;
v Tubos de hemolise;

v" Solugdo de Turk;

v"Tubo capilar nio graduado;

v Escala para leitura do hematocrito;
v’ Algod3do/gaze;

v" Massa de modelar;

v' Lapis marcador/caneta;

v’ Microscopio optico,

v Centrifuga para microhematocrito;
v' Homogeneizador mecanico;,

v" Crondémetro;

v Filtros removedores de leuciceitos;
v’ Balanga semi-analitica;

v" Espectrofotémetro;



4.5- METODOS:
Algumas variiveis foram medidas antes e apos a filtragio.

4.5.1- DOSAGEM DE HEMOGLOBINA
A hemoglobina foi dosada usando-se o Kit da Labtest diagndstica através

do método da cianometahemoglobina.

1) Identificar os tubos de ensaio como antes e depois da filtracio;

2) Adiciona-se 5,0mL do Reagente de Cor de uso em todos os tubos;
3) Coloca-se 20uL das amostras de sangue previamente homogeneizadas em
seus respectivos tubos;

4) Homogeneiza-se ¢ espera-se 5 minutos;
5) Determina-se a absorbincia do teste em 540nm ou filtro verde (520 a 550),
acertando o zero com agua destilada e o valor é obtido em g/dL;
6) Para se obter a porcentagem de recuperagio de hemoglobina total, usou-se a
formula: % = HbD x 100/HbA
Onde:
HbD = concentracgiio de hemoglobina pés-filtragdo
HbA = concentragio de hemoglobina pré-filtragio

4.5.2- DETERMINACAO DO MICROHEMATOCRITO

1) Aspira-se, por capilaridade um pequeno volume de sangue bem
homogeneizado em um tubo capilar ndo graduado, com 75mm de
comprimento e 1,2mm de didmetro interno, deixando vazios cerca de
15mm;

2) Sela-se a extremidade com massa de modelar;

3) Centrifuga-se por 5 a 10 minutos em alta rotagdo (entre 10.000 ¢ 15.000g)

em um centrifugador pequeno, especialmente projetado para esse fim;




24

4) Lé-se visualmente, em escala apropriada, excluindo-se da leifura a camada

de leucocitos e plaquetas expressando o resultado em porcentagem.

4.5.3- CONTAGEM DE LEUCOCITOS ANTES DA FILTRACAO

1) Em tubos de hemdlise devidamente identificados, pipeta-se 20 uL. da amostra
de concentrado de hemécias ndo filtrado previamente homogeneizado e
adiciona-se 380uL da solugdo de Turk, resultando em uma diluigéo de 1:20;

2) Homogeneizar bem e deixar em repouso por 10 minuios para que as
hemacias sejam destruidas;

3) Agita-se por rotagdo os tubos de hemolise para misturar o contetido ¢ enche-
se a cadmara de Neubauer que ja deve estar previamente montada;

4) Espera-se 5 minutos e conta-se ao microscopio usando-se objetiva de 10X e
condensador baixo, na area da cAmara destinada a contagem de leucocitos;

5) Calcula-se o numero de leucocitos por mm’ de sangue usando-se a seguinte
formula:

n° de leuc. contados x inverso da dilui¢io x inverso da profundidade da

cimara / 4(mm2 contados)

4.5.4- CONTAGEM DE LEUCOCITOS DEPOIS DA FILTRACAO

1) Em tubos de hemolise devidamente identificados, pipeta-se 100 ul. da
amostra de concentrado de hemicias filtrado previamente homogeneizado ¢
adiciona-se 900uL da solugéo de Turk, resultando em uma diluigdo de 1:10;

2) Homogeneizar bem e deixar em repouso por 10 minutos para que as
hemacias sejam destruidas;

3) Agita-se por rotagao os tubos de hemolise para misturar o contetido e enche-
se a cimara de Nageotte que j4 deve estar previamente montada;

4) Espera-se 15 minutos e conta-se ao microscopio usando-se objetiva de 20X e

condensador baixo efetuando-se a contagem dos 40 retdngulos da cdmara.
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5) Calcula-se o mamero de leucécitos através da seguinte formula:
Leucocitos/pL = L x D/V
Onde:

L = ntimero de leucdcitos contados

D = fator de dilui¢do (10)

V = volume do campo de contagem (40 retdngulos = 50uL)
A porcentagem de remogio de leucdcitos € calculada pela formula:

% =100 — (D x 100/A)
Onde:
D = concentragio de leucdcitos pos-filtragéo

A = concentragdo de leucocitos pré-filtragio

4.5.5- DETERMINACAO DO VOLUME
O volume é medido através da relagdo entre a massa(g) e a densidade

(g/mL) do hemocomponente.
1) Tarar a balanga com a respectiva tara;
2) Pesar as bolsas ¢ anotar os pesos;
3) Calcular o volume através da seguinte fomula:

V = m/1,065
Onde: V =volume

m = massa

1,065 = densidade do concentrado de hemdcias em g/mL

4.5.6- ANALISE ESTATISTICA
As analises estatisticas dos resultados obtidos com o presente estudo foram
realizados usando o programa Instat versdo 2.05a, GraphPad Software e as

amostras foram comparadas através do teste “ t “ de student pareado antes e
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depois da filtragdo com 30 filtros SEPACELL (4C2300), Lote A99E17021,
fornecidos pela Baxter Hospitalar LTDA.
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5- RESULTADOS

Sabendo-se da importincia do fluxo durante a filtragdo, pois um fluxo
muito rapido pode diminuir a eficiéncia de remogdo, assim como parece que um
fluxo muito lento pode ocasionar a fragmentagdo dos leucdcitos, o tempo de
filtragdo de todas as bolsas foi observado obtendo-se uma média de 7,8 minutos
por unidade filtrada.

Durante a filtragdo, um certo volume de sangue ¢ perdido nas malhas do
filtro. Houve uma diminui¢do significante (p<0,0001) nos volumes dos
concentrados de hemadcia submetidos a filtragdo pelos filtros SEPACELL
(4C2300), correspondendo a um valor em percentagem de 22,8% (antes: 3,64 *
5,1 ; depois: 2,8 + 5,9) (Figura 2). Conseqientemente, houve uma perda
significante de hemoglobina (p<0,0001) equivalente a 24,3% (antes: 64,6 + 1,2 ;
depois: 48,9 + 1,01) (Figura 3).

Nao houve diferenga estatistica significante (p=0,0874) nos valores dos
hematdcritos analisados nos concentrados de hemadcias cujos valores dos
hematocritos (59,1 £ 0,7) e (58,3 + 0,6) antes ¢ depois da filtragdo
respectivamente, corresponderam a uma diminuig¢do de 1,3% (Figura 4).

Foi observada uma diminui¢io significante (p<0,0001) na contagem
de leucocitos por unidade filtrada com valores antes € depois da filtragdo de
(1,78x 10° + 1,49x10%) e (2,15x10° + 2,54x10") respectivamente, equivalentes a
um percentual de 99,98% de leucocitos removidos (Tabela 2).

Todos os valores das analises realizadas encontram-se no quadro em

anexo.
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FIGURA 2- Volume(mL) dos concentrados de Hemacias antes e depois da
filtracio usando filtros SEPACELL (4C2300).
Os valores representam média + EPM. Os nimeros entre parénteses referem-se

ao nimero de filtros utilizados. *vs antes ( p<0,0001, teste “t” de Student

pareado).
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FIGURA 3- Dosagem de Hemoglobina (g/unid) dos concentrados de
hemacias antes e depois da filtracio usando filtros SEPACELL (4C2300).

Os valores representam média + EPM. Os numeros entre parénteses referem-

se a0 numero de filtros utilizados. * vs antes (p<0,0001, teste “t” de Student

pareado).
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FIGURA 4- Valor do Hematocrito (%) dos concentrados de hemicias
antes e depois da filtracdo usando filtros SEPACELL (4C2300).
Os valores representam média + EPM. Os numeros entre parénteses referem-se

ao numero de filtros utilizados.
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Tabela 2 — Numero de Leucécitos nos Concentrados de Hemacias antes e

depois da Filtragéo.
Filtro Antes da filtragdo Depois da filtragio
(Modelo) n=30 n=30
Sepacell 1,78x10°£1,49x10° 2,15x10°+2,54x10° 7
(4C2300)

Os valores estiio expressos com a média + EPM. (p<0,0001, teste “t” de Student pareado)
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6- DISCUSSAO

Durante muito tempo, a principal indicagdo para uso dos
hemocomponentes leucodepletados foi a prevengdo das reagdes transfusionais
febris ndo-hemoliticas. O desenvolvimento dos filtros de terceira geragdo ¢ os
resultados de alguns estudos sugerem que metas mais ambiciosas, tais como a
redugdo ou prevengdo do citomegalovirus, HTLV-I/II ¢ Aloiminizagdo primdria
para o antigeno HLA, podem ser atingidas com esta tecnologia em receptores de
transfusdo de sangue, pois, dentre as técnicas utilizadas para reduzir leucécitos
nas suspensdes de células sangiiineas, a filtragfio ¢ a mais simples ¢ eficiente
(Rebulla, 1993).

Neste estudo, avaliamos a agdo de 30 filtros SEPACELL (4C2300) na
redugdo dos leucocitos nos concentrados de hemacias comparando os resultados
de acordo com os padrdes atuais exigidos pelo Council of Europe (1999) e pela
Associagdo Americana de Bancos de Sangue — AABB (1999) que dizem que os
produtos de sangue leucodepletados devem conter niveis inferiores a 1x10°
leucécitos/unidade filtrada e inferiores a 5x10° leucocitos/unidade filtrada
respecttvamente.

A perda do volume em 22,8% nfo compromete o uso dos filtros
leucorredutores avaliados neste trabalho porque a diferenga entre os valores do
volume obtido antes e depois da filtragdo foi decorrente da retirada das amostras
para as analises ¢ também do volume retido que se concentrou nas malhas dos
filtros, pois, de acordo com Van Der Meer et al (1999), filtros de fibras com
didmetro de 10 a 20um levam a uma maior perda de volume e,
conseqiientemente, perda de hemoglobina que, apesar de ter sido elevada
(24,3%) com valor depois da filtragdo de 48,9g/unidade filtrada, ainda estd
dentro do limite minimo permitido pelo Council of Europe que € de 45g/unidade

filtrada. Masse et al (1991), avaliaram diferentes filtros e justificaram essa perda
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de hemoglobina pelas diferengas de medida e procedimento de filtragdo e
também por um grau de imprecisdo na medigéo.

No tocante aos valores encontrados na determinagdio do hematocrito,
encontramos uma reducdo ndo significante de 1,3% que pode ser justificada
devido ao plasma retido ao se realizar a técnica do microhematoerito ( England,
1975).

Em relagio aos leucdcitos, obtivemos um valor residual de 2,5):105
/unidade filtrada, ou seja, menos que 1x10%unidade filtrada € observamos uma
remogdo de 99,98% de leucécitos que equivale a uma leucorredugdo de 4 logio .
Estudos feitos por Heaton et al (1994) confirmaram que a deplegéo de leucéeitos
em concentrados de hemacias pré-armazenados utilizando um filtro integro,
produziu uma leucorredugdio na ordem de 3-5 logy tal que os niveis de
leucocitos residuais nas hemacias foram menores que 1x10%unidade filtrada
como foi observado no nosso estudo. Os resuliados para a leucorredugdo
também estio de acordo com os que Van Der Meer et al (1999) encontraram
com os filtros BPF4 cujo valor residual de leucocitos foi de 2,5x10°/unidade
filtrada e com os filtros Imugard com valor residual de leucocitos de
2,4x10°/unidade filtrada.
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7- CONCLUSAQO

Os resultados expostos neste estudo confirmam que a deplecdo de
leucécitos em concentrados de hemécias pré-armazenados utilizando os
filtros SEPACELL (4C2300) como parte do componente processado teve
consistentemente uma leucorreducio na ordem de 3 — 5 logjy tal que os
niveis de leucocitos das hemécias restantes foram inferiores a 1x10° por

produto, constatando a eficacia dos filtros pesquisados.
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8- ABSTRACT

Leukocytes present in blood components are concerned with the
occurence of certain transfusional reactions, such as the non-hemolytic
febrile transfusion reaction, alloimmunization and the refractability to
platelet transfusion, graft-versus-host disease, immunodulatory effects.
Furthermore, leukocytes may be wvectors for infections agents, such as
cytomegalovirus, HTLV I/Il and EBV. In order to prevent these adverse
effects, blood filtration allows the production of leukodepleted blood
products with the removal of 99,99% of leukocytes. The present paper had as
its objective to evaluate the effectiveness of the filters which were used in the
removal of leukocytes in red blood cell concentrates. Thirty filters
SEPACELL were tested (4C2300) lot number A99E17021, in the period
from November 1st to 30th , 2000, with the use of thirty red blood cell
concentrates from donors with hemoglobine with normal electrorethical
mobility and negative-sorum-studies for syphilis, Chagas’disease, AIDS,
HTLYV I/II and Hepatitis A and B. Wiih the analysis of the infiltration time,
volume of lost blood, hemoglobine dosage, the hematocryte and the
leukocyte count we were able to get the removal of 99,98% of leukocytes
which is equivalent to a leukoreduction of 4 log 19, what makes certain the
effectiveness of the filter and hence, the quality of the final product.
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