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RESUMO

O uso de hemecomponentes leucodepletados ¢ indicado para evitar ou minimizar as
reacdes transfusionais febris ndo-hemoliticas (RTFNH) recorrentes, em pacientes que
dependem de transfusido regular de sangue. Os leucocitos também estdo implicados na
refratariedade 2 transfusio de plaquetas, aloimunizagio. doenga enxerto-versus-hospedeiro
e efeitos imunomodulatorios. Pode-se evitar a transmisso de agentes infecciosos como o
citomegalovirus (CMYV), virus Epstein-Barr (EBV),virus dos linfécitos T humanos tipo I e
II (HTLV 1 e TI). Esses efeitos adversos séo prevenidos, com a remogdo de 99,99% de
leucoeitos através da filtragio. Em vista disso, este estudo propds-se avaliar a eficacia dos
filtros de Leucorredugio do Kit de Aférese Trima (Gambro®), utilizados para a remogiio de
leucoeitos em concentrados de hemacias do HEMOCE (Centro de Hematologia ¢
Hemoterapia do Ceara), esperando-se uma contagem residual de leucocitos menor que 5 x
10%/unidades, afim de assegurar a qualidade dos hemocomponentes leucodepletados. Para
este fim, foram analisados 10 concentrados de hemacias com provas sorologicas negativas
e hemoglobina de mobilidade eletroforética normal, antes e apés filtragdo, no periode de
Yaneiro a Fevereiro de 2003. Analisando-se o tempo de filtragdo, volume de sangue
perdido, dosagem de hemoglobina, o hematécerito e a contagem de leucdcitos. Verificamos
que os resultados obtidos estdo de acordo com o que preconiza a literatura. A remogao de
leucécitos foi de 99.7 %, egiiivalendo a 3 log, assegurando a eficacia do filtro e,

conseqilentemente a garantia da qualidade do produto final.
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1 - INTRODUCAQ

Ha muito tempo os leucocitos tém sido implicados como causadores de certas
conseqii€ncias adversas da transfusdio. Atualmente, existe um grande nimero de razdes pelas
quais o uso de hemocomponentes leucodepletados pode levar & redugdo da morbidade e
mortalidade decorrente da transfusdio sangiiinea, algumas das quais ainda sdo especuladas e
outras estdo bem estabelecidas (Omoto, 1997).

A necessidade da desleucotizagfo. que é a obtengic de um componente pela remogio
da maioria dos leucocitos de um concentrado de hemacias (Guide, 1999), surgiu devido a
ocorréncia de reagdes biologicas observadas em pacientes submetidos 3 transfusSes
sangiineas que eram associadas & presenca de leuctcitos nos hemocomponentes alogénicos
transfundidos (Bordin, 1997).

O uso de hemocomponentes leucedepletados ¢ indicado para evitar ou minimizar as
reagOes transfusionais febris ndo-hemoliticas (RTFNH) recorrentes, em pacientes que
dependem de transfusiio regular de sangue (Omoto.1997).

As explicagbes para a ocomréncia destas reagbes incluem a aloimunizagio,
refratariedade & transfusdo de plaquetas, doenga enxerto-versus-hospedeiro pos-transfusional,
os efeitos adversos de microagregados transfundidos na microcirculagfio, e fragmentacio dos
granulocitos do doador durante o armazenamento com liberacdo de enzimas e outras
compostos bioativos. Atualmente, atribui-se 2 maior parte das reagBes transfusionais febris as
citocinas, predominantemente aquelas produzidas pelos leucdcitos na unidade transfundida,
mas em alguns casos produzidas no receptor apds interaglio aloimune com os leucoeitos do
doador (Omoto,1997).

Além disso, pode-se evitar a transmissio de agentes infecciosos como o
citomegalovirus (CMV), virus Epstein-Barr (EBV),virus dos linfécitos T humanos tipo 1 e I
(HTLV T e II) (Omoto,1997), pode também auxiliar a remog¢do de bactérias e do
Trypanossoma cruzi (Moraes, 1993).

Existem dados na literatura demonstrando que pacientes leucémicos recebendo
hemocomponentes leucedeplstados apresentam menor incidéncia de infecgSes durante a
terapia de indugdio, periodos menores de aplasia e, atualmente, aumento da sobrevida destes
pacientes {Omoto,1997).

O avango tecnolégico e cientifico permitiu o desenvolvimento de filtros com

capacidade de proporcionar uma baixa perda de hemécias e uma reduciio profunda de
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leucécitos em até 99%, mostrando que a filtracdo € o mais simples ¢ eficiente método para
reduzir os leucécitos nas suspensdes de células sangiiineas (Omoto, 1997).

Para prevenir as complicagBes transfusionais, ha necessidade de desenvolver
programas de garantia de qualidade dos filtros utilizados na rotina dos Bancos de Sangue,

para que se obtenha um produto final com boa eficacia.
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2 - REVISAC DE LITERATURA

No ano de 1667 Jean Denis, médico de Luiz X1V, relatou casos em que o sanguc de
animal fora utilizado no homem e também fez mengio de uma reagfio hemolitica pds-
transfustonal (Junqueira,1979).

James Blundell, em 1818, relatou em Londres uma transfusio sangiiinea de um
hemem para outro. No entanto, o emprego do sangue como agente terapéutico tomou grande
impulso através de uma base cientifica, a imunolégica, adquirida a partir da descoberta, dos
grupos sangiiineos ABQ, por Landsteiner. Identificando seus antigenos e anticorpos,
estabelecendo a compatibilidade e a incompatibilidade entre os sangues de individuos da
espécie humana (Junqueira, 1979).

Em 1914, Luis Agote iniciou o uso do sangue com citrato, caracterizando assim um
novo periodo, o que permitiu a preservagic do sangue /n vifro para ser utilizado nc momento
apropriado (Junqueira,1979).

Somente em 1926, Alexandre Fleming, que mais tarde descobriria a penicilina,
descreveu o método de remociio de leucéeitos do sangue atraves do uso de filtro em 13 de
algodédo (Neves, 1993).

Sabe-se que o sanguc ¢ 0s componentes sangiiineos sdo considerados medicamentos,
porque sio empregados no tratamento de patclogias. Da mesma forma que  outros
medicamentos, podem ocorrer reagdes adversas, gerando a necessidade da cuidadosa relagéo
risco/beneficio quando se utiliza o sangue para a terapia (Harmening,1992).

Com o desenvolvimento de metodologias para separar os componentes do sangue.
ocorreu mudancas na terapia transfusional e avango na qualidade do preduto obtido, devido a
constatacio de que cada um dos elementos do sangue apresentam efeitos teraputicos, mas
também efeitos indesejaveis (Omoto,1997).

Os componentes sangiiineos pobres em leucécitos podem ser preparados de diversas
maneiras; centrifugacio invertida, lavagem de hemacias, centrifugagdo e filtraglo de
microagregados, uso de filtros de 3% geragfio e hemacias congeladas e desglicerolizadas. A
utilizacde dos filtros de 3* geragio ¢ o mais indicado por serem capazes de remover
aproximadamente 95% a 99% dos leucdcitos (Lee, 1998).

De acerdo com as normas do Manual Técnico da Associagio Americana de Bancos de

Sangue (AABB Standars Committee, 1999} , os concentrados de hemacias leucodepletados
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devem ter niveis de leucécitos menor que 5 x 10° por unidade transfundida e reter pelo menos
85% do mimero original de hemacias.

Filtros de concentrados de hemacias tém sido aperfeicoados para que se consiga uma
elevada remogdo de leucocitos, combinada com uma baixa perda de hemécias (Reesink,
1982).

Através de uma escala logaritima podemos medir a taxa de remogdo de leucocitos. A

tabela 1 mostra a relagio entre a reducfio logaritima e a eficiéncia da remog¢do.

TABELA 1- Relacio entre a redugfo logaritima e eficiéncia de remog@o dos leucocitos.

Log Taxa de remoc¢io%
Reducio de 1 log 90,0
Reducio de 2 log 99,0
Redugio de 3 log 99,9
Redugio de 4 log 99,99
Redugdo de 5 log 99,999

Fonte: Fundacio Pro-sangue Hemocentro de Sdo Paulo

Recentes estudos indicam que os filtros redutores de leucécitos, de terceira geragio,
conseguem uma redugdo de mais de 3 log 10 (Rapaille, 1997).

Filtros de facil utilizagio, rapidos, clinicamente efetivo ¢ que ndo requerem
equipamentos caros, estdo chegando ao mercado (Omoto,1997).

Esses filtros sdo compostos por varias camadas de poliéster de alto grau de
biocompatibilidade. A 1° camada de baixa densidade remove microagregados, plaquetas e
uma grande porgiio de leucécitos, principalmente granulocitos. A 2° camada remove ©S
leucocitos remanescentes € asseguram que o sangue seja completamente distribuido através
do filtro, minimizando a possibilidade de rompimento por estresse e trauma. A 3* camada
completa a remocio de leucocitos, particularmente 0s linfocitos, assegurando a eficiéncia da
remogdo para transfusfo instanténea. A ultima camada assegura um fluxo de liberagio otima
de sangue através da porta de saida do filtro (Omoto, 1997).

Ha hipéteses em a leucodeplegio pré-armazenamento através de filtros pode diminuir
a chance de crescimento bacteriano durante o armazenamento do sangue, devido a aderéncia
direta das bactérias ao material do filtro, ligagio ou ingestiio bacteriana pelos leuctcitos, ou

ainda remogio de fragmentos de pele contaminados com bactéria (Omoto. 1997).
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Tem-se demonstrado que ¢ mais vantajoso utilizar hemocompoenentes leucodepletados
em pacientes com leucemia mieldide aguda ou apos transplante de medula 6ssea, para evitar
condi¢oes que possam prejudicar a eficacia da terapia transfusional ou causar uma morbidade

significativa no paciente (Omoto, 1997).
2.1 - REACOES ADVERSAS
a) ALOIMUNIZACAO

E definida como a formagdo de anticorpos contra os antigenos classe I do sistema
HLA, formam em todas as células nucleadas e plaquetas, ou contra antigenos especificos
leucocitarios nfo pertencentes ao sistema HLA. Na pratica transfusional, a incidéncia da
aloimunizagdo ¢ alta: 25% a 80% (Omoto,1997).

As manifestagBes clinicas mais freqiientes sfio: febre, cefaléia, nauseas, vOmitos ¢
diarréia. As reagdes febris pos-transfusionais sio precedidas pela formagdo de anticorpos

contra o sistema HLA dos leucocitos do doador apos a transfuséo (Omoto, 1997).
b) FORMACAQ DE MICROAGREGADOS

A remociio de leucocitos do sangue também pode prevenir a formagfio de
microagregados. Microagregados s3o massas de leucocitos degenerados, plaquetas e fibrinas,
que se formam espontaneamente durante o armazenamente de hemocemponentes contende

leucocitos (Omoto,1997).
¢) INFECCOES

A maior parte das mortes causadas por transfusio sdo devidas a transmissdo de virus,
bactérias ou protozoarios. As infecgdes virais pedem ser transmitidas por virus livres no
plasma, ou ligados as membranas celulares, ou por células infectadas (Omeoto,1997).

O virus da imunodeficiéncia adquirida(HIV), citomegalovirus(CMV), virus Epstein-
Barr(EBV) e virus I e Il da leucemia por células T humanas (HTLV I/II) sdo transmitidos por

transfusiio de hemocomponentes. Estas viroses persistem em leucécitos € podem causar
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infecgBes, quando estes sio transfundidos. A carga viral minima necessdria para causar
infeccio ativa apés transfusdes nao é conhecida (Omoto,1997).

Tem se demenstrado, que a remogdo de leucocitos por filtragio de hemocomponentes
diminui a incidéncia da infectividade do virus HIV 1 em experimentos in vifro, previne a
infecciio pelo CMV em receptores CMV- negativos transfundidos com hemocomponente
CMV- positivo, previne a infecgdio priméria pelo CMV em doencas malignas hematologicas e

previne a transmissdo do virus HTLV-1 {Omoto,1997).

d) IMUNOSSUPRESSAO

O efeito clinico que melhor caracteriza a imunossupressdo pos transfusional, € a maior
sobrevida do aloexerto renal observado em pacientes previamente transfundidos, como
demonstrade em 1974 por Opelz e Terasaki. Além disso, efeitos benéficos similares foram
relatados em casos de transplante de orgdos, quando o paciente recebe transfusdes no periodo
anterior & cirurgia. Estes efeitos benéficos foram atribuidos aos imunossupressivos, assim
como uma maior atividade de células supressoras no sangue transfundido. Tem se especulado
que os hemocomponentes contaminados com leucteitos podem também reduzir a resposta
imune as células cancerigenas e, portanto, facilitar o crescimento de metastases ¢ a
recorréncia de tumores apés cirurgia. Pode-se postular que a transfusgo de hemoccemponentes
leucodepletados seja potencialmente benéfico para pacientes que irdo se submeter & cirurgias

para extragio de tumores, como no carcinoma colorretal (Omoto,1997).

Os componentes sangilineos pobres em leucocitos podem ser preparados de diversas
maneiras: centrifugagio invertida, lavagem de hemécias, centrifugagio e filtragdo de
microagregados, uso de filiros de 3* geragdo e hemacias congeladas ¢ desglicerolizadas. A
utilizagio dos filtros de 3* geragio é o mais indicado por serem capazes de remover

aproximadamente 95% a 99% dos leucocitos (Lee, 1998).
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3-ORBJETIVO

O objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia dos filtros de Leucorredugdo do Kit de
Aférese Trima (Gambro), Lote 07H211, utilizados para a remocdo de leucocitos em
concentrados de hemicias do HEMOCE (Centro de Hematologia e Hemeterapia do Ceara),
esperando-se uma contagem residual de leucocitos menor que 5 x  10%unidades. afim de

assegurar a qualidade dos hemocomponentes leucodepletados.




MATERIAIS E
METODOS
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4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - CASUISTICA

Foram analisados 10 Filtros (Trima® - Gambro. Lote n° 07H211), utilizados na
remogio de leucocitos dos concentrados de hemacias, armazenados no setor de Distribuigio
do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE), no periodo de Janeiro
a Fevereiro de 2003, utilizando-se 10 concentrados de hemacias de doadores com

hemoglobina de mobilidade eletroforética normal e estudo sorolégico negativo para HTLV
I/T1, Sifilis, Chagas, HIV, Hepatites Be C.

4.2 - PREPARACAQO DO CONCENTRADO DE HEMACIAS

Para obtengdo dos concentrados de hemacias foram utilizadas bolsas triplas, contendo
63 mL de solugdo C.P.D. (Citrato de Sodio, Acido Citirco, Fosfato de Sodio Monobasico,
Dextrose), para coleta de 450 mL de Sangue Total e 100 mL de SAG-M (Sacarose, Acido
Citirco, Manitol), para a preservagio do concentrado de hemécias em uma das bolsas satélites.

As bolsas de sangue total foram submetidas a uma centrifuga¢io de 3.500 RP.M.
durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a +4 °C. Em seguida, o plasma foi decantado
para uma bolsa satélite usando-se ¢ extrator de plasma até que as hemécias estivessem
presentes no macarrao. A bolsa do concentrado de hemacias obtido, acrescentou-se os 100mL
de solugiio de SAG -Manitol, que estava presente em uma das bolsas satélites. e foram
estocadas em geladeira com temperatura controlada e estavel (+4 °C a +6 °C) por no maxime

5 dias para se realizar a filtragfio.
4.3 - FILTRACAO

Os concentrados de hema4cias estocados a +4 °C foram previamente ordenados e
homogeneizados por 10 minutos, pesados ¢, amostras de 10mL foram retiradas para se fazer
as analises pré-filtragio. Em seguida, os concentrados de hemacias foram filtrados,
observando-se o tempo de filtragio. Em seguida, realizou-se uma nova pesagem e retirada de

nova amostra para execugfo das anélises pés-filtragio e determinacéo do volume.
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4.4 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

& Ciamara de Nageofte,

+ Laminulas de cristal,

4 Pipetas automaticas/ponieiras;

¢ Estante para tubos de hemolise;

¢ Tubos de hemolise;

¢ Solucdo de Turk;

¢ Algodao/gaze;

¢ Lapis marcador/caneta:

¢ Microscopio Optico;
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¢ Homogeinizador mecénico;

¢ Cronbmetro;

¢ Filtros removedores de leucécitos;

+ Balanca semi-analitica;

4.5 - METODOS

Antes e apos a filtragdo foram realizadas dosagens e contagens.

4.5.1 - CONTAGEM DE LEUCGCITOS BEPOIS DA FILTRACAO

1) Em tubos de hemolise devidamente identificados, pipetar 100ul da amostra de
concentrado de hemacias filtrado e homogeneizado, adiciona-se 900ul. da solugdo de
Turk, resultando em uma diluigsio de 1:10;

2) Homogeneizar e deixar em repouse por 10 minutos para que as hemacias sejam lisadas;

3) Agita-se por rotagfio os tubos de hemélise para misturar o conteiido e encher-se a camara
de Nageotte, que ja deve estar previamente montada;

4) Esperar 15 minutos e contar ao microscopio, utilizando a objetiva de 20x e condensador
baixo, os 40 retingulos da cAmara;

5) Calcular o numero de leucécitos através da seguinte formula;

Leucocitos/ pL.= L x D/V
Onde:
L= niimero de leucéeitos contados
D= fator de diluigdo (10)
V= volume do campo de contagem (40 retdngulos = 50uL)
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A percentagem de remociio de leucteitos ¢ calculada pela fomula:

% =100 - (D x 100/A )
Onde:
D = concentracio de leucécitos pos-filtragiio

A = concentragfio de leucocitos pré-filtracio

4.5.2 - DETERMINACAQ DO VOLUME

O volume € determinado através da relagfo entre massa (g) e a densidade ( g/mL) do

hemocomponente.

1} Zerar a balanga com respectiva tara;
1) Pesar as bolsas e anotar os pesos;

2) Calcular o volume através da formula:

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

1,065= densidade do concentrado de hemécias em g/mlL
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5- RESULTADOS

Foram analisadas 10 amostras de concentrados de hemacias antes e depois da filtragdo.
Sabe-se que um fluxo rapido pode diminuir-a eficacia da remogdo de leucocitos, e que um
fluxo muito lento pode ocasionar fragmentacdo destas. O tempo médio de filtragfio das bolsas
foi de 11,7 minutos por unidade filtrada.

Durante o processo, ha uma perda de certo volume de sangue que fica retido nas
malhas do filiro. Houve uma reduciio significante nos volumes dos concentrados de hemacias
submetidos a filtragdo pelos filtros TRIMA, correspondendo a um valor em percentagem de
17,4% (antes: 3552 £ 17,5, depois: 293,2 + 23,5) (Tabela 2). Ndo houve diferenca
significante na dosagem de hemoglobina, visto que antes era 17,9 = 0,8 e depeis 17,8 + 0,8
equivalendo a 0,55% como mostra a tabela 3.

Foi observada uma diminuigdo pouco significante nos niveis de hematocerito
analisados, correspondendo a 0,89% (antes: 55,7 + 2,6; depois: 55.2 = 2,3).

Na contagem de leucocitos foi encontrada antes da filtragio um valor de 2,4 x 107 £ 9
x 10% e apos a filtragio 6,0 x 10° + 4.7 x 10°, correspondendo a 99,7% de leucdcitos
removidos (Tabela 5; figura 1).

Os valores das analises realizadas no laboratorio de controle de qualidade do

HEMOCE, encontram-se no quadre em anexo.
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Tabela 2: Variacio do Volume dos Concentrados de Hemacias Antes e Depois de Filtrar.

PARAMETRO Média + Desvio
mL

Volume Antes Filtrar 3552+ 17,5(10)

Volume Depois Filtrar 2932 £23.5(10)

¢ Os Valores estdo expressos com a média + desvio padrio da média. O ntimero entre
parénteses representa a quantidade de filtros analisados.

TABELA 3: Variaciio da Hemoglobina Antes e Depois de Filtrar.

PARAMETRO Média + Desvio
o/dL

Hb Antes/Filtrar 179+ 0,8 (10)

Hb Depois/Filtrar 17,8 £ 0,8 (10)

¢ Os Valores estfo expressos com a média + desvio padrio da meédia. O aumero entre
parénteses representam a quantidade de Filtros analisados.




TABELA 4: Variacdo do Hematdcrito Antes € Depois de Filtrar.
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PARAMETRO Média + Desvio
%

Ht Antes Filtrar 55,7+2.6 (10}

Ht Depois Filtrar 55,2+2.3 (10)

+ Os Valores esifo expressos com a média + desvio padrio da média. O namero entre
parénteses representam a quantidade de Filtros analisados.

TABELA §: Contagem de Leucocitos Antes e Depois de Filtrar.

PARAMETRO Média + Desvio
- Leuc./Bolsa
Leucocitos Antes Filtrar 24.000 x10° +9.000 x 10° (10)
Leuctcitos Depois Filtrar 6,9 x 10°+ 4,7 x 10°(10)

¢ Os Valores estdo expressos com a média = desvio padrdo da média. O nimero entre
paréuteses representam a quantidade de Filiros analisados.
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1,00E¥10
1,00E+08+"

B Leucdcitos(Antes)
L Leucdcitos(Depois)
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FIGURA 1: Representa a contagem de Leucocitos nos Cencentrados de Hemacias Antes
¢ Depois de Filtrar.



) ) o)

)

30

DISCUSSAO




31

6 - DISCUSSAO

O processo de leucorredugio oferece varios fatores e efeitos que favorecem a evolugiio
do tratamento do paciente: menor indice de aloimunizacio contra antigenos HLA, prevencio
de infecgdio primaria e reinfecgio por Citomegalovirus(e outras doengas) principalmente em
pacientes leucémicos ou recém-nascidos , prevengio da formagio de microtrombos e
reduzem a incidéncia de reagdes transfusionais recorrentes, causadas pela presenga de
leucocitos (Lichtiger, 1995).

Neste estudo, avaliamos a agfio de 10 filtros do kit de aférese da Trima (Gambro®) na
redugdic dos leucéeitos, nos concentrados de hemacia, comparando os resultados de acordo
com 0s padrdes atuais exigidos pelo Council of Europe de 1999 e pela Associacio Americana
de Banco de Sangue- AABB de 1999, que dizem que os produtos de sangue leucodepletados
devem conter niveis inferiores a 1 x 10° leucécitos/unidade filtrada inferiores a 5 x 10°
leucocitos/unidade filtrada respectivamente.

A perda do volume em 17,4% ndo compromete o uso dos filtros leucorredutores
avaliados neste trabalho, porque a diferenca entre os valores dos volumes obtides antes ¢
depois da filtragio foi decorrente da retirada das amostra para as anglises e também do
velume retido que se concentrou nas malhas dos filtros, pois, de acordo com Van Der Meer et
al (1999), filtros de fibra com difmetro de 10 a 20 um levam a uma maior perda de volume.

De acordo com a analise do hematécrito, encontramos uma redugéio ndo significante
de 0,89%.

Com relacdo aos leucocitos, foi obtido um valor residual de 6,0 x 10° + 4.7 x 10°
/unidade filtrada, correspondendo a 99,7% de leucdcitos removidos. que equivale a uma
leucorredugido de 3 log, segundo a tabela 1.

Os resultados para leucorredugfio também estdo de acordo com os que Van Der Meer
et al (1999) encontraram com os filtros BPF4, cujo o valor residual de leucociios foi de 6,9 x
10° /unidade filtrada & com os filtros Imugard com valor residual de leucocitos de 2.4 x 10°

/unidade filtrada.
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7 - CONCLUSAQO

Com base nas anélises realizadas, verificamos que os filtros TRIMA {(GAMBRO®)
obtiveram uma leucorredugio na ordem de 3 log, e apresentaram niveis de leucécitos. nos
concentrados de hemacias, inferiores a 1 x 10° por produto, constatando a eficacia dos filtros

pesquisados.
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