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RESUMO

No presente trabalho, foram utilizados 70 amostras de concentrados de
plaquetas obtidas por buffy-coat, processadas no centro de hematologia e hemoterapia do
Ceara (HEMOCE). No que diz respeito a anélise qualitativa ¢ quantitativa desse método
utilizado de plaquetas, levando-se em conta principalmente, a contagem de plaquetas, 2
contagem de leucécitos, o ph, e o volume de cada concentrado, foi constatada a eficacia do
método em estudo, que gera produtos leucodepletados. tendo assim um produto final de alta

qualidade.
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1- INTRODUCAC

O concentrade de plaguetas pode ser obtide por doagiio convencional ou per
buffy-coat. ¥ obtido até 4 horas apds a coleta de sangue fresco de varios doadores, a partir
da centrifugacio do plasma. O buffy-coat implica em técnicas e equipamentos especiais
para a obtengdo do concentrado de plaquetas. Independente do método de preparo, o
concentrado de plaquetas contém alguns leucéeitos, hemacias, em pequenas concentragoes.
O volume do concentrado ¢ de aproximadamente 50 ml, por buffy-coat pode-se obter até
300 ml. O armazenamento ideal deve ser por um maxime de 72 horas, 4 temperatura de
22°C, mantendo uma agitagio suave, continua e adequada. As plaquetas também podem ser
estocadas a 4°C, com sobrevida pos-transfusicional curta, apesar de mais efetiva O712-108)

Concentrados de plaquetas de melhor qualidade com uma contaminagio de
leucocitos menor podem ser obtidos a partir de doagBes de rotina de sangue total que s#o
processados a partir do buffy-coat utilizando-se o sistema Top and Bottom (BAT). Nesse
processamento, os buffy-coat s3o conectados entre si em sistema fechado e, posteriormente,
processados para originar concentrados de plaquetas de alta qualidade.®

Atualmente, ¢ bem conhecida que as preparagdes de concentrados de plaquetas
devem apresentar baixa contaminagfo de leucocitos, pois as reagdes febris, aloimunizagdo e
refratariedade de origem imunolégica estiic cerrelacionadas com o grau de contaminagéo
leucocitéria dos hemocomponeites transfundidos.™”

Tais concentrados de plaquetas, preparados a partir de um pool de quatro a cinco
buffy-coats sio capazes de assegurar uma dose terapéutica de 30-50 X 10' plaquetas.®”

O risco de transmissio viral para um paciente recebendo uma transfusio de
plaquetas é diretamente proporcional ao numero de doadores para o qual o receptor €
exposto durante a fransfusiio. Portanto, quanto maior o rendimento do meétodo de
preparagio de plaquetas, menor o risco de transmissdo viral. Baseado nesta premissa, o
risco de transmissdo viral por transfusfio de plaquetas ¢ geralmente maior para outros
métodos do que para o buffy-coat. ->'%

Os leucécitos que permanecem nos concentrados de plaquetas, também podem ser

responsaveis pelos calafrios e febres que apresentam em muitos pacientes durante uma

transfusdo de plaquetas.”
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A indicacéo para transfusdc de concentrados de plaquetas , devera levar em conta,
o estado clinico, as causas trombocitopénicaas, a contagem plaquetdria, e a capacidade
funcional das proprias plaquetas do paciente.”

As indicagdes do concentrado de plaquetas sdo: sangramento significativo devido
a trombocitopenia ou trombocitopatia em pacientes com contagem de plaquetas abaixo de
10.000/mm’. Concentrados de plaquetas niio devem ser ministrados quando a contagem de
plagueta estd entre 10.000 e 20.000/ mm’ ou para reduzir a incidéncia de sangramento
apesar de ser evidente o risco de hemorragia; a sua administragfio profilatica contribui para
a aloimunizacdo dos receptores.>>"

O controle de qualidade dos hemocemponentes € obrigatorio pela legislagdo
brasileira. Isso se faz necessario para garantir que os componentes sanguineos estejam de
acordo com as especificagdes técnicas requeridas e sejam eficazes terapeuticamente.'*®

Cabe ao controle de qualidade a monitoragio do processo, através de uma
amostragem aleatoria dos produtos finais, fazendo a comprovagic da conformidade ou da
nio conformidade as especifica¢fes previamente estabelecidas.”

Os problemas indesejaveis do uso de concentrado de plaquetas s30 a transmissao
de doengas de enxerto versus hospedeires, reagdes transfusacionais, aloimunizacdo por
antigenos do sistema HLA (antigeno leucocitério humano), aloimuntza¢@o por antigenos,
de células vermelhas, aloimunizaciio por antigenos especificos da plaqueta, purpura pos-

transfusional e granulocitopenia.(m
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2- OBJETIVO

~ Como objetivo deste trabalho, propomo-nos apresentar e avaliar os resultados
referentes ao estudo de controle de qualidade de concentrado de plaquetas obtido por buffy-

coat.
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3 - MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de avaliar quantitativamente e qualitativamente concentrados de

plaquetas obtidos per buffy-coat, foram analisados 70 bolsas processados pelo centro de

hematologia ¢ hemoterapia do estado do Ceara (HEMOCE), no periodo de Agosto a Margo
de ano de 2002/2003.

As plaquetas e leucdcitos de cada amostra foram analisados no Abx micro-60.

» Material Necessario:

Amostras: sangue total cothide em bolsa tripla Top and Botom com menos
de 08 horas de coleta;

Centrifuga refrigerada;

Selador de bolsa;

Pingas plasticas;

Aparelho automatizado (Compomat),

Luvas;

Aventais;

Bolsas transferéncia de 600 ml dupla para plaquetas de 5 dias;
Aparelho de conexdo estéril (SCD ou Compodock),

Balanca digital;

Cacapas.

» Procedimento:

= Preparacido do Buffy-coat (BC):

Centrifugar o sangue total utilizando o programa 4;

Apés a centrifugacio, retirar a bolsa cuidadosamente da centrifuga e levar
ao Compomat, evitando qualquer tipo de agitagio para ndo desfazer a
sedimentacio;

Processar a separaciio de 70% das bolsas no Compomat, utilizando o

programa 3 (para obtengdo de volume de 45 ml de BC, sem plasma);




Processar a separagio dos 30% restantes no Compomat, utilizando o

programa 4 (para obtengdio de volume de 45 ml de BC, mantendo

o

conexdo com a bolsa de plasma);

Manter o tubo de transferéncia das bolsas de BC com plasma fechado,
utilizando pinga plastica;

Apos a liberagio da sorologia, manter o BC overnight a + 22°C, em

rEpouso.

= Preparacio do Pool de BC:

Homogeneizar com ¢ auxilio do agitador de plaquetas por 1 hora as
unidades de BC;

Reconferir a liberagdo de sorologia de todas as unidades de BC;

Checar o resultado de hemolisina das bolsas O7;

Conectar de trés a quatro bolsas de BC sem plasma do mesmo grupo ABO
a uma bolsa de BC com plasma (formande um conjuntivo de quatro ou
cinco bolsas de BC);

Suspender o conjunto ne suporte pela bolsa de plasma,

Pincar com pinga pléastica o tubo de transferéncia entre o primeiro e o
segundo BC;

Aguardar a transferéncia do “BC” para as bolsas inferiores;

Abrir a pinca, deixando fluir o plasma para as bolsas uma a uma
controlando o fluxo. Deixar aproximadamente 10 ml de plasma na bolsa.
Pingar em seguida,

Inverter 0 conjunto, suspendendo-o novamente, deixando escoar para a
bolsa TAB que esta conectada a bolsa de plasma;

Selar separando as bolsas vazias, de forma a permanecerem ligadas apenas

as duas primeiras bolsas.




= Centrifugaco do Pool:

Na cagapa da centrifuga, colocar a bolsa com pool, com auxilio de
contrapese ou bolsas acessoérios, de maneira gue a mesma permaneca em
pé na cac¢apa durante todo o processo de centrifugagio;

Lavar a regifio do break-off que une a belsa ac equipe com os 10 ml de
plasma deixados na bolsa original, dobra-la e inserir na cagapa ao lado da
belsa com o peol;

Centrifugar utilizando programa 5;

Apds a centrifugagio, retirar a bolsa cuidadosamente da centrifuga e levar
ao Compomat, evitando qualquer tipo de agitacdo para ndo desfazer a
sedimentacio;

Com o auxilio do programa 6, no Compomat, remover o PRP para a bolsa
de plasma,

Selar o tubo de transferéncia, separar e descartar a bolsa com os residuos
de hemacias ¢ leucocitos;

Conectar (conexdo estéril) uma bolsa de transferéncia dupla de plaquetas
de 5 dias;

Transferir o pool para as mesmas, retirando o ar para a bolsa de plasma
(acessdria),

Pesar na balanca digital. Descontar 30g por cada bolsa acesséria (60g).
Identificar o Pool de plaquetas com suas respectivas etiquetas de liberacio
¢ data de validade, usando para isso, a atividade Procedimento para
hemocomponentes;

Antes da liberagéio para transfusfio remover o pool para uma tnica bolsa

rotulada e retirar o ar para os demais.

= Armazenamento e estabilidade:

As plaguetas devem ser armazenadas sob condi¢des que garantam a 6tima
preservacdo da viabilidade e atividade hemostatica. Plaquetas que irdo ser
armazenadas por um periodo maior que 24 horas devem ser coletadas e um

sistema fechado de bolsas multiplas.




O plastico da bolsa para armazenamento de plaquetas deve ser
suficientemente permeavel a gases ¢ deve garantir o suprimento de
oxigénio para as plaquetas. A quantidade de oxigénic necessaria ¢
dependente da concentracio de plaquetas e leucocitos na unidade.
Temperatura: 22°C £+ 2°C.

O volume de plasma ou o meio especifico de armazenamento deve ser
suficientemente garantir que o pH do hemeocomponente plaquetario
permanega continuamente entre 60 e 7.4 sob as condigSes de
armazenamento utilizadas.

A agitagdo durante o armazenamento deve ser suficientemente eficiente
para garantir o suprimento de oxigénio, mas deve ser o mais gentil
possivel.

A viabilidade das plaquetas é preservada até 7 dias sob condi¢des otimas.
Entretanto, atualmente nao se recomenda mais que 5 dias de

armazenamento.
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4 - RESULTADOS

Os resultados obtidos das 70 bolsas de Concentrado de Plaquetas obtidos por
Buffy-coat foram os segumntes:

0 volume médio das 70 bolsas estudadas foi de 362,4 + 29,4 ml que corresponde
a volumes normais. Em relagdo a contagem de plaquetas 25,7% que corresponde a 18
bolsas apresentaram contagem de plaquetas menor que 3,3 X 10',

Analisando o Hematécrito dos concentrados de plaquetas, 2,8% que
correspondem a 2 bolsas apresentaram hematocrito maior que 1%.

No pH das 70 bolsas, 1,4% que corresponde a uma bolsa apresentou pH maior do
que 7.4.

Em relagio a contagem de leuctcitos, 10% das bolsas estudadas apresentou a
contagem de leucocitos maior do que o esperado.

A Tabela 01 mostra todos esses parimetros analisados.




TABELA 1. VALORES AVALIADOS NOS CONCENTRADOS DE PLAQUETAS
OBTIDOS POR BUFFY-COAT.

Pardmetros Pardmetros % de Componentes
_:kvaliados Encontrados Pardmetro Recomendado N&o Conformes
. Média £ Desvio

N =70
“Volume, mL 362,4 +29.4 >321 mL 0
Tontagem de 78x10"+ 6,7x10" (0,8a84)x 10’ 10,0% (07 bolsas)
“eucdceitos/bolsa
“Contagem de 3,7x 10"+ 13x10" 33x10" 25,7% (18 bolsas)
laquetas/bolsa
It (%) 03+£02 <1 4,2% (03 bolsas)
~sH 6,9+ 0,04 6,5a7,4 1,4% (01 bolsa)
~Andlise Estéril Estéril 0
Microbiologica

~ *Os Valores estdo expressos com a media + desvio padrio da média.

—

=
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5 DISCUSSAO

Quanto & analise qualitativa e quantitativa, do métode de concentrado de
plaquetas obtidos por Buffy-coat, levando-se em conta principalmente, a contagem de
leucocitos, a contagem de plaquetas, o pH e o hematdcrito foram observados a eficacia
desse método que gera produtos leucodecletados, de alta qualidade.

Concentrados de plaquetas derivados do Pool de Buffy-coat, onde inicialmente o
sangue total é processade no sistema top and bottom, posuem niveis de leucocitos bastante
reduzidos (< 107 leucécitos) e, portanto, apresentam niveis de citocinas praticamente
ausentes. Esse processo é longamente empregado na Europa e os resultados mostram uma
incidéncia menor de reagdes febris do que as PRP-PLQ (2,9 VS 18,8%), respectivamente. "

Foi constatado neste trabalho, que 25,7% referentes a 18 bolsas, apresentaram
concentrados de plaquetas inferior a 3,3 X 10 -

Analisando o hematocrito, observou-se que 4,2%, referentes a 3 bolsas, das 70
bolsas estudadas, apresentaram hematocrito maior que 1%. Em relagiio ao pH, foi
observado a porcentagem de 1,4% correspondente a 1 bolsa, no qual apresentaram pH
maior que 7.4.

E por fim, na analise dos leucdcitos, 10% das bolsas estudadas que correspondem
a 7 bolsas, apresentaram concentrados de leucéceitos maior que o esperado, com volume
normal de 350 ml.

Concentrados de plaqueta de melhor qualidade. com uma contaminagdo de
leucocitos menor podem ser obtidos, pelo fracionamento sangilineo baseado na extragio
prévia da capa leucoplaquetaria (Buffy-coat), se fundamenta na centrifugagiio de alta
rotagdo da unidade de sangue total (ST), permitindo uma definig2o clara entre as diferentes
interfases. Inicialmente se separa em plasma, hemécias e a capa leucoplaquetéria (Buffy-
coat), estes sdo conectados entre si em sistema fechado e, posteriormente, processados para

originar concentrados de plaqueta de alta qualidade. '*'?




i1

Os centros que preparam esse método deve avaliar pelo menos 4 unidades de
concentrados de plaquetas mensais.">'* O controle de qualidade dos hemocomponentes &
obrigatorio pela legislagdo brasileira.'” Isso se faz necessario para garantir que os
componentes sangilineos estejam de acordo com as especificagBes técnicas requeridas, e

sejam eficazes terapeuticamente, (%112
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6 - CONCLUSAC

Com base em todo esse estudo, concluimos que os concentrados de plaquetas
obtidos por buffy-coat, tem proporcionade alternativas vidveis a pacientes que necessitam
de concentrados de plaquetas, pois sdo de alta qualidade e tem propercionado tratamentos

mais eficientes e seguro aos enfermos que precisam desse tipo essencial de suporte

terapéutico.
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