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Resumo

A contagem de plaguetas huma unidade de concentrado plaquetério obtido através de uma
unidade de sangue total devera conter 60x10° plaquetas, sendo que existem varios fatores
suscetiveis de influenciar este parametro (desde o dador até ao armazenamento).

Com este estudo pretendeu-se verificar quais os fatores suscetiveis de influenciar a contagem
de plaquetas nos Concentrados Plaquetérios obtidos pelo Método Plasma Rico em Plaquetas,
tendo como referéncia os parametros recomendados exigidos para este componente
sanguineo.

Realizou-se um estudo observacional descritivo, com 142 dadores de sangue, aos quais foram
colhidos 450mL + 10% de sangue total, processado pelo método de PRP. Colheram-se
amostras para realizar hemograma ao dador, ao concentrado eritrocitério, ao plasma pobre em
plaquetas e ao concentrado plaquetario para determinar a contagem de plaquetas. Os tempos
de colheita, tempo de repouso do sangue total e tempo de repouso do plasma rico em plaquetas
também foram avaliados através do SPSS.

Os dadores com contagem de PLT inferior ou igual a 200 x10°%L tém uma maior probabilidade
de terem as plaquetas < 60 x10°, no qual existe uma correlacgéo forte (coeficiente de Spearman
=1, valor p<0.001).

Existe diferenca estatisticamente significativa entre os sexos, sendo que as mulheres tém
valores médios de contagem plaquetéaria superiores aos dos homens (p=0.023).
Relativamente a associacdes entre variaveis, verificou-se que existe uma correlacéo fraca entre
a idade, tempo de colheita do sangue total e a contagem de plaquetas no concentrado

plaquetario, e uma correlacdo moderada entre o repouso do sangue total.

Palavras-chave: Concentrado Plaguetario, Método PRP, contagem de plaquetas,

controlo de qualidade, dador de sangue.
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Abstract

The platelet count in a unit of platelet concentrate obtained from a unit of whole blood should
contain 60x10° platelets, and there are several factors that can influence this Parameters (from
the donor to the storage).

The aim of this study was to verify which factors are likely to influence the platelet count in
Platelet Concentrates obtained by the Platelet Rich Plasma Method, using the recommended
parameters required for this blood component as a reference.

A descriptive observational study was carried out with 142 blood donors, from whom 450mL +
10% of whole blood were collected, processed by the PRP method. Blood samples were takes
from the donor, erythrocyte concentrate, platelet-poor plasma and platelet concentrate to
determine the platelet count. Collection times, resting time for whole blood and resting time for
platelet-rich plasma were also evaluated using SPSS.

Donors with a PLT count less than or equal to 200 x10°%L are more likely to have platelets < 60
x109, for which there is a strong correlation (Spearman's coefficient =1, p-value <0.001).
There is a statistically significant difference between the sexes, with women having mean
platelet counts higher than men (p=0.023).

Regarding associations between variables, it was found that there is a weak correlation between
age, time of collection of whole blood and the platelet count in the platelet concentrate, and a

moderate correlation between resting whole blood

Keywords: Platelet Concentrate, PRP Method, Platelet Count, Quality Control, Blood
Donor
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Glossario

Aférese - método para a obtencdo de um ou mais componentes sanguineos
através de processamento do sangue total hum equipamento, no qual os
componentes residuais do sangue sao devolvidos ao dador durante ou apés a
concluséo do processo.

Colheita de sangue — 0 processo através da qual uma Unica dadiva é colhida
com uma solucdo anticoagulante e/ou conservante, sob as condicbes
necessérias para minimizar a contaminagao bacteriana, os danos celulares e/ou
a ativacdo da coagulacdo na dadiva de sangue resultante.

Componente sanguineo- componente terapéutico, obtido de uma ou mais
unidades de sangue total, que mediante o método utilizado na sua producéo,
permite a obtencdo de varios produtos: concentrado de eritrécitos (CE),
concentrado de plagquetas (CP), plasma fresco congelado (PFC) e
crioprecipitado.

Concentrado de eritrécitos, desleucocitado com solucdo aditiva — componente
sanguineo resultante de uma unidade de sangue total, a qual foi retirada a maior
parte do plasma, sendo subsequentemente, retirados os leucécitos através de
um filtro, ao qual posteriormente é adicionado uma solugéo aditiva/conservante.
Concentrado de plaquetas — componente sanguineo que através de um
processo de separacdo contém um elevado numero de plaguetas suspensas em
plasma por unidade de volume, podendo ser ou ndo desleucocitado.
Crioprecipitado - o componente do plasma, obtido a partir de plasma fresco
congelado, através de precipitagdo por congelagcdo e descongelacdo das
proteinas e subsequente concentracdo e ressuspensdo das proteinas
precipitadas num volume reduzido de plasma.

Dadiva — resultado da colheita de sangue total ou componentes sanguineos por
puncao venosa para um sistema fechado e estéril de sacos de colheita, mediante
procedimentos adequados e validados, em particular uma correta desinfecéo da
pele e no volume adequado.

Dador — individuo saudavel (boas condicdes de saude) que voluntariamente doa
sangue ou componentes sanguineos, incluindo plasma para fracionamento.
Desleucocitagdo — processo em que sdo retirados os leucécitos aos
concentrados de eritrocitos e concentrados e pools de plaquetas. Os leucécitos

podem ser retirados durante o processo de producao ou podem ser retirados sé

XXI



no momento da administracdo de componentes através de um filtro adequado.
Eritrécitos — constituinte celular de sangue total, considerado como componente
obtido a partir de uma unidade de sangue total a que foi retirada a maior parte
do plasma.

Hemovigilancia - conjunto de processos organizados de vigilancia de incidentes
ou reacdes registadas em dadores ou recetores, bem como o0 seu
acompanhamento epidemiolégico de dadores.

Plaguetas - constituinte celular do sangue total, considerado como componente
sanguineo, sendo uma suspenséao concentrada de plaquetas podendo ser obtida
por separacdo do sangue total ou aférese. Este componente no caso de ser
obtido por separacéo do sangue total pode ser ou nédo desleucocitado.

Plasma - fracdo liquida do sangue na qual se encontram as células em
suspenséao. O plasma obtém-se a partir da separagéo da fracdo celular, isto €, a
partir de um processo de centrifugacdo no qual sdo removidas ao sangue total
as fracdes celulares. Este produto derivado do sangue pode ser diretamente
utilizado como plasma fresco, para processamento de crioprecipitado e em
plasma desprovido de crioprecipitado para transfusdo, ou ser utilizado ainda, na
preparacdo de pool de plaquetas ou de pool de plaquetas desleucocitadas e na
ressuspensao de eritrocitos para efeitos de exsanguineo-transfusdo ou
transfusao perinatal. Este produto é ainda utilizado no fabrico industrial de outros
subprodutos terapéuticos, como as albuminas, imunoglobulinas e fatores de
coagulacéo.

Plasma fresco congelado - frag&o liquida do sangue obtida de uma unidade de
sangue total, em que ap0s um processo de separacao celular sdo Ihe retirados
0s constituintes celulares, sendo congelado e armazenado a uma temperatura
inferior a -30°C.

Pool de plaguetas - componente sanguineo que contém uma mistura de
plaguetas, provenientes de 4 a 6 unidades de sangue total, suspensas em
plasma ou solucédo aditiva, sendo a sua obtencdo dependente do método
utilizado.

Processamento — qualquer fase da producéo e preparacdo de um componente
sanguineo que decorra entre a colheita de sangue e a disponibilizacdo do
componente sanguineo.

Produtos sanguineo — qualquer produto terapéutico derivado do sangue ou do
plasma humano.

Sangue total - o sangue total é colhido ao dador e processado quer para

transfusdo quer para processamento subsequente.
XXl



= Separagdo e fracionamento de componentes sanguineos — conjunto de
procedimentos realizado a colheita de sangue total, em que a partir de um
processo de uma ou varias centrifugacdes a através de um processo de extracao
€ possivel fracionar a unidade em varias fracoes.

= Solucdo aditiva — solucdo que permite manter as condicdes terapéuticas do
produto durante o armazenamento.

= Solucdo anticoagulante — solu¢do que impede a coagulacdo do produto durante

a colheita e armazenamento.
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1.Introducao

A utilizagdo do sangue humano como terapéutica de substituicdo tem colocado
exigéncias crescentes de garantia de qualidade e de seguranca por forma a prevenir a
transmissdo de doencas e garantir a seguranca e eficacia transfusional.

O Decreto-Lei n.° 185/2015 de 2 de setembro que revoga o Dec. Lei 267/2007 de 24 de
julho, que define os requisitos de qualidade e seguranca para o0 sangue e componentes
sanguineos, estabelece as normas de qualidade e seguranca destinadas a colheita e a
andlise de sangue humano e de componentes sanguineos, qualquer que seja o fim a
que se destinem, e ao seu processamento, armazenamento e distribuigdo quando
destinados a transfuséo, por forma a assegurar um elevado nivel de protecao da saude
humana (1,2).

Segundo o Conselho da Europa (3), que define as orienta¢des para a preparacao, uso
e garantia de qualidade dos componentes sanguineos, a contagem de plaqguetas numa
unidade de concentrado plaquetario obtido a partir de uma unidade de sangue total deve
conter 60x10° plaquetas, sendo que no controlo de qualidade 90% das unidades de
concentrados plaquetéario testadas deveréo ter uma contagem de plaquetas igual ou
superior, a este valor de referéncia.

Contudo, nem sempre este parametro € atingido, existindo concentrados plaquetéarios
cujos valores de plaquetas séo inferiores aos valores recomendados, tornando-se
pertinente identificar os fatores suscetiveis que possam estar na origem das contagens
baixas (atribuidas ao dador ou a fatores intrinsecos ao processamento) (3).

Deste modo, tornou-se pertinente identificar os fatores que possam interferir nos
parametros recomendados (3), relativamente aos concentrados plaquetarios,
garantindo a sua qualidade, bem como minimizar a eliminagdo de componentes
sanguineos, uma vez que sao exclusivamente dependentes das dadivas de sangue.
Entendeu-se que a identificacdo desses fatores permitiria eventualmente ao Servico de
Sangue ajustar os processos de selecdo de dadores, a obtencdo de componentes de
acordo com o0 método de separacao, bem como o seu processamento e condi¢cdes de

armazenamento.



2.Estado da arte

2.1 Servigos de Sangue e Servi¢os de Medicina Transfusional

O Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo (IPST), tem por missao regular, a
nivel nacional, a atividade da medicina transfusional e garantir a disponibilidade e
acessibilidade de sangue e componentes sanguineos de qualidade, seguros e eficazes,
competindo-lhe, em especial, apoiar na definicdo da politica nacional para o sector da
medicina transfusional e coordenar, orientar e regulamentar todas as atividades
relacionadas com a transfusdo de sangue (1).

O Parlamento Europeu e o Conselho da Europa, em processo de codecisao, aprovaram
a Diretiva n. © 2002/98/CE, de 27 de Janeiro de 2003, que estabelece as normas de
gualidade e seguranca destinadas a colheita e a analise de sangue humano e de
componentes sanguineos, qualquer que seja o fim a que se destinem, e ao seu
processamento, armazenamento e distribuicdo quando destinados a transfusdo, por
forma a assegurar um elevado nivel de protecéo da saude humana, alterando a Diretiva
n.° 2001/83/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 6 de Novembro, por forma
a assegurar os critérios de qualidade e seguranca dos sangue e dos componentes
sanguineos (1).

Em Portugal, a autoridade competente, responsavel pela verificagdo do cumprimento
dos requisitos técnicos em matéria de qualidade e seguranca constantes do presente
decreto-lei, é a Direcdo-Geral de Saude, em articulagdo com a Inspecédo das Atividades
em Saude (IGAS) e com o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacao (1).

A DGS também tem a responsabilidade de autorizar o funcionamento dos servicos de
sangue e medicina transfusional, depois de confirmar que o servico cumpre 0s requisitos
técnicos em matéria de qualidade e seguranca constantes do presente decreto-lei,
devendo indicar quais as atividades autorizadas e em que condicdes (1).

“Os servigos de sangue (SS) sao as estruturas ou organismos responsaveis pela
colheita e analise de sangue humano ou de componentes sanguineos, qualquer que
seja a sua finalidade, bem como pelo seu processamento, armazenamento e
distribuicdo quando se destinam a transfuséo “(1).

“Os servicos de medicina transfusional (SMT) sao unidades hospitalares que
armazenam, distribuem e disponibilizam sangue e seus componentes, efetuam testes
de compatibilidade para utilizacdo exclusiva do hospital e podem incluir outras

atividades de transfusdo com suporte hospitalar. Os servigos de medicina transfusional
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gue incluam processos que caibam na definicdo de servicos de sangue devem, para o
exercicio desses processos, pedir autorizacdo a DGS” (1).

Para garantir a seguranca e qualidade, os servicos de sangue e de medicina
transfusional devem implementar um Sistema de Qualidade, sendo que a Norma
21/2017 da DGS, de 17 de outubro refere as Especificacfes do Sistema de Qualidade
dos Servigos de Sangue e Servicos de Medicina Transfusional (1,4).

E da responsabilidade de todos os profissionais dos servicos de sangue e servigos de
medicina transfusional, garantir a qualidade dos processos envolvidos, desde a dadiva
de sangue a disponibilizacdo dos componentes sanguineos e derivados, bem como a
hemovigilancia, cabendo a gestdo assegurar a implementagdo e manutencdo de um
Sistema de Qualidade (4).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Internacional Society of Blood Transfusion
(ISBT), a European Blood Alliance (EBA) e a American Association of Blood Banks
(AABB) sé@o algumas das principais organizagbes que tém contribuido para o
desenvolvimento da uniformizacdo da regulamentacdo normativa do acesso e

disponibilidade a sangue seguro.

2.2Dadores de sangue e critérios de selecdo de dadores

Para que a transfusao de sangue seja segura e benéfica para o recetor, € necessario
que o recrutamento dos dadores de sangue obedeca a critérios de selecao (1-3,5,6)

A déadiva de sangue é um ato voluntario benévolo e andénimo, envolvendo principios
médicos e éticos, destinados a proteger a saude quer do dador, quer do recetor. Em
1975 realizou-se a Assembleia Mundial de Salde (AMS) na qual estabeleceu o principio
de que a dadiva sanguinea deve ser voluntaria e ndo remunerada, através da Resolucéo
WHA 28.72. (5)

A dadiva de sangue inicia-se a partir do momento da puncao da pele para a colheita (6).
As dadivas sanguineas podem ser homdlogas ou autdlogas. Na dadiva aut6loga, o
sangue e 0s componentes sanguineos colhidos de um individuo destinam-se
exclusivamente a uma transfusdo aut6loga ulterior ou a outra aplicacdo humana
administrada ao préprio individuo. Na dadiva homéloga, o sangue e os componentes
sanguineos colhidos a um individuo destinam-se a transfusao outro individuo, a serem
utilizados em dispositivos médicos ou a servirem de matéria-prima para o fabrico de
medicamento (1,3,6).

A primeira das etapas para garantir a qualidade e a segurangca maximas do sangue

homadlogo a transfundir é a selecdo dos dadores. A observacao dos dadores de sangue
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€ obrigatoriamente realizada por um médico com formacdo e treino especifico na
selecdo de dadores, em espaco individualizado, de forma a garantir a confidencialidade
do ato médico (1,3,6).

Os critérios de selecao dos dadores de sangue tém como finalidade garantir que a
dadiva sanguinea ndo comprometa a saude do dador, do recetor bem como a qualidade
dos componentes sanguineos obtidos.

Os critérios de inclusdo séo a idade, o peso, o estado geral de salude e os estilos de
vida dos dadores.

Em Portugal a avaliacdo dos candidatos a dadiva de sangue, baseia-se nos critérios
minimos de elegibilidade, nos termos do Decreto-Lei n.° 185/2015 de 2 de setembro, na
sua redacao atual, e na avaliacdo individual do risco relacionado com comportamentos
da pessoa candidata a dadiva de sangue, com vista a garantir a segurancga dos recetores
Q).

Os potenciais dadores de sangue devem receber as seguintes informagdes: doencas
potencialmente transmissiveis pelo sangue; infe¢cBes sexualmente transmissiveis,
comportamentos com risco acrescido para infe¢des transmissiveis pelo sangue,
consumo de drogas injetaveis e inalaveis, contacto sexual comercial, contacto sexual
com mudltiplos parceiros/as, contacto sexual com parceiro/a de risco; novo/a parceiro/a
sexual ha menos de 3 meses. Para além desta informacao, devem ser informados dos
estudos laboratoriais associados a dadiva de sangue, significado e importancia do
“periodo de janela” das doengas infeciosas transmissiveis pela transfusdo e a
importancia da adesao ao questionario de selecdo de candidatos a dadiva (1,7,8).

A avaliacao clinica e analitica pré-dadiva compreendem 0s seguintes passos: peso,
medicdo da tensdo arterial, determinacdo da hemoglobina, preenchimento do
consentimento esclarecido para a dadiva de sangue, onde é fornecida informacgéo
relevante acerca da dadiva (Norma 015/2013 “Consentimento informado, esclarecido e
livre) e exame clinico de selecédo referenciando aos critérios de elegibilidade (9).

Em Portugal, os critérios minimos de elegibilidade de dadores de sangue total e de

componentes sanguineos estéo identificados na tabela 2.1 (1).



Tabela 2.1 Critérios de elegibilidade de dadores de sangue

e Dos 18 aos 65 anos;
e 17-18 anos: exceto se considerados juridicamente como
menores, ou mediante consentimento dos pais ou do tutor legal,

de acordo com o estabelecido por lei;

dade e Dadores de 12 vez com mais de 60 anos: fica ao critério do
médico do SS;
¢ Mais de 65 anos: com autorizacdo do médico do SS, concedida
anualmente.
S e 250 Kg para dadores de sangue total ou de componentes

sanguineos.

Hemoglobina Mulheres: 125g/L; Homens:135¢g/L para dadiva homdéloga

No que concerne ao intervalo entre as dadivas sanguineas, os homens podem realizar
a sua dadiva de trés em trés meses e as mulheres de quatro em quatro meses, sendo
que o intervalo minimo entre dadivas é cerca de dois meses (1,3,6).

Relativamente aos requisitos de base em matéria de andlise das dadivas de sangue
total (ST) e componentes, devem ser realizadas as seguintes andlises as unidades de
sangue total e de aférese, incluindo as unidades para a transfusdo aut6loga obtidas por
colheita prévia: Grupo ABO; Grupo Rh D, Pesquisa de Anticorpos irregulares e detegéo
dos seguintes marcadores de infecdo nos dadores: Hepatite B (AgHBs, AcHBs, AcHBC);
Hepatite C (Anti -HCV); HIV %2 (Anti -HIV1/2), Sifilis e teste de &cidos nucleicos (T.A.N)
para hepatite B, hepatite C e HIV (1,3,6)

A partir de uma dadiva de sangue total (ST) e utilizando varios métodos de preparacao,
podem obter-se varios componentes sanguineos, nomeadamente: Concentrado
Eritrocitarios (CE), Plasma Fresco Congelado (PFC) e Crioprecipitado (CRIO) e

Concentrado Plaquetério (CP).



2.3 Concentrados plaquetarios — Plaquetas, Estrutura e Funcao

Plaguetaria

As plaquetas foram identificadas em 1882, por Bizzozero, mas s6é em 1970 a sua relacao
com a hemostase se tornou evidente. S&o pequenos fragmentos celulares anucleados
de forma discoide, com cerca de 2-3 um de diametro e 7-11 fl de volume, que se formam
na medula éssea (MO) a partir da fragmentacdo do citoplasma dos seus percursores,
0S megacariocitos. A sua producdo aumenta em resposta a trombopoietina, uma
hormona produzida fundamentalmente no figado, e o seu tempo de vida em circulacao
€ de cerca de 10 dias. Apesar de serem fragmentos celulares anucleadas, apresentam
uma estrutura complexa, em que se destacam varios componentes (10-16).

As plaquetas sdo multifuncionais, ou seja, atuam ao nivel da regulacdo do ténus
vascular, na resposta inflamatéria, no sistema imunoldgico, na biologia tumoral e na

trombose e hemdéstase (Figura 2.1) (10).
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Figura 2.1 Func8es das plaquetas (Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Roles-of-
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Em condig¢es fisioldgicas, circulam no sangue no estado inativo, uma vez que as células
endoteliais secretam fatores que inibem a ativacdo plaquetaria. Exemplos destes fatores
sdo a prostaglandina (PGI2), o 6xido nitrico (NO), e o CD39/ADPase, um componente
na superficie das células endoteliais que hidrolisa os vestigios de adenosina difosfato
(ADP), suscetiveis de ativar as plaquetas. Quando ativadas, as plaquetas agregam e
catalisam a formacao de um coagulo estavel, via cascata da coagulacdo, no sentido de
induzirem o controlo inicial da hemorragia (10-16). De acordo com o modelo classico da
hemostase priméria, a formacdo de um trombo plaquetario estavel apds uma lesao
vascular, ocorre em trés fases distintas: iniciagdo (adesdo de plaquetas), extenséo
(ativacao, adesao e agregacdao) e estabilizacéo (estabilizacdo do trombo). As plaquetas
tém a capacidade de armazenar varios fatores de crescimento, enzimas e outras
moléculas bioativas, que séo rapidamente libertadas apds a ativacao plaquetaria, sendo
também capazes de estimular certos eventos chave nos processos de reparagdo, como
a replicacdo de células de origem mesenquimal (incluindo fibroblastos, osteoblastos e
células endoteliais) ou efeitos quimiotaticos (10-12,15).

As plaguetas néo estdo envolvidas apenas na hemostase, desempenhando um papel
importante na reparacgdo e regeneracgao tecidular (13).

A contagem normal de plaquetas no sangue periférico varia entre 150 e 350x10%/L.
Dentro deste intervalo, o nimero de plaquetas circulantes é adequado a hemostase.
Dado que as plaquetas tém um tempo de vida em circulagéo de cerca de 10 dias e que
cerca de um tergo das plaquetas séo retidas no baco, estima-se que sejam produzidas
cerca de 100x10° plaquetas por dia, a fim de manter uma contagem dentro dos valores
considerados normais.

E assim fundamental um equilibrio constante entre a trombocitopoiese e 0 consumo
plaquetario, por senescéncia ou ativacdo plaquetaria. Quando este equilibrio é
perturbado, pode ocorrer um aumento ou uma diminuicdo do numero de plaquetas
circulantes (10,12,14,15).



2.4 Indicacéo para transfusao de plaquetas

A transfusdo sanguinea € essencial na medicina moderna, sendo que varios
tratamentos médicos e cirdrgicos ndo podiam ter sido implementados sem recurso a
esta terapéutica de suporte (17).

A decisdo de transfundir € um ato de responsabilidade médica, devendo ser sempre
registada e justificada no processo clinico do doente, tendo em consideracao as Normas
de Orientacdo Clinica da Direcdo Geral de Saude sobre a utilizacdo clinica dos
diferentes componentes - Concentrado Eritrocitario, Concentrados Plaquetarios e
Plasma Fresco Congelado no adulto bem como as orientagbes especificamente
existentes para determinadas patologias (18-20).

De acordo com o Relatério de Atividade Transfusional e Sistema Portugués de
Hemovigilancia, no ano de 2020, e de acordo com os dados da tabela 2.2, foram
produzidos os seguintes componentes plaquetarios indicados (21).

Tabela 2.2 NUumero de plaquetas produzidas e validados no ano de 2020 (21)
N.° de Unidades Total

Plaguetas em @ Plaquetas em

plasma Solugéo
aditiva

Plaquetas, aférese, desleucocitadas 1029 4538 5813
Plaquetas, aférese, desleucocitadas, 246
com reducdo patogénica
Pool de plaquetas 40 36645
Pool de plaquetas desleucocitadas 4721 10244
Pool de plaquetas desleucocitadas, 21640

com reducdo patogénica

Plaguetas obtidas de uma unidade de 363 15214
sangue total

Plaguetas obtidas de uma unidade de 14851

sangue total, desleucocitadas

As plaquetas sado elementos sanguineos essenciais no controlo de hemorragias, sendo
que a trombocitopenia ocorre, por definicdo, quando o valor de plaquetas é inferior a

150x10%L (19). A transfusdo de plaquetas pode ser profilatica em doentes com
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trombocitopenia central secundaria a patologia, terapéutica citotoxica ou radioterapia e
sem hemorragia ativa, ou transfusdo terapéutica se existir hemorragia atribuivel a
trombocitopenia. Alguns estudos recomendam transfusao profilatica de plaquetas em
todos os doentes com contagem plaquetaria < 10 x 10° /L que tenham trombocitopenia
cronica devida a quimioterapia, transplante de medula éssea ou condi¢des que resultem
em trombocitopenia como aplasia ou mielodisplasia (5,17,19). Pode haver necessidade
de transfusdo profilatica de plaquetas quando existem fatores que amplificam o risco
hemorrégico (por exemplo febre ou infe¢édo), ou perante a necessidade de proceder a
um ato invasivo (5,10,17,19). Em Portugal no ano de 2020, foram transfundidas 6820
unidades de plaquetas obtidas de uma unidade de sangue total, 14214 pool de
plaquetas com reducédo patogénica, 19256 pool de plaquetas, 274 plaquetas de aférese
com reducdo patogénica e 5673 plaquetas de aférese (21).

2.5 Métodos de Preparacao de Concentrados Plaquetarios

Os componentes sanguineos podem ser separados através da centrifugacao, tendo em
conta que diferem em tamanho e densidade, quando aplicada forca centrifuga (3,6,22).
Os eritrocitos como tém uma densidade maior (tém mais massa/peso) depositam se no
fundo aquando da centrifugacdo, seguindo-se dos glébulos brancos e finalmente as

plaguetas (Figura 2.2).
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A utilizacdo de componentes sanguineos, nomeadamente as plaquetas, tornou-se
viavel com a introducdo dos sistemas de sacos de colheita de plastico no inicio da
década de 60 do século 20, a qual revolucionou o tratamento em doentes com
trombocitopenia. Os CP podem ser produzidos usando diferentes materiais e processos
centrifugacao/leucorreducéo e sdo armazenados a temperatura ambiente (20-24°C) em
agitacdo continua até cinco dias (3, 6, 22).

Na preparacdo podem ser usados fundamentalmente 3 métodos: Método de Plasma
Rico em Plaquetas (PRP), Método de Buffy-coat (BC) e Aférese, sendo que o principio
bésico da preparacdo dos componentes sanguineos baseia-se na gravidade especifica
aplicando a centrifugacao (3, 6, 22).

O Método PRP foi o primeiro método utilizado para a preparacdo de concentrado
plaquetario, sendo amplamente utilizado nos Estados Unidos da América (EUA). Em
contraste, na Europa na década de 80 do século passado, o método PRP foi

progressivamente substituido pelo Método Buffy-coat (6).

2.5.1 Método de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O Método de Plasma rico em Plaguetas consiste na separacdo das plaquetas a partir
do Plasma Rico em Plaguetas, por forma a maximizar a contagem de plaquetas no
plasma e minimizar o nimero de leucdcitos e eritrécitos.

Inicialmente o sangue total (ST) colhido devera ficar a uma temperatura entre 20-24°C,
até o maximo de 24 horas, sendo posteriormente centrifugado (3,6,22).

O método PRP utiliza duas fases distintas de centrifugacao. Na primeira fase ocorre
uma centrifugagéo a baixa rotagdo do ST, com o objetivo de sedimentar os eritrdcitos e
concentrar as plaquetas no plasma sobrenadante, designado PRP.

Na segunda fase, ocorre a centrifugagdo com uma rotacdo mais elevada do PRP,
sedimentando desta forma as plaquetas, sendo separadas a posteriori em CP e PPP
(Figuras 2.3 e 2.4). O plasma sobrenadante, livre de plaquetas, € removido e as
plaguetas sdo ressuspendidas num volume superior a 40 ml.

Apo0s a separacao do CP e do PPP (utilizando extrator manual ou automatico), as bolsas
contendo o CP devem repousar entre uma a duas horas, antes de serem colocadas num
agitador de plaguetas, o que permite a ressuspensdo das mesmas. A ressuspensao

manual das plaquetas pode induzir a sua agregacao irreversivel (6).
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O Concentrado Plaquetario Standard (CP) obtido a partir do plasma rico em plaguetas
ou da camada leucoplaquetaria de uma Unica dadiva de sangue total, contém 0,45-0,80
x10*2 plaguetas suspensas num volume de plasma que varia entre 50 e 70 ml (19).

A partir da juncéo de quatro a seis unidades de CP standard pode obter-se uma pool de
Concentrados Plaguetarios (CPP). A pool de CP deve conter um minimo de 2 x10%

plaquetas num volume total de 250-300 ml de plasma ou solugéo aditiva.

2.5.2 Método do “Buffy-coat”

No método de separacdo das plaquetas a partir do “buffy coat’, o ST colhido é
centrifugado a alta rotacdo, 0 que permite a separacdo nas seguintes camadas:
eritrécitos - “buffy coat™ (90% das plaquetas e 70% dos leucocitos) e plasma (Figura
2.4). Apos centrifugacao a baixa rotacao do “buffy coat” sdo produzidos os CP unitarios
(3,6,22,23). O Buffy-Coat € um componente sanguineo preparado por centrifugacao de
uma unidade de sangue total e que contém uma fracdo consideravel dos leucdcitos e

das plaquetas.
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2.5.3 Método de Aférese

Aférese é o termo utilizado para referir colheita de componentes sanguineos e deriva da
palavra grega "aphairos", que significa "retirar". Especificamente, o sangue total é
separado em componentes durante a colheita, 0 componente desejado € removido /
modificado e os componentes restantes sao devolvidos ao dador ou ao doente.

A aférese é usada para obter plaguetas de dadores voluntarios, familiares de doentes
ou dadores com HLA ou fenétipos compativeis com os antigénios plaguetarios. Por
norma, a obtencdo de plaquetas por aférese permite colher um grande numero de
células a partir de um Unico individuo, fornecendo um produto mais concentrado com
menos exposicdo de dadores para o doente (3,6,22).

No método de plaquetaférese, o sangue € imediatamente combinado com o
anticoagulante e separado em componentes, de acordo com as densidades, através de
um separador de células automatizado. As plaquetas sdo transferidas para um saco de
colheita, enquanto os restantes componentes sanguineos séo reinfundidos no dador
(Figura 2.4). O componente final tem um volume aproximado de 200 ml e é designado
de concentrado unitario de plaquetas (CUP) (19).

O CUP obtido a partir de um Unico dador por plaguetaférese, contém mais de 2,5 x 10!
plaquetas, suspensas num volume em aproximado de 250 ml de plasma ou solugdo
aditiva (19).

2.5.4 Comparacdao entre os métodos PRP, BC e Aférese

De acordo com literatura, véarios estudos comparam os trés métodos, por forma a
verificar a eficacia, alteragbes nos componentes sanguineos e vantagens e
desvantagens (23-27,29). Um estudo comparativo entre o Método PRP e Buffy-Coat
(23), os concentrados plaquetarios produzidos a partir do sangue total pelo método BC,
ap6s um periodo de repouso do sangue total durante a noite, apresentavam parametros
laboratoriais sugestivos de qualidade superior do que o método PRP, nomeadamente
contagem de plaquetas e pH.

Na comparacdo critica dos métodos de preparagéo de plaguetas, os autores do estudo
(24) referem as vantagens dos métodos, sendo que o método PRP e BC apresentavam
como vantagem a maior disponibilidade dos dadores e 0 método de aférese minimizava
a exposicdo a um Unico dador por parte do recetor de concentrados plaquetarios,

diminuindo a aloimunizacéo.
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2.6 Variaveis que influenciam a qualidade dos concentrados
plaquetéarios

De acordo com a literatura, séo varias as variaveis que podem afetar a qualidade dos
concentrados plaquetarios in vitro e possivelmente in vivo nomeadamente: a sele¢éo
dos dadores de sangue; as condi¢cdes da colheita da unidade de sangue total; o
armazenamento pré-processamento; a  centrifugacéo; 0 método de
separacao/processamento; a filtracdo/desleucocitacdo; a ressuspensdo dos
concentrados plaquetarios e as condicdes de armazenamento dos concentrados
plaguetarios (3,6,12,30-39).

2.6.1 Niumero de plaquetas dos dadores de sangue

Em Portugal os Servicos de Sangue seguem os critérios de elegibilidade dos dadores
de sangue de acordo com as orientacbes do Instituto Portugués do Sangue e da
Transplantacéo e da Direcao Geral de Saude (1).

Um dos critérios para a elegibilidade de dadores de sangue para a dadiva, cuja a
finalidade é a obtencdo de concentrados plaquetéarios, é a ingestdo de farmacos que
afetam o funcionamento das plaquetas, nomeadamente, antiagregantes plaquetarios
(aspirina, clopidogrel e similares),usados para prevenir acidentes vasculares cerebrais
e enfartes do miocérdio, farmacos anti-inflamatérios ndo esterdides, 0s quais inibem o
metabolismo do acido araquiddnico através da inativacao da enzima ciclo-oxigenase, e
por exemplo a doenca de von Willebrand (deficiéncia no fator de von Willebrand que
afeta o funcionamento das plaquetas (6,10,12,30,31).

No que concerne aos dadores aptos para a dadiva de sangue, o niumero de plaquetas
por concentrado plaquetario depende do nimero de plaquetas do dador (12). Num
estudo realizado sobre redug&o patogénica em concentrados de plaquetas, os dadores
de sangue tinham de ter pelos menos uma contagem de plaquetas inicial de 200x10°/L,
de modo a serem incluidos no estudo (32).

Com base na literatura, a contagem plaquetaria no PRP devera ser trés a cinco vezes
maior que na contagem inicial, permitindo deste modo avaliar a eficacia do protocolo de

separacao dos componentes sanguineos através do Método de PRP (12,27).
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2.6.2 CondigdOes da colheita da unidade de sangue total

Na América do Norte e na Europa, o volume de sangue total colhido durante a flebotomia
€ de cerca de 450 mL £ 10% (405 - 495 mL). O tempo médio para a colheita de sangue
deve ser inferior a 10 minutos, sendo que um tempo de colheita de sangue total superior
a 12 minutos ndo é adequado para a colheita de plaquetas devido a ativacao plaquetaria.
Colheitas de baixo volume (inferior a 300 mL) devem ser descartadas para a obtencao
de plaquetas e plasma (3,6,22).

O sangue total colhido devera ser misturado ao longo da colheita com o anticoagulante,
colocando os sacos de colheita numa balangca agitadora, que permite a
homogeneizagéo do ST com o anticoagulante e a obtenc¢éo do volume de ST pretendido
(Figura 2.5).

Figura 2.5 Colheita de sangue total e agitagdo em balanca agitadora Compoguard Fresenius Kabi ®,

no hospital Dr. Nélio Mendonca

A mistura do ST com o0 anticoagulante é importante para prevenir o inicio do processo
de coagulacao e o consumo resultante de fatores de coagulacgéo. O inicio da coagulagéo
pode ndo ser visivel, mas ter consequéncias negativas importantes, incluindo: o
concentrado plaquetario, referente aquela dadiva, conter uma baixa contagem de
plaquetas; o Plasma fresco congelado (PFC) conter niveis baixos de fatores de
coagulacéao, sobretudo os fatores labeis; e pequenos coagulos que se desenvolvem no
sangue podem posteriormente entupir ou bloquear o filtro do conjunto de administracéo
durante a transfuséo (6, 33).

O estudo realizado sobre a influéncia da agitagdo manual ou automética do sangue total
no momento da colheita nos pardmetros de qualidade dos concentradas plaquetarios
(33), verificou que ndo existiam diferengas na contagem de plaquetas, leucocitos

residuais e pH, utilizando os dois métodos de agitacao.
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2.6.3 Armazenamento pré processamento

Cada componente requer uma temperatura 6tima de armazenamento, sendo também
importante a temperatura de acondicionamento antes da preparacdo do mesmo. Assim,
para a preparacao de plaquetas, o ST deve ser transportado e armazenado entre 20-
24°C, recorrendo se possivel ao uso de placas del,4-butanodiol (que permitem baixar
a temperatura do ST) e malas de transporte préprias para o efeito (3,6,34).

S&d0 necessarias duas horas para que o0 sangue total atinja a temperatura de 20°C.
Contudo os tempos de repouso para o arrefecimento sdo ajustados para facilitar a
logistica operacional dos Servicos de Sangue. Se ndo forem preparadas plaquetas, a
unidade de ST pode ser armazenada entre 1-6°C até ser processada; o plasma,
idealmente, deve ser separado dos eritrocitos até oito horas ap6s colheita de modo a
prevenir perdas de viabilidade biol6gica de alguns fatores de coagulagéo (6).

As dadivas de ST destinadas para o processamento de plaquetas nao devem atingir
uma temperatura inferior a 20°C.

Diferencas na contagem de plaquetas do sangue total colhido podem ser observadas
no final de todo o tempo de repouso/retencdo do sangue total, mesmo antes da
producao dos concentrados plaquetéarios. Foi demonstrado que em amostras de sangue
total processadas entre quatro a oito horas apds a colheita, que as contagens de
plaquetas no sangue total eram cerca de 10% a 20% menor do que nas unidades de ST
processadas ap0s 8 horas e até 24horas ap0s a colheita (34).

Num estudo internacional (35), sobre os efeitos do tempo de armazenamento de sangue
total ou BCs na qualidade in vitro de concentrados plaquetéarios, no qual participaram
varios servigos de sangue, verificou-se que a contagem de plaguetas era menor nas
unidades de ST processadas entre duas a oito horas , bem como CP preparados entre
duas a oito horas (considerados no estudo como fresco/fresco) apresentavam contagem
de plaguetas menores devido ao curto periodo de tempo de repouso do ST. Verificou-
se que nos concentrados plaquetarios processados entre duas a oito horas, a maioria
apresentava a uma contagem de PLT estava baixo do limite inferior de aceitacéo (< 60
x 10°/U de CP de acordo com as diretivas europeias e <55 x 10% U de CP de acordo
com diretrizes dos EUA e Canada).

O curto tempo de descanso apds a colheita de ST podera levar ao aparecimento de
agregados plaquetarios, o que influenciara na contagem de plaquetas no CP final, como

também na sua qualidade (36).
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As alteracBes que ocorrem durante o armazenamento estdo descritas na literatura,
contudo as alteracdes que ocorrem nos componentes sanguineos durante o tempo de

espera até o processamento ainda ndo estdo bem documentadas.

2.6.4 Centrifugacao

Os métodos atuais de separacao e preparacao dos principais componentes sanguineos
dependem de uma ou mais etapas de centrifugacao (6).

As principais variaveis suscetiveis de afetar a separacao dos componentes sanguineos
a partir do sangue total sdo: tamanho do rotor, velocidade da centrifuga e duracao do
processo de centrifugacdo e protocolo de aceleracdo / desaceleracdo. Os artigos
publicados geralmente referem se a forga centrifuga relativa (for¢a g) que deriva do raio
do rotor da centrifuga e das suas rotacdes (22).

Para uma determinada centrifuga, o tamanho do rotor geralmente ndo € variavel.
Portanto, as outras duas variaveis (velocidade e duracdo da centrifugagéo) podem ser
alteradas passo a passo através de uma estratégia simples para determinar as
condi¢Oes ideais para a preparacdo do PRP (37).

Esta estratégia também pode ser usada para identificar as condi¢Oes ideais de
centrifugac@o para obtencdo concentrado de plaquetas, quando os dados do controlo

de qualidade (CQ) mostram que a contagem de plaguetas nos CP nao é satisfatoria.

2.6.5 Método de separacdo/processamento, filtracdo e desleucocitacéo

O método de separacdo manual ou automatico pode influenciar os concentrados
plaquetarios devido a velocidade de separacao dos componentes. A temperatura na
qual as plaquetas sdo preparadas pode levar ao aparecimento de agregados
plaquetarios; as plaguetas preparadas a 24°C parecem mostrar menor quantidade de
aglomerados em comparagdo com as preparadas a menos de 24°C.

A exposicdo a baixa temperatura, diferentes métodos de preparacdo, as interacdes
plaqueta-recipiente, podem levar a formacao de agregados plaquetarios, uma vez
podera existir ativagao plaquetéria.

Ocorre perda de plaguetas durante o processamento, sobretudo durante a
desleucocitacdo dos CP. As contagens plaquetarias sdo menores na desleucocitacédo
pré-armazenamento (DPA), devido a perda de 10 + 3% de plaquetas, sobretudo das

plaguetas de maior tamanho (10,27).
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A presenca de leucécitos tem um impacto negativo nas condicbes de armazenamento
de plaguetas, uma vez que aumenta o consumo de glicose e producao de lactato, o que
tem como consequéncia a diminuicdo do pH, sendo um objetivo do processo de

desleucocitacéo (30).

2.6.6 Ressuspensdao e condicdes de armazenamento dos Concentrados

Plaguetéarios

A ressuspensdo de plaquetas pode influenciar a agregacdo plaquetaria nos CP
derivados de sangue total. Os agregados plaquetarios podem dissipar-se durante os
periodos de descanso e de agitagao.

Contudo, em alguns casos, 0s agregados ndo se dissipam em 24 horas ap0s a colheita
e podem persistir por mais tempo, mesmo durante o periodo de armazenamento.
Assim, apés a obtencdo do CP e antes do inicio da agitacdo, as plaguetas devem
permanecer em repouso durante pelo menos uma hora, com o rétulo de identificagédo
da dadiva voltado para baixo, devendo ser armazenados entre 20-24°C em agitacdo
continua, o que permite a ressuspensdo das plaquetas. A ressuspensdo manual das
plaquetas podera levar a sua agregacao irreversivel (36).

A agitacdo suave continua dos concentrados plaquetarios facilita as trocas gasosas
através das paredes dos sacos de armazenamento, concebidos com uma porosidade
seletiva.

No que diz respeito a temperatura, um estudo demostrou que temperaturas inferiores a
15°C, causavam alteracdes morfolégicas nas plaguetas e consequentemente
diminuicdo do tempo de sobrevida (30).

O material utilizado nos sacos de armazenamento também pode influenciar a qualidade
das plagquetas, uma vez que deve permitir as trocas gasosas com o ambiente, permitindo
que o pH ndo diminua, afetando morfologicamente as plaguetas. A capacidade das
plaquetas transfundidas de circular e funcionar € dependente tanto do efeito das lesbes
de armazenamento ex-vivo que prejudica a funcionalidade das plaquetas e o status do
ambiente in vivo do individuo transfundido (36,38,39,40).

O armazenamento de plaquetas foi encontrado para ser associado a niveis mais
elevados de ativacdo plaquetaria, sendo que 10% das plaquetas ativadas deve-se ao

método de preparacéo utilizado e cerca de 30% com 0 armazenamento posterior.
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3. Requisitos de qualidade e seguranca
dos Concentrados Plaquetarios

De acordo com Guia para a preparacao, uso e garantia de qualidade dos componentes
do sangue do Conselho da Europa e do Decreto-Lei 267/2007 de 24 de julho alterado
pelo Decreto — Lei 185/15 de 2 de setembro, no controlo de qualidade dos concentrados
plaquetarios devem ser avaliados o0s seguintes critérios: volume, swirling ou
turbilhonamento, presenca/auséncia de agregados plaquetarios, contagem de
plaquetas, contagem de leucdcitos residuais, determinacdo do pH e controlo
microbiologico (tabela 3.1).Estes parametros diferem de acordo com os métodos de
preparagdo e dos componentes finais obtidos.

Deste modo os concentrados de plaquetas standard, obtido através de uma unidade de
sangue total, contém a maioria das plaquetas do sangue total, suspensas no plasma.
Os concentrados plaquetarios obtidos pelo Método PRP devem conter uma contagem
total de plaquetas = a 60 x 10° / Unidade de concentrado.

Devem ser testadas 1% das unidades colhidas mensalmente ou no minimo 10
unidades/més.

O Decreto-Lei n.° 185 de 2015 de 2 de setembro define os requisitos de qualidade para
0 sangue e componentes sanguineos, relativamente ao controlo de qualidade a realizar

aos componentes sanguineos obtidos de acordo com os varios métodos de produgéo.

Tabela 3.1 Parametros a avaliar no controlo de qualidade do CP de acordo o DL185/2015, de 2
de setembro (1) Guia para a prepara¢do, uso e garantia de qualidade dos componentes do
sangue do Conselho da Europa

Parametro Requisito de qualidade
Volume 40-60 mL
Contagem de plaquetas > 60 X 109/ Unidade em 900/0 daS U de CP
testadas
Leucdcitos Residuais <1 X 108/ unidade

> 6.4(minimo corrigido para 22°C, no fim de

H .
P periodo de armazenamento)

Controlo bacteriologico

. . Negativo
(aerobioses e anaerobioses)
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4.0bjetivos e hipotese do estudo

A eficicia da transfusdo de concentrados plaquetérios (rendimento transfusional)
depende de vérios fatores, sendo o principal o nimero de plaquetas existentes em cada
concentrado plaquetario transfundido. Contudo existem muitos outros fatores que
influenciam a contagem de plaguetas no CP final.

4.1 Questéo de Investigacao

Quais os fatores gue influenciam a contagem de plaguetas nos CP obtidos pelo método
PRP?

4.2 Objetivo geral

Identificar os fatores suscetiveis de influenciar a contagem de plaquetas nos
Concentrados Plaquetarios obtidos pelo método PRP, tendo em consideracdo os
parametros recomendados para este componente sanguineo (60x10°%unidade de CP),
de acordo com o Guia para a preparacgédo, uso e garantia de qualidade dos componentes

do sangue do Conselho da Europa (3).

4.3 Objetivos especificos

= Avaliar a relacé@o entre as contagens primarias de plaguetas no dador e a contagem
secundaria de plaquetas nas unidades de Concentrado Plaquetario obtidos, através do

hemograma;

= Avaliar a contagem de plaquetas nos Concentrados Eritrocitarios e Plasma Pobre
em Plaquetas ao longo do processo de separacdo de componentes, através do

hemograma, por forma a verificar o processamento.

4.4 Hipotese do estudo

a) O nimero de plaquetas final do concentrado plaquetario é inferior ou igual a 60x10°/L,

em dadores com contagens de plaguetas iniciais inferiores a 200x10%/L.
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5.Metodologia

5.1 Desenho, método e local do estudo

Foi realizado um estudo observacional descritivo numa populacdo de dadores
benévolos de sangue selecionados para colheita de concentrados plaquetarios, bem
como 0S componentes sanguineos resultantes dessas dadivas, nomeadamente
concentrados plaquetarios, concentrados eritrocitarios e plasma pobre em plaquetas.

O estudo foi realizado no Servigco de Sangue e Medicina Transfusional (SSMT) do
Hospital Dr. Nélio Mendonga - SESARAM - Funchal, no periodo compreendido entre
janeiro e abril de 2021 na dependéncia das condi¢fes logisticas para a sua realizacao,
Durante o processo de sele¢édo dos dadores foi entregue um consentimento informado
aos participantes aptos para a dadiva de plaguetas, bem como um folheto informativo a

explicar os objetivos do estudo e a sua importancia (Apéndice 1, 2).

5.2 Populacao/Amostragem e critérios de selecao

A populagéo do estudo foi constituida por todos os dadores que se dirigiram ao Servigo
de Sangue e Medicina Transfusional do Hospital Dr. Nélio Mendonga-SESARAM, E.

P.E- Funchal que realizaram a dadiva de sangue no periodo de janeiro a abril de 2021.
A amostragem real foi ndo probabilistica, submetendo-se aos critérios de elegibilidade:

= Critérios de inclusdo: Todas as dadivas aptas para obtencédo de concentrado
plaquetério, de acordo com os critérios de selecdo de dadores de sangue e
aptos para obtencéo de concentrado plaquetario.

= Critérios de exclusdo: Todas as dadivas com baixo volume (inferior a 300 mL),

bem como todas as colheitas com duracédo superior a 12 minutos.

No presente estudo participaram 142 dadores, 0s quais reuniram 0S requisitos

supracitados.
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5.3 Recolha de amostras

Colheita de Sangue total (dadiva sanguinea): O sangue total foi colhido para um
sistema de sacos quadruplos- sistema Compoflow com filtros duplos “in line” RCC e PLT
da FRESENIUS KABI®, o qual contém 63 mL de anticoagulante (Solucéo de Glicose,
Fosfato e Citrato - CPD) e 100 mL de conservante de solucéo salina, adenina, glicose e
manitol (SAGM). Foi colhido um volume de ST de 450mL+/-10% (Anexo 1).

Amostra dos dadores selecionados - a recolha da amostra do dador foi realizada no
ato da dadiva de sangue, utilizando um tubo com acido etilenodiaminotetracético

(EDTA), no qual foram recolhidos 3 ml de ST, para determinagédo do hemograma.

Amostras dos Concentrados Plaquetarios, Concentrados Eritrocitarios e no
Plasma Pobre em Plaquetas — foram colhidos 3 ml em tubos com EDTA, também para
a determinacgdo do hemograma.

Todas as amostras para realizacdo do hemograma foram enviadas posteriormente para
o laboratorio de hematologia do Servico de Patologia Clinica Hospital Dr. Nélio
Mendoncga, Funchal - SESARAM, EPERAM |, as quais foram processadas no analisador
hematolégico Midray® BC-6800, que utiliza a metodologia de difracdo de laser

combinada com coloragéo quimica, citometria de fluxo.

22



5.4 Etapas do estudo

O presente estudo foi desenvolvido em seis etapas, nomeadamente:

e FEtapa 1 - Selecdo do dador de sangue e entrega do consentimento
informado do estudo

Os dadores foram selecionados de acordo com os critérios de elegibilidade de dadores
de sangue, bem como a toma de farmacos que possam afetar a funcdo plaquetaria,
como por exemplo a aspirina, anti-agregantes plaquetarios e anti-inflamatérios. Apos o

esclarecimento sobre o estudo foi entregue aos dadores o consentimento informado.
e FEtapa 2 - Colheita do sangue total e recolha de amostra do dador

O sangue total foi colhido 450 mL + 10% para um sistema de sacos quadruplos- sistema
Compoflow com filtros duplos “in line” RCC e PLT da Fresenius Kabi®, os quais foram
colocados numa balanga agitadora — Compoguard Seal da Fresenius Kabi®, por forma

a homogeneizar o ST com o anticoagulante (Figura 5.1).

Figura 5.1 Sistema Composampling, balanc¢a agitadora e sacos de colheira utilizados na dadiva

sanguinea.

No inicio da colheita de ST colheram-se as amostras para a realizacéo de analises aos
dadores, bem como a amostra para realizacdo de hemograma, utilizando o sistema de
composampling (Figura 5.1), acoplado ao sistema de colheita. Nesta fase foi registado
o tempo de colheita do ST através da informacao disponibilizada na balanca agitadora
(Figura 5.1).
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e FEtapa 3 - Repouso e arrefecimento do ST

ApoOs a colheita do ST, os sistemas foram colocados dentro de caixas térmicas
Compocool WB da Fresenius Kaki®, as quais possuem placas de butanodiol, que
permitem a refrigeracdo de 6 unidades de ST, com um contetdo de 400 a 500 mL de
sangue, de 34°C a 22+ 2°C dentro de duas a trés hora. Foi registado o tempo de repouso
das unidades de ST dentro das caixas térmicas até ao inicio do processamento (Figura
5.2).

ce
Figura 5.2 Malas térmicas Compocool

e FEtapa 4 —Processamento do ST

As unidades de ST foram processadas e fracionadas de acordo com o Método PRP.

» 18 Centrifugacdo (centrifugacdo leve) - Foram utilizadas centrifugas

refrigerada Heraeus Cryofuge 6000i®, com uma rotacdo baixa (1650 rotacbes
por minuto - rpm) durante nove minutos a uma temperatura de 20°C, sendo que
no total desde o inicio da centrifugacdo até ao final sdo utilizados 20 minutos
(tendo em conta a aceleragéo de sete e desaceleracdo de quatro, utilizados no

programa da primeira centrifugacao).

» Separacdo do ST em componentes sanquineos - Apds a centrifugacédo o ST

foi separado com o extrator automéatico Compomat G5 da Fresenius Kaki®,
obtendo-se um CE e um PRP, sendo este desleucocitado no processo da
separacao. No que diz respeito ao CE obtido, a este componente é adicionado
0 SAGM, sendo posteriormente desleucocitado e calculado o seu volume de

acordo com o peso da unidade e densidade do CE (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Fases do processo de extracdo semiautomatica do ST em CE e PRP

» Repouso do PRP - As unidades de PRP obtidas ficam em repouso durante pelo

menos trinta minutos antes da 22 centrifugacdo (centrifugacdo mais pesada).

Nesta fase é registado o tempo do PRP permaneceu em repouso.

> 22 Centrifugacdo (centrifugacao pesada) — No fracionamento do PRP, utilizou-

se 0 mesmo equipamento, com uma rotagdo pesada (3500rpm) durante 15
minutos a uma temperatura de 20°C, sendo que no total desde o inicio até ao
final da centrifugag&o decorre 30 minutos (tendo em conta a aceleracdo de sete

e desaceleracao de quatro).

» Separacao do PRP em CP e PPP - Apds a centrifugacédo o PRP submetido ao

mesmo extrator automatico, resulta em dois componentes CP (Figura 5.4) e
PPP. Todas as unidades de CP ficam em repouso durante duas horas, com

rétulo virado para baixo, por forma a ressuspender as plaquetas.

Figura 5.4 Concentrados plaquetarios obtidos apés a separacdo do PRP
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o FEtapa 5 - Recolha de amostras de CE, PPP e CP

As amostras de CE e de PPP para tubo de EDTA foram obtidas no proprio dia da dadiva,
logo apds o seu processamento, as amostras de CP em tubo de EDTA apds +24 horas
de armazenamento, em agitacao continua e temperatura de 20-24°C.

Todas as amostras foram processadas de acordo com os procedimentos de recolha de
amostras para controlo de qualidade do servigo (Figuras 5.5 e 5.6) (Anexo 2).

Figura 5.5 Material utilizado na recolha de amostras para controlo de qualidade

e FEtapa 6 - Registo das variaveis, resultados e avaliacdo da contagem de
plaquetas no CP

No que concerne aos parametros relativos aos dadores, recorreu-se ao consentimento
informado, bem como o sistema de informacéo do SSMT — SIGI®. Todos os resultados
dos hemogramas foram consultados no sistema informéatico do Laboratério de Patologia
Clinica — MODULAB (WERFEN®).
A eficacia da transfusdo de concentrados plaquetarios (rendimento transfusional)
depende de vérios fatores, sendo o principal o nimero de plaquetas existentes em cada
concentrado plaquetario transfundido.
A contagem de plaquetas nos concentrados plaquetarios constitui assim um dos
parametros fundamentais da avaliacdo do controlo de qualidade destes componentes
sanguineos. Para determinar o nimero de plaquetas por unidade de CP utilizou-se a
seguinte formula:

N° de Plaguetas x 10% unidade de CP = (Volume (ml) x N.° plaguetas
(EDTA)x10%L) /1000
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Selecdo do dador e entrega do consentimento
informado

Colheita do ST: 450mL+/- com 63mL de
anticoagulante (CPDA-1) e recolha amostra do dador
em tubo com EDTA para realizagdo do hemograma

' -

Repouso do ST para diminui¢céo da TC (de 37°C para
22°C) dentro das malas térmicas com placas de
butanodiol (Fresenius Kaki)

Separacdo do ST em componentes sanguienos:
12 centrifugacéo e separacdo em CE + PRP
repouso do PRP
22 centrifugacao e separacao do PRP em CP e PPP

S—)

\ J

Repousco do CP antes do arnazenamento

Armazenamento do CP entre 20-24°C em agitacao
continua

Recolha de amostra de CP em tubo de EDTA para
avaliacao de contagem de plaquetas

Registo do tempo de
colheita do ST

Recolha de amostra em
tubo de EDTA do dador
para realizacao de
hemoarama

Registo do tempo de
repouso do ST, desde a
colheita até ao
processamento

Recolha de amostra de
CE e PPP em tubo de
EDTA para realizagéo do
hemograma

Recolha de amostra de
CP em tubo de EDTA
para realizagao do
hemograma, no dia

seguinte a dadiva do ST

Figura 5.6 Etapas do estudo relativamente a recolha das amostras
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5.5 Variaveis do estudo

Os fatores suscetiveis de influenciar a contagem de plaquetas no CP que foram alvo do

estudo, bem como as variaveis associadas sao apresentadas tabela 5.1.

Tabela 5.1 Variaveis consideradas no estudo

Variaveis independentes

Variaveis

dependentes

Dador de sangue - nimero de

plaquetas .

Condicdes da colheita da

unidade de sangue total

Armazenamento pré

processamento

Repouso do PRP antes do .

processamento

Idade do dador: variavel quantitativa
discreta:

Sexo do dador: variavel qualitativa
nominal;

Grupo sanguineo: variavel qualitativa
nominal;

Contagem inicial de plaguetas do

dador: variavel quantitativa discreta

Tempo de colheita de sangue total:
variavel quantitativa continua
(minutos e segundos).

Tempo de repouso do sangue total
até atingir os 20°C: variavel
guantitativa continua (horas e

minutos)

Tempo de repouso do PRP: variavel

guantitativa discreta (minutos)

Tempo de repouso do CP antes de ser

Ressuspenséo e condi¢des de

armazenado: variavel quantitativa

armazenamento dos CP

discreta (minutos)

Volumes

Volume do CE: varivel
guantitativa discreta
Volume do CP: variavel
guantitativa discreta
Volume do PPP: variavel

guantitativa discreta

= Numero de
plaquetas final
no CP: variavel

quantitativa

discreta.

= Numero de
plaguetas no
CE: variavel
quantitativa

discreta.

= Numero de
plaguetas no
PPP: variavel
quantitativa

discreta

Todos os dados relativos as variaveis em estudo foram registados em modelo proprio

e criado para o estudo (Apéndice 3).
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5.6 Analise estatistica

Face ao enquadramento das variaveis (tabela 5.1), recorreu-se a dois tipos de analise
estatistica, designadamente, univariada e bivariada (41).

No que diz respeito a analise univariada, utilizou-se a estatistica descritiva para
descrever os fenomenos e testar a hip6tese de trabalho apoiada nas seguintes medidas:
média, mediana; medidas de dispersédo (amplitude de dados, valor minimo e méximo,
desvio padrao e variancia).

A representacdo das variaveis nominais expressou-se em gréficos circulares e de
barras.

Na andlise bivariada utilizaram-se testes de hipoteses paramétricos (P) e nao
paramétricos (NP), considerando o intervalo de confianca de 95% e o nivel de
significancia de 5%.

Para as variaveis continuas, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Sminov (N=142), no qual
se verificou a ndo normalidade dos dados, pelo que a comparacao das variaveis foi feita
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whithey sendo as variaveis continuas
apresentadas pela sua mediana (Q1 — Q3).

Para amostra independentes e com distribuigdo normal, utilizou-se o teste de T-Student,
por forma a verificar a hip6tese entre as médias das variaveis.

O Teste exato de Fisher, sendo um teste de significAncia estatistica, foi utilizado nas
andlises da tabela de contingéncia, utilizado para as medidas de associa¢do. O teste V
de Cramer (Figura 5.7), foi o teste utilizado para verificar a intensidade das relacdes

entre variaveis (42).

Interpretation of Phi and Cramer's V.

Phi and Cramer's V Interpretation
>0.25 Very strong
>015 Strong

>0.10 Moderate
>0.05 Weak

>0 No or very weak

Figura 5.7 Interpretacdo das medidas de associacédo V de Cramer, (42)

Utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman para medirmos a possivel
associacao entre as variaveis continuas. As correlacdes estudadas pelo coeficiente de

Spearman (r's) apresentam os valores da figura 5.8 (42).
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Interpretation of the Pearson's and Spearman's correlation coefficients.

Correlation Dancey & Reidy Quinnipiac Chan YH

Coefficient (Psychology) University (Medicine)
(Politics)

+1 -1 Perfect Perfect Perfect

+0.9 -09 Strong Very Strong Very Strong

+0.8 -0.8 Strong Very Strong Very Strong

+0.7 -0.7 Strong Very Strong Moderate

+0.6 -0.6 Moderate Strong Moderate

+0.5 -0.5 Moderate Strong Fair

+0.4 -0.4 Moderate Strong Fair

+0.3 -0.3 Weak Moderate Fair

+0.2 -0.2 Weak Weak Poor

+0.1 -0.1 Weak Negligible Poor

0 0 Zero None None

Figura 5.8 Interpretagéo, do coeficiente de Pearson’s e Spearman’s (42)

Os dados obtidos foram registados em tabelas EXCEL® e interpretados no programa
SPS® Versao 25.

5.7 Etica

Este trabalho foi aprovado no Conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da
Saude com a referéncia interna CE-ESTeSL-N. ©32-2020 (Apéndice 4) e também

pelo Conselho de Etica para a Salude e da Comissdo Cientifica e de Investigacéo do
Servico de Saude da Regido Autbnoma da Madeira, EPERAM (Apéndice 5).

Sendo um projeto em que foram utilizadas amostras bioldgicas de individuos para fins
estritamente investigacionais, existiu 0 compromisso de ter em consideracao o direito a
confidencialidade e anonimato dos participantes garantindo os principios de ética de
acordo com a Declaracdo de Helsinquia e Convencgao de Oviedo (43) e em acordo com
a Lei Portuguesa n°58/2019 de 8 de agosto (44) sobre a protecédo de dados, mediante
leitura e assinatura de um consentimento informado (Apéndice 1).

Todas as amostras recolhidas foram identificadas com um namero/codigo previamente

estabelecido, ndo existindo qualquer outra informacgé&o sobre o individuo.
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6.Resultados

6.1 Caraterizacdo dos dadores do estudo

Da analise descritiva da amostra de dadores de sangue do presente estudo, verificou-
se que 106 dadores pertencem ao sexo masculino. No estudo participaram 36 dadores

do sexo feminino (Figura 5.9).

Distribuicdo dos dadores relativamente ao sexo

Feminino
25%

Masculino

75%

m Masculino = Feminino

Figura 5.9 Distribui¢do dos dadores consoante 0 sexo

Relativamente a distribuicdo dos dadores consoante a faixa etaria (Figura 5.10), 82
dadores pertencem a faixa etaria os 45-65 anos, 53 dadores possuem idade entre a
faixa etéria dos 25 aos 44 anos. Apenas 7 dadores possuem idade entre os 18 e 24
anos. Da analise da informacéo relativa a idade, verificou-se que a idade minima foi de

20 anos e a maxima de 63 anos.

Distribuicdo dos dadores de acordo a faixa etaria

5%

37%

58%

®18-24 w25-44 mA45-65

Figura 5.10 Distribuicdo dos dadores de acordo a faixa etaria
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Analisando a figura 5.11, 66 dadores do sexo masculino pertencem a faixa dos 45-65
anos (a maior percentagem), seguindo-se a faixa etaria dos 24-44 para 36 participantes.
Apenas 4 dadores do sexo masculino possuem idade compreendida entre os 18-24
anos. Em 17 dadores do sexo feminino a faixa etaria com maior percentagem é a dos
25-44 anos, seguindo- se faixa etaria de 45-65 anos em 16 e 3 dadoras na faixa etaria
dos 18-24 anos.

Distribuicdo dos dadores consoante o sexo e a faixa etaria

45-65 2.3%
pLTU R LE R———
18-24 |8

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0%

Masculino ®Feminino

Figura 5.11 Distribuicdo dos dadores consoante o sexo e a faixa etéria

No que concerne aos grupos sanguineos dos dadores nos sistemas ABO e Rh (D) a
amostra estudada revelou os fenétipos: A Rh (-), A Rh (+), 0 Rh (+) e 0 Rh (-), tendo
em conta a distribuicdo dos grupos da populagdo portuguesa e a necessidade
transfusional (45-48). Quando a distribuicdo dos grupos e de acordo com o grafico 6.4,
59 dadores expressam o fendétipo do A Rh (+), 58 dadores o fenétipo 0 Rh (+).
Relativamente ao grupo sanguineo A Rh (-), apenas 15 dadores expressam este
fendtipo, sendo que 10 dadores possuem o grupo sanguineo 0 Rh (-)

Distribuicdo dos dadores consoante o grupo sanguineo
ARh(-)
11%

0 Rh (+)
41%

ARh (+)
41%

0 Rh (-)
7%

EORh(+) BORh() HARh(+) HARh()

Figura 5.12 Distribuicdo dos dadores consoante 0 grupo sanguineo
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Através de uma analise mais detalhada da figura 5.13, verificou-se que nos dadores do
sexo feminino, 14 eram do grupo sanguineo A Rh (+) e 0 Rh (+), 5 eram do grupo 0 Rh
(-) e 3 do grupo sanguineo A Rh (-). Quanto aos dadores do sexo masculino, 45 eram
do grupo A Rh (+), 44 do grupo 0 Rh (+), 12 pertencem ao grupo A Rh (-) e 5 do grupo
0 Rh (-).

Distribuicao dos dadores por grupo sanguineo e sexo

>
Ey)
=
=z

0,

Grupo sanguineo
N
=
g
X

4,7%
ORN () — 13 0%

0,0% 50% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0% 35,0% 40,0% 45,0%
Titulo do Eixo

Masculino ®Feminino

Figura 5.13 Distribuicdo dos dadores por grupo sanguineo e sexo

6.2 Caracterizacdo dos volumes dos componentes sanguineos

Das 142 déadivas processadas, foram produzidas 142 unidades de CE, 142 unidades de
CP e 142 unidades de PPP, as quais se verificou volume, tendo em conta 0 peso e
densidade de cada componente.

A andlise da tabela 6.1, relativamente aos volumes dos componentes sanguineos,
revelou que as unidades possuem um volume médio de CE de 325,9 mL, de CP de
57.1mL e PPP de 171mL. O volume das unidades de CP deve estar compreendido entre
40-60mL e os volumes de CE obtido pelo método PRP dever estar entre 300-400 ml.

Tabela 6.1 Volume dos componentes sanguineos obtidos do ST

Componentes sanguineos Média + Desvio padréo
CE 325,9 + 23.8
CP 57,1+15
PPP 171 +28.4
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6.3 Caraterizacdo do tempo de colheita do ST, tempo de

repouso do ST e tempo de repouso do PRP

O tempo maximo de colheita do ST para processamento devera ser especificado e
controlado, pelos profissionais que realizam a colheita. Se a duragdo da colheita
ultrapassar os 12 minutos, ndo devera ser utilizada para a preparacdo de CP. Pela
analise da tabela 6.2 verificou-se que o tempo médio de colheita do ST foi de cerca de
5 minutos e 80 segundos.

Analisando os tempos de colheita, o tempo minimo foi cerca de 3 minutos e 46 segundos
e 0 tempo méximo foi de cerca de 12 minutos.

Relativamente ao tempo de repouso/arrefecimento do ST antes do processamento
(tempo contabilizado entre pés dadiva até ao processamento) verificou-se que o tempo
médio foi de 2 horas, dentro das malas térmicas com as placas de butanodiol.

De acordo com a gestdo do laboratorio de separacdo de componentes do SSMT,
verificou-se que 31,6% (N=45) das unidades de ST tiveram um tempo de repouso
inferior a 2 horas e 68.3% (N=97) das unidades de ST repousaram mais de 2 horas.
No que concerne ao tempo de repouso do PRP antes do processamento, verificou-se
gue o valor mediano foi de 49,2 minutos, antes da 22 centrifugagéo, de modo a obter o
CP e PPP.

Tabela 6.2 Caraterizacdo dos tempos em andlise do estudo

Média + Desvio

Tempos .
padréo
Tempo de colheita do ST (minutos, segundos) 580+1,6
Tempo de repouso/arrefecimento do ST apés a dadiva (horas,
: 2,00 £ 0,40
minutos)
Tempo de repouso do PRP antes da 22 centrifugacdo (minutos) 49,2 £17,7
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6.4 Contagem do numero de plagquetas no dador e nos
componentes sanguineos

Nos dadores aptos para a dadiva de sangue, o numero de plaquetas por concentrado
plaquetéario depende do nuimero de plaquetas do dador e sendo a varidvel N.° de
plaquetas no dador uma das variaveis em estudo, pela andlise da tabela 6.3 constatou-
se que a amostra de dadores tem um valor médio de contagem de plaquetas de
233,5x10°/L.

Nos CP preparados obteve-se uma contagem final de plaquetas por unidade de 60.8
x10°. No componente sanguineo PPP verificou-se um valor de contagem plaquetaria de
7.7 x103%/uL.

Tabela 6.3 Contagem de plaquetas no dador e nos componentes sanguineos obtidos

Contagem de plaguetas Média + Desvio padrao
N.° de PLT (10°%L) no dador (valor inicial) 233,5+50.4
N.° de PLT (10%/uL) no CE 04+0.9
N.° de PLT (10%/uL) no PPP 7.7+4.8
N.° de PLT (10%/uL) no CP 1064,5 + 333,7
N.° de PLT (10°%L) por unidade de CP 60.8 £ 19

6.5 Dadores e contagem de plaquetas iniciais

Apo6s analise dos resultados dos hemogramas dos dadores (Figura 5.14), verificou-se
gue 102 dos dadores tinham uma contagem inicial de plaquetas superior a 200x10°%L e
39 apresentavam uma contagem de PLT < a 200x10%L. Na andlise estatistica ndo foi
contabilizado um dador, uma vez que o hemograma néo foi realizado, por motivos

alheios ao investigador.
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Contagem inicial de PLT no dador

= Dadores com contagem de PLT > a 200x10"9/L
= Dadores com contagem de PLT < a 200x1079/L

Figura 5.14 Contagem de plaquetas no dador

6.6 Contagem de plaquetas por unidade de CP

A contagem de plaquetas nos concentrados plaquetarios constitui, um dos parametros
fundamentais da avaliagdo do controlo de qualidade destes componentes sanguineos.
Apbs recorrer a formula, referida anteriormente, e através da figura 5.15, verificou-se
gue 75 das unidades de CP continham valores superiores a 60x10°%unidade de CP e 67

obtiveram uma contagem final de PLT inferior ou igual a 60x10%unidade de CP.

N.° de plaquetas por unidade de CP (/> 60X10°)

= CP com PLT< a 60x10"9 = CP com PLT> a 60x10"9

Figura 5.15 Distribuicdo dos CP de acordo com a contagem de plaquetas
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6.7 Tempo de repouso do Sangue total e contagem de plaquetas

por unidade de CP

A Tabela 6.4 demonstra que a média da contagem de plaquetas nos concentrados
plaguetarios foi de 60.07, quando o sangue total ficava em repouso menos de duas
horas. No tempo de repouso superior a duas horas a contagem de plaquetas foi de
61,07 x 10%U de CP.

Tabela 6.4 Contagem de plaquetas por unidade de CP de acordo com o tempo de repouso do
ST

Tempo . . ~
Média + Desvio padréo
repouso ST N (x10%U de CP)
Ntmero de PLT por <2H 45 60,07 + 18,51
Unidade de CP >2H 97 61,07 + 19,24

6.8 Eficacia do método

De acordo com a literatura, a contagem plaquetaria no PRP devera ser trés a cinco
vezes maior que na contagem inicial, permitindo deste modo avaliar a eficacia do
protocolo de separagdo dos componentes sanguineos através do Método de PRP (12).
Apesar de nao ter sido determinado o valor de plaquetas no PRP através do
hemograma, recorreu-se aos resultados do hemograma das unidades de CP em estudo.
Através do valor mediano do nimero de PLTx10%/uL no dador e o valor mediano de

PLTx10%uL obtido no hemograma no CP, realizou-se a seguinte equacéo:

Eficacia do método= valor mediano de N.° de PLT (10%/ul) / valor mediano de N.° de PLT
(103/ul) no dador
Eficacia do método= 1026.5 x 103/ul / 230 x 10%/ul = 4.46

Tendo em consideracao o valor obtido na eficacia do método, podemos o0 SSMT pode
manter este método na producdo de componentes sanguineos, tendo em conta a
limitacdo na aplicacdo da formula, um vez que nao foi possivel determinar as plaquetas

no PRP, devido as limitac6es do processo.
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6.9 Andlise dicotdémica das variaveis

O conhecimento/identificacdo de relagdes entre variaveis € uma mais-valia na
compreensédo do fendmeno em estudo. Existe uma relacdo entre duas variaveis quando
a distribuicdo dos valores de uma variavel esta associada com a distribui¢cdo dos valores
da outra variavel.

Por forma a identificar se existe ou ndo relagdo entre algumas variaveis do estudo

realizaram-se as seguintes associagoes.

6.9.1Sexo dos dadores com n.° de plaquetas

De acordo com os dados da tabela 6.5, ndo se rejeita a igualdade de variancias de
ambas as distribuices (p=0.694) logo face ao exposto € o teste T- Student para duas
amostras (HO: o sexo feminino tem n.° de plaguetas igual ao sexo masculino; H1: o sexo
feminino tem n.° de plaquetas diferentes do sexo masculino)

A hip6tese nula é rejeitada, uma vez que o valor p=0.023 (p<0.05), logo existe evidéncia
de uma diferenga estatisticamente significativa entre as contagens médias de plaguetas
no sexo feminino. Desta forma podemos afirmar que as mulheres tém valores médios

de contagem plaquetaria superiores aos dos homens.

Tabela 6.5 Avaliacdo da contagem inicial de plaquetas do dador e 0 sexo

_ Levene's
Média +
i Test for Teste de
Sexo N Desvio )
. Equality of = T-student
padréo )
Variances @ (Valor p)
N.° de PLT Feminino 36 249,8 £+ 50,9 0.694
(10%L) no dador Masculino 105 227,8 +49,3 ' 0.023
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6.9.2 Sexo dos dadores com n.° de plaquetas por unidade
de CP

Tendo se assumido a igualdade de variancias (p=0.022) entre as variaveis, a através do
Teste T-Student, com um valor p>0.05, (p=0.411), verificou-se que ndo ha diferencas
significativas nos valores médios do numero de plaquetas por unidade de CP quanto ao

sexo dos dadores (Tabela 6.6).

Tabela 6.6 Avaliacdo da contagem de plaquetas do CP e o0 sexo

Levene's
Média + Test for Teste de
Sexo N ) _ ;
Desvio padrédo @ Equality of T-student
Variances | (Valor p)
N.°de PLT Feminino 36 249,8 + 50,9
(10°/L) por 0.022 0.411

_ Masculino 105 227,8 £ 49,3
unidade de CP

6.9.3 Correlacao entre variaveis

Com o teste de correlacdo de Spearman (tabela 6.7) identificaram-se os fatores que
possam afetar a qualidade dos componentes sanguineos, nomeadamente, nos
concentrados plaquetarios.

Da andlise dos resultados da tabela 6.7, verificou-se uma correlacdo negativa entre a
idade e o nimero de PLTx10° por unidade de CP (coeficiente de correlacdo de
Spearman r's=-0,003), ou seja, a medida que aumenta a idade, diminui 0 nimero de
plaquetas. Apesar da relagdo entre as duas variaveis ser negativa, ndo € uma correlacao
estatisticamente significativa (p=0.968).

Existe correlagdo negativa entre o tempo de colheita do ST e o nimero de PLTx10%por
unidade de CP, (se um aumenta o outro diminui) mas néo significativa (p=0,794), ou
seja, a medida que o tempo de colheita ST aumenta diminui a contagem de plagquetas
no CP.

Nas variaveis tempo de repouso/arrefecimento do ST antes do processamento e n.° de

PLTx10%unidade de CP, obteve-se um coeficiente de correlagdo de 0.059, com um valor
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p=0.489. Apesar da correlacdo ser moderada, a medida que o tempo de repouso
aumenta a contagem de plaquetas no CP final também aumenta.

A correlacdo existente entre as variaveis, tempo de repouso do PRP e numero de
plaguetas x10%por Unidade de CP é positiva e moderada (coeficiente de correlacédo de
Spearman=0.086), mas estatisticamente nao significativa (valor p=0,307).

Existe correlacdo positiva (crescem ou decrescem juntos) e significativa (p=0,002) entre
0 nimero de PLT no CE e o0 N.° de PLT no CP, ou seja, & medida que o nimero de
plaguetas esta aumentado no CP, também esta aumentado no CE. O mesmo requisito
verifica-se no PPP, existindo uma correlacéo positiva entre a contagem de PLT no PPP
e no CP.

Tabela 6.7 Correlacéo entre variaveis
Coeficiente de

correlacéo de

- . Valor p
Variaveis a correlacionar Spearman’s
r's
Idade do dador e Numero de PLTx10° por Unidade de CP - 0,003 0,968
Tempo de colheita do ST e Namero de PLTx10°
. - 0,022 0,794
por Unidade de CP
Tempo de repouso/arrefecimento do ST antes do
, i 0,059 0,489
processamento e Nimero de PLTx10° por Unidade de CP
Tempo de repouso do PRP e Numero de
0.086 0,307
Unidade de CP
Numero de PLT no CE e Numero de PLT/ por Unidade de CP 0.255 0.002
Numero de PLT no PPP e Numero de PLT/ por Unidade de CP 0.298 0.000
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6.10 Verificacdo da hip6tese do estudo

Por forma a verificar a hipotese de estudo realizou-se uma tabela de contingéncia
relacionando a contagem inicial de PLT dos dadores e contagem de PLT nos
concentrados de plaquetas.

Hipotese do estudo: a) O nimero de plaguetas final do concentrado plaquetario é inferior
ou igual a 60x10°, em dadores com contagens de plaquetas iniciais inferiores a
200x10°%/L

De acordo com o resultado na tabela 6.8, para o teste Exato de Fisher (p=0.000)
podemos afirmar que existe uma relacdo muito forte entre a contagem inicial de
plaquetas nos dadores e a contagem de plaquetas nos concentrados plaquetérios, a
qual é corroborada pelas medidas de associacdo V de Cramer de 0.557, sendo arelacao

muito forte.

Tabela 6.8 Tabela de contingéncia

CP com PLT/U de

CP Total
>60 <60
Contagem 1 38 39
<200 % Dadores com contagem
2,6% 97,4% 100,0%
Dadores com de PLT>200
contagem de Contagem 66 36 102
PLT (PLTx10%/L >200 % Dadores com contagem
64,7% 35,3% 100,0%
de PLT>200
Total Contagem 67 74 141

Teste Exato de Fisher p= 0,000 (logo p<0.0001)

Medidas de associacao V de Cramer = 0.557

Analisando a correlacdo obtida constante na tabela 6.9, verificou-se que existe uma forte
correlacdo entre as duas variaveis (r's=1.000) ou seja, quanto maior a contagem de
plaquetas iniciais maior sera o niumero de plaquetas do concentrado plaquetario (ou
guanto menor a contagem de plaquetas iniciais menor sera o nimero de plaquetas do
concentrado plaquetario (coeficiente de correlacdo de Sperman’s =1.000) e p<0.0001.
No total de 39 dadores com contagens de plaquetas < 200x10°/L, nos concentrados
plaquetarios, verificou-se que em 38 participantes as contagens de plaquetas foi <

60x10% por unidade de concentrado plaquetario.
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Os dadores com contagem de PLT inferior ou igual a 200 x10%L tém uma maior
probabilidade de terem as plaquetas <6 0 x10° (p<0.0001), no qual existe uma

associacao/relacéo estatisticamente significativa.

Tabela 6.9 Relacao entre variaveis (hipétese do estudo) tabela de contingéncia
Coeficiente de
correlacédo de

Variaveis a correlacionar Spearman’s

r's Valor p

N.° de PLT (10%L) no dador e N.° de PLTx10° por Unidade de
CP

1.000 0.000
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7.Discussao/Conclusao

7.1 Discussao

O Servico de Sangue e Medicina Transfusional (SSMT) € o Unico servico desta
especialidade na Regido Autbnoma da Madeira prestando por isso cuidados no ambito
de Servico de Sangue, nomeadamente, colheita de sangue a dadores, processamento,
armazenamento e distribuicdo de componentes sanguineos e no ambito da Medicina
Transfusional, nomeadamente a disponibilizacdo e administracdo de sangue e
componentes sanguineos aos utentes do Servico de Saude da Regiao Autbnoma de
Madeira e das Unidades se Saude Privadas, tendo em conta o cumprimento do Decreto-
Lei n® 267/2007 de 24 de Julho e decreto-Lei n® 185/2015 de 2 de Setembro.

O SSMT tem por missao garantir a colheita, andlise, processamento, armazenamento e
distribuicdo do sangue e componentes sanguineos, assim, como a sua disponibilizacéo,
aplicacéo terapéutica e autossuficiéncia.

Para além das atividades descritas 0 SSMT é também responsavel pela realizagéo de
controlo de qualidade dos componentes sanguineos de acordo com o método adotado
no servigo.

A selecdo do método de preparacdo e producdo de CP, deve ser baseada na
disponibilidade de recursos e na eficacia do mesmo. A existéncia de varios métodos de
producdo de plaquetas: PRP, Buffy-coat e Aférese, permitem uma variabilidade
substancial nos parametros de qualidade exigidos (1,3,6).

O presente estudo partiu do objetivo de identificar os fatores suscetiveis de influenciar
a contagem de plaguetas nos Concentrados Plaquetarios obtidos pelo método PRP,
tendo em consideracao os parametros legais exigidos para este componente sanguineo
(60x10%unidade de CP).

De acordo com a literatura varios fatores podem influenciar a contagem de plaquetas no
concentrado plaquetério final, nomeadamente aspetos relacionados com o dador, como
a contagem inicial de plaquetas, aspetos relacionados com a colheita de ST, métodos
de preparacao do CP e condi¢cbes de armazenamento (6,10,12,17,23,24).

No presente estudo participaram voluntariamente 142 dadores de sangue, cujas dadivas
de ST permitiram obter 142 U CE, 142 U PPP e 142 U de CP.

Foram estudadas as seguintes varidveis: sexo, idade, grupo sanguineo e contagem
inicial de plaquetas do dador (PLTx10%L), tempo de colheita do ST, tempo de

repouso/arrefecimento do ST, tempo de repouso do PRP antes do processamento,
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contagens de PLT nos CE, PPP e CP.

De acordo com o Relatério de Atividade Transfusional e Sistema Portugués de
Hemovigilancia do ano de 2020 do IPST, relativamente a distribuicdo por sexo, verificou-
se pela primeira vez ndo s6 uma maior proporcdo de dadores homélogos do sexo
feminino que se apresentaram para realizar a dadiva, a semelhanca de 2018 e 2019,
como também e pela primeira vez uma maior proporcédo de dadores do sexo feminino
que realizaram efetivamente a dadiva (21)

No gue respeita ao Servico de Sangue e Medicina Transfusional do Hospital Dr. Nélio
Mendonca, no ano de 2020, 2831 dadores homdlogos realizaram a sua dadiva, sendo
que 66.6 % eram dadores do sexo masculino e 33.3% do sexo feminino (valores
retirados da aplicagéo informéatica SIGI).

Na amostra estudada, observou-se uma maior percentagem de dadores do sexo
masculino 75% (N=106), e apenas 25% (N=36) do sexo feminino. A faixa etaria com
maior percentagem de dadores foi 25-44 anos (45%).

De acordo com a literatura, num estudo realizado em Portugal no ano de 2007, sobre a
distribuicdo dos grupos sanguineos na populacdo portuguesa (45), verificou-se que
46,58% da populacdo era do grupo A, 42,28% do grupo 0. No grupo B e AB obtiveram
uma distribuicdo de 7,69% e 33,43% respetivamente. No mesmo estudo foi englobada
a Regido Autbnoma da Madeira (RAM), em que a distribuicdo da populacdo foi a
seguinte: verificou-se que 43.7% da populagéo era do grupo A, 42.8% do grupo 0, sendo
10.1 e 3.3% distribuidos pelo grupo B e AB, respetivamente.

Num estudo realizado na RAM (46), sobre a carateriza¢do dos dadores de sangue de
acordo a prevaléncia fenotipica dos grupos sanguineos ABO e Rh, no periodo
compreendido entre 1 de janeiro de 2015 a 31 de dezembro de 2019, verificou-se que
43.7% dos dadores era do grupo 0, 41,7% do grupo A, 10,5% e 4,2% eram do grupo B
e AB respetivamente.

Relativamente a distribuicdo dos dadores participantes neste estudo, apenas foram
selecionados dadores pertencentes ao grupo sanguineo A e 0, o que vai ao encontro da
distribuicdo dos grupos sanguineos pela RAM, sendo que 52% eram do grupo
sanguineo A e 48% do grupo sanguineo 0. Esta sele¢do de fenétipos vai ao encontro
das necessidades transfusionais de acordo com a distribuicdo dos grupos sanguineos
na populacéo da RAM.

No que respeita ao grupo Rh D, 82% eram Rh D positivos e 12% eram Rh D negativos
Quando a distribuicao pelo grupo sanguineo ABO e Rh, 41% dos dadores sé@o do grupo
A Rh (+) e 0 Rh (+), sendo o grupo sanguineo 0 Rh (-), o grupo com menor percentagem
(7%).
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Por forma a garantir a seguranca dos dadores e dos profissionais de saldde, bem como
as condi¢cBes de garantia de qualidade e seguranca dos componentes sanguineos, a
dadiva sanguinea deverd realizar-se em local apropriado e com material apropriados e
de acordo com procedimentos que permitam a identificacdo inequivoca do dador, em
todos os momentos (rotulagem das amostras e sacos de colheita) (1,3,6).

A eficacia da transfusdo de concentrados plaquetarios (rendimento transfusional)
depende de varios fatores, sendo o principal o nimero de plaguetas existentes em cada
concentrado plaquetario transfundido. Contudo existem muitos fatores que influenciam
a contagem de plaquetas no CP final. Por forma a ir ao encontro do objetivo geral deste
estudo foram realizadas diversas analises no sentido de verificar a associacao entre as
variaveis definidas.

O numero de plaquetas por CP depende da variabilidade do dador, nomeadamente
sexo, idade e do niumero de plaquetas do dador, entre outros aspetos (10-12).

Num estudo realizado em Italia (49) sobre as variac6es relacionadas com a idade e sexo
na contagem de plaquetas, verificou-se que as mulheres tinham significamente mais
plaquetas do que os homens (261 versus 237x10%L, com P<0.001), sendo que a
contagem de plaquetas diminui com a idade, cum uma redugéo da infancia para a
velhice de 35% nos homens e 25% nas mulheres.

No presente estudo verificou-se que as mulheres tém valores médios superiores aos
homens (contagem de PLT 249.8 227,8 x 10%L, sendo a diferenca estatisticamente
significativa (p<0.05).

Relativamente as contagens de plaquetas no concentrado de plaquetas e sexo,
verificou-se que ndo ha diferencas significativas nos valores médios de plaquetas por
unidade de CP quanto ao sexo dos dadores (Teste de T-student com valor p=0.411).
Estes dados vdo do encontro ao estudo (50) realizado sobre a contagem de plaguetas
e leucdcitos no dador, como fatores preditivos da qualidade dos CP obtidos através de
ST, utilizando uma separacdo automéatica, nos qual os autores, verificaram que a
contagem inicial de plaquetas do dador é significativamente maior nas mulheres do que
nos homens. Contudo verificaram que ndo havia diferencas significativas entre o sexo
e a contagem de plaquetas no CP final (50).

Através da correlacdo entre a idade e nimero de PLT x10%U de CP, verificou-se uma
correlagdo negativa, ou seja, a medida que aumenta a idade, diminui o nimero de
plaquetas. Apesar da relagdo entre as duas variaveis ser negativa, ndo € uma correlacao

estatisticamente significativa (p=0.968).
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Na revisdo da literatura, mais concretamente no estudo sobre os principios e métodos
de plasma rico em plaquetas (51), alguns autores referem que ndo ha alteracbes
significativas na concentracdo plaquetéria ou ha concentracédo em relacéo a idade e ao
sexo, embora exista estudos que referem que o hematécrito e a contagem total de
plaguetas influenciam a concentracao plaquetaria do PRP.

Este estudo ao incidir na contagem inicial de plaquetas nos dadores, como fator que
influencia a qualidade dos concentrados plaquetarios, evidenciou que a variabilidade
dos dadores pode influenciar o metabolismo plaquetéario, e a sobrevida das plaquetas
obtidas, podendo afetar o rendimento transfusional (53-55).

De acordo com a literatura (54), o sexo e idade dos dadores afetam significativamente
0 metabolismo das plaquetas no inicio do estudo e apdés o armazenamento (estudo
sobre o impacto do sexo e idade do dador no metabolismo plaguetario armazenado e
recuperacao pos-transfusao). Nas plaquetas de dadores mais velhos do sexo masculino
verificaram-se niveis mais elevados de metabdlitos do ciclo de Krebs.

Analisando o tempo de colheita do ST e a contagem de plaquetas no CP, verificou-se
uma correlagdo negativa, mas estatisticamente nao significativa entre as duas variaveis,
ou seja, a medida que o tempo de colheita do ST aumenta a contagem de PLT diminui.
A maioria dos autores aforma que o tempo maximo para a colheita do ST devera ser de
12 minutos (3), de forma a prevenir a agregacao e ativacao plaquetaria.

Analisando os tempos de colheita, observados neste estudo, o tempo minimo foi cerca
de 3 minutos e 46 segundos e o tempo maximo foi de cerca de 12 minutos.

Com esta amostra a correlagdo ndo ter sido significativa, provavelmente devido aos
tempos de colheita, ndo terem sido muito diferentes.

Com base na revisao de um estudo (51) sobre os principios e métodos de plasma rico
em plaquetas, alguns autores verificaram a tendéncia de diminuigdo das contagens de
plaguetas a medida que aumentou o tempo de colheita do ST.

Da correlacdo realizada entre as variaveis tempo de repouso do ST antes do
processamento e a contagem de plaquetas no CP, observou-se um resultado moderado,
mas estatisticamente nao significativo, sendo que a média das contagens de plaguetas
das unidades de concentrados plaquetarios com tempo inferior e/ou superior a duas
horas foi de 60,07 e 61 x 10% por U de CP respetivamente.

Constatou-se que 31.6% das U de ST colhidas ndo cumpriam o tempo minimo de
repouso de duas horas. De acordo com as instrucfes de trabalho do SSMT, o sangue
total devera repousar durante pelo menos duas horas. Contudo, verificou-se, que devido
a afluéncia de dadores, ndo foi possivel cumprir esse tempo de repouso, por forma a

agilizar todo o processamento.
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O tempo médio de repouso do PRP antes da 22 centrifugagdo do método PRP, foi de
49,2 minutos, verificando-se uma correlacdo moderada entre o tempo de repouso de
PRP e N.° de PLT/ U de CP, mas estatisticamente nao significativa.

As alteracdes nos componentes sanguineos, comeca imediatamente apés a colheita até
ao momento de administracdo dos mesmos. O sangue total e os componentes sao
armazenados a diferentes temperaturas o que afeta a qualidade dos mesmos.

Embora as alteracbes durante o armazenamento dos CE e dos CP, esteja descrita ha
literatura, ainda sdo pouco conhecidas as mudancas nas carateristicas dos produtos
durante o tempo de repouso nhas varias etapas de processamento que precedem o
armazenamento, apesar de ja terem sido descritas algumas alteracfes tendo em conta
o tempo de processamento do ST e do Buffy-coat (34).

No que se refere a contagem de plaquetas pré dadiva, apenas esta descrito que 0s
dadores que realizam aférese tém de ter 150x10%L, ndo existindo um limiar de
contagem relativamente aos outros métodos de preparacdo de concentrados
plaquetarios (1).

Atualmente uma contagem de plaquetas antes da dadiva, poderéa ser til para garantir
a qualidade das plaquetas, e desta forma garantir a eficicia transfusional, através da
avaliagdo do incremento das plaguetas nos doentes que recebem concentrados
plaquetarios (6,27).

Dadores com baixa contagem de plaquetas podem sofrer trombocitopenia iatrogénica
apos a dadiva de sangue (19).

Através da avaliacdo do controlo de qualidade dos CP, verificou-se que alguns CP n&o
tinham valores de plaquetas aceitaveis (60x10°%L), sobretudo os provenientes de
dadores com uma contagem inicial de plaquetas < 200x10%L, facto que respondeu a
hip6tese deste estudo: o nimero de plaquetas final do concentrado plaguetario € inferior
ou igual a 60x10°, em dadores com contagens de plaquetas iniciais inferiores a
200x10°%L (52).

Pensa-se que a identificacdo dos fatores suscetiveis de influenciar a contagem de
plaquetas no CP, permitir4 ao servigo alvo, a introdu¢éo de um novo método de selegdo
de dadores baseado nos critérios de elegibilidade de dadores do Instituto Portugués do
Sangue e da Transplantacdo, mas também incluir os dados obtidos neste estudo,
acrescentando valor, nomeadamente nos doentes que necessitam de transfusédo de
concentrados plaquetarios, como a contagem inicial de plaquetas do dador na pré

dadiva.
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Utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman para avaliar a possivel associacao
entre as variaveis continuas: N.° de PLT x 10%L no dador e N.° de PLT/U de CP.
Verificou-se que existe uma forte correlagéo entre as duas variaveis (r's=1.000) ou seja,
gquanto maior a contagem de plaquetas iniciais maior sera o nimero de plaquetas do
concentrado plaquetério (ou quanto menor a contagem de plaquetas iniciais menor sera
o0 numero de plaquetas do concentrado plaquetario (coeficiente de correlacdo de
Sperman’s=1.000) e p < 0.05.

Num estudo realizado, sobre a importancia da contagem de plaquetas na pré dadiva,
por forma a maximizar a seguranca do dador e a otimizacéo da qualidade das plaquetas
(52), verificou-se que a qualidade dos CP em termos de rendimento transfusional foi
significativamente melhor (p <0.05) quando a contagem de plaquetas do dador era
superior a 200x10%L. Um rendimento fraco de plaquetas foi observado quando a
contagem de plaquetas era de 150 x10%L, sendo o rendimento das plaquetas
correlacionado com a contagem de plaquetas no dador (r=0.87, p <0.001).

Através do Teste Exato de Fisher, podemos aceitar a hipotese formulada, podendo
afirmar que os dadores com contagem de PLT inferior ou igual a 200x10%L tém uma
maior probabilidade de terem as plaquetas < 60 x10° (p<0.05), no qual existe uma
associacao/relagéo estatisticamente significativa.

Verificou-se através do célculo de medidas de associagéo através do valor V de Cramer
gue a associagao entre as variaveis era muito forte.

De acordo com a literatura, sobre um estudo cuja finalidade era avaliar se a contagem
de plaguetas e leucdcitos, funcionavam como fatores preditivos da qualidade de
concentrados de plaquetas obtidos de sangue total por fracionamento semiautomatico
(50), os autores verificaram que existe correlacdo entre a contagem inicial de plaquetas
do dador e a contagem de plaquetas nos CP (coeficiente de correlagdo de Spearman
de 0.3840 e p<0.0001).

Tendo em conta a hipotese do estudo, torna-se pertinente ao servi¢o alvo realizar um
hemograma a todos os dadores selecionados para plaquetas. Estes dados permitirdo
tirar conclusfes na avaliagdo sobre o controlo de qualidade dos CP.

No SSMT do Hospital Dr. Nélio Mendonca, sédo obtidos os concentrados standard de
plaguetas, os quais apenas sdo adicionados em pool de CP no momento da
disponibilizacdo para o utente. Torna-se pertinente identificar os CP que ndo cumprem
o requisito legal (60x10%por U de CP), mas que ainda tenham uma contagem superior
a 45x10°% por U de CP, de modo que possam ser adicionadas em pool (5 a 6 U) de CP,
contribuindo para o rendimento transfusional (depende do estado clinico do doente,

nomeadamente febre, infe¢do e hemorragia ativa).
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Apesar de ndo ter sido possivel avaliar o PRP em relagéo a contagem de plaquetas, por
forma a garantir a seguranca transfusional, uma vez que seria necessaria realizar
conexdes estéreis do PRP a um saco de transferéncia antes da 22 centrifugacdo e
extracdo semiautomatica, tentou-se verificar a eficAcia do método utilizado para a
separacdo de componentes no servico alvo. O valor obtido para a determinagcédo da
eficacia do método, foi de 4.46, sendo que se considera o0 método eficaz.

Contudo apesar do método PRP ser eficaz, na literatura existem varios estudos
comparativos sobre a eficacia dos métodos de obtencdo de componentes sanguineos,
bem como diversas vantagens, demonstrando que o método de Buffy-coat é mais eficaz
que o método PRP, em termos de contagem de plaguetas no componente final (23-
26,29, 56,57).

Um estudo realizado no Centro Regional de Sangue em Lisboa, IPST, sobre a avaliacdo
da qualidade dos concentrados plaquetérios, utilizando os trés métodos, verificou que a
concentrac@o de plaquetas/ul em tubo de EDTA era maior no método de Buffy-coat do
que no PRP (29).

Um dos objetivos especificos deste estudo foi avaliar a contagem de plaguetas nos
Concentrados Eritrocitarios e Plasma Pobre em Plaquetas ao longo do processo de
separacdo de componentes, através do hemograma, por forma a verificar o
processamento. Recorrendo a associagao entre variaveis, contagem de plaguetas no
CE e no PPP com a contagem de plaquetas no CP final, constatou-se gque existia uma
correlagdo positiva entre as variaveis.

Verificou-se que em dadores com maior nimero de plaquetas, também existia um maior
namero de plaquetas no PPP e no CE. De acordo com a eficacia do método encontrada
no estudo, sugere-se que nos dadores com contagens maiores de plaquetas tenham

tempos de repouso de ST e repouso do PRP maiores.

49



7.2 Conclusao

Com o presente estudo conclui-se que a contagem inicial dos dadores antes da dadiva
influencia a qualidade dos concentrados plaquetarios obtidos pelo método PRP. Nos
dadores com contagens de plaquetas inferiores a 200x10%/L, os concentrados de CP
finais tém valores inferiores a 60x10%U de CP, valor recomendado (3) no controlo de
gualidade de CP desleucocitado.

A selecdo de dadores de sangue cujas contagens de plaquetas nos concentrados
plaguetarios seja igual ou superior a 60x10° por unidade, permitird ao servico:
rentabilizar o inventario de CP, uma vez que nao serdo eliminados os CP por controlo
de qualidade, relativamente ao parametro de contagem de plaquetas; aumentar a
eficacia transfusional dos CP; rentabilizar os recursos humanos e materiais no servico,
bem como fazer a associacdo entre os dados do controlo de qualidade dos
componentes sanguineos e a contagem de plaguetas do dador, por forma a organizar
os lotes de pool de plaguetas a transfundir.

A idade é outro fator relacionado com o dador de sangue, sendo que a medida que os
dadores envelhecem, o nimero de plaquetas diminui. Apesar da relagdo néo ter sido
estatisticamente significativa e considerando que os dadores envolvidos neste estudo
pertencem a faixa etaria dos 44 aos 65 anos, torna-se pertinente o servico alvo trabalhar
na captacéo de novos dadores.

Também se verificou que o tempo de colheita influencia negativamente a contagem de
plaguetas, apesar dos resultados ndo terem sido estatisticamente significativos. Os
profissionais que realizam as colheitas de ST no servigco deverdo estar sensibilizados
para os tempos maximos de colheita para a obtencdo dos diferentes componentes
sanguineos, bem como verificar a conformidade dos equipamentos utilizados,
nomeadamente as balancas agitadoras.

Apesar da limitagdo na testagem da eficacia do método através da férmula aplicada,
uma vez que nao foi possivel determinar a contagem de plaquetas no PRP, torna-se
pertinente a possibilidade de mudanca de método de separagdo de componentes, para
um meétodo mais eficaz..

Com o presente estudo conclui-se que existe uma correlacdo fraca entre a idade, tempo
de colheita do sangue total e a contagem de plaquetas no concentrado plaquetario.
Verificou-se, uma correlagdo moderada entre o repouso do sangue total e a contagem
de plaquetas no componente final.

A contagem inicial dos dadores antes da dadiva, influencia a qualidade dos
concentrados plaguetarios obtidos pelo método PRP, o qual se verificou através de uma

correlacéao forte.
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8.Perspetivas futuras

Em termos de inovacdo, a identificacdo dos fatores suscetiveis de influenciar a
contagem de plaquetas no CP, permitird ao servigo alvo, a introdu¢do de um novo
método de selecdo de dadores baseado nos critérios de elegibilidade dos dadores do
Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacao.

Os dados deste estudo poderdo ser obter valor em saldde, nomeadamente na selecao
dos CP para a organizac¢ao de lotes de pool de CP, tendo por base a contagem inicial
de plaquetas do dador. Deste modo sera pertinente a realizacdo de hemograma a todos
os dadores aptos para a dadiva de ST para a obtencéo de CP.

Sempre que as contagens de plaquetas nos CP, for < a 60 mas > a 45x10%L
deverao ser preparadas pool de CP com 5 a 6 U de CP.

Para dar continuidade a este estudo, seria importante aumentar o numero de
amostras/dadores possibilitando assim uma analise estatistica mais completa.

Seria pertinente englobar no estudo para avaliar o controlo de qualidade dos
concentrados plaquetarios, 0os seguintes parametros, que nao foram englobados neste
estudo, nomeadamente: a centrifugacdo (alteragdo da rpm e tempo de centrifugagéo),
verificacdo da temperatura apos o tempo de repouso/arrefecimento do ST, verificagdo
do ambiente térmico do laboratério de separacdo de componentes, avaliar o tempo de
repouso de CP antes da agitacdo, swirling, presenca de agregados, bem como avaliar
as lesdes associadas ao armazenamento do CP (pH e a contagem de PLT, niveis de
glicose no CP, entre outros parametros).

A avaliagdo de todas estas variaveis permitirA uma analise mais rigorosa dos
parametros obtidos no controlo de qualidade dos componentes plaguetéarios, tendo em
consideracdo que 90% das U de CP testadas, deverdo ter uma contagem de PLT de
60x10°%U de CP, podendo no futuro servir de premissa para a mudanca de método de

separacdo de componentes.
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CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
INVESTIGACAO

(De acordo com a Declaracdo de Helsinquia e a Convencgao de Oviedo e em
concordancia com a Lei n.° 58/2019 de 8 de agosto da Prote¢c&do de Dados)

Projeto de investigagao

Fatores suscetiveis de influenciar a contagem de plaquetas nos Concentrados
Plaquetarios obtidos pelo Método de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Este estudo tem Como objective identificar fatores suscetiveis de influenciar a contagem de plaquetas nos
Concentrados Plaquetarios obtidos pelo Método de Plasma Rico em Plaquetas (PRP), sendo util para
alterar a préatica, com impacto na melhoria da qualidade dos componentes obtidos no Servico em estudo.
Deste modo, para os procedimentos laboratoriais, a decorrer no Servico de Sangue e Medicina
Transfusional, iremos proceder, apds assinatura voluntaria e esclarecida do consentimento, a recolha de
uma amostra num tubo de EDTA, no ato da colheita de sangue. As amostras colhidas aos componentes
sanguineos dessa dadiva serdo recolhidas, tendo em consideragdo os parametros de Controlo de
Qualidade Interno. Todos os participantes devem ter uma idade igual ou superior a 18 anos, bem como
obedecer a todos os critérios de selecdo de dadores de sangue. As amostras serdo processadas para a
realizacdo do hemograma para a contagem de plaquetas do dador.

A participacéo neste projeto de investigagdo € voluntéria e livre, sem custos associados. O participante tem
o direito de recusar a qualquer instante a sua participagdo no estudo, sem que dai possam resultar
quaisquer prejuizos e sem que seja comprometida a confidencialidade e privacidade dos dados obtidos até
entdo. Toda a informagdo fornecida é confidencial e sera utilizada apenas para responder aos objetivos
descritos. A informacgéo que permite a identificagdo do participante (home, contactos) sera codificada e
arquivada no arquivo do Servigo de Sangue e Medicina Transfusional, do Hospital Dr. Nélio Mendonca-
Funchal, separadamente da restante informacéo e sé acessivel ao investigador responsavel. De acordo
com as regras nacionais de protecdo de dados, toda a informacgédo recolhida podera ser posteriormente
modificada, atualizada ou retirada pelo participante / tutor legal, sendo o prazo de guarda dos dados de 30
anos.

Este estudo tera a duracdo de 6 meses e os resultados seréo divulgados em formato de artigos cientificos
a serem publicados em revistas nacionais e internacionais com revisdo de pares, congressos e encontros

cientificos nacionais e internacionais, sem nunca comprometer a confidencialidade dos participantes.

No final do estudo serdo emitidas recomendag¢fes de acordo com os resultados obtidos.

O investigador responsavel pelo tratamento dos dados e sua protecéo é da Dr2. Armanda Serrdo; e-mail:
114500@alunos.estesl.ipl.pt; telf. +351 291705752.

Assinatura do investigador responsavel:

Funchal, ___ de de 20__
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Identificac&o do participante

Nome: Telefone:

Local de trabalho: Correio eletrénico:

N.° de dador; FU

Cdédigo do participante (numero da colheita e n.° de dador)

Colocar a etiqueta do n.° de colheita. (a preencher pelo investigador)

Rubrica

Li a informacgao ao participante “Informacgbes para participantes”
1 fornecido. Tive oportunidade de analisar as informacdes, de
colocar as questBes que julguei necessérias e de obter
respostas satisfatérias.

Tomei conhecimento de que a minha participacao é voluntaria e
de que posso desistir em qualquer altura, sem necessidade de
2 justificacdo e sem prejuizo para os meus direitos assistenciais
ou legais. A equipa de investigacdo mantém o direito, contudo,
de utilizar quaisquer amostras colhidas antes da desisténcia, de
forma confidencial.

Autorizo a equipa de investigacdo a transferir as minhas
3 amostras e/ou dados pessoais, de forma codificada para
proteger a minha identidade, com fim de as analisar.

Autorizo a equipa de investigacdo a conservar as minhas
4 amostras e dados pessoais para futuros estudos que receberam
aprovacao ética (Idade, sexo, grupo sanguineo, contagem de
numero de plaquetas).

Os meus dados de contacto podem ser conservados

S) exclusivamente para esta finalidade e ndo serdo divulgados a
terceiros.
6 Tenho conhecimento de que ndo receberei qualquer

contrapartida financeira pela participacéo neste estudo.

Fui informado de que receberei informagdes sobre os meus
resultados. Além disso, quando o estudo estiver concluido,
receberei o resumo dos resultados coletivos finais do estudo.
Desejo receber o resumo por correio eletronico/correio no
seguinte endereco:

Se concorda com a proposta que |he foi feita, queira assinar este documento.
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Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informacdes
verbais que me foram fornecidas pela pessoa que acima assina e informado que tenho
o direito de apresentar reclamacéo junto da Comissdo Nacional de Protecdo de Dados
e que poderei pedir esclarecimentos e reclamar junto ao encarregado de Protecdo de
Dados do Instituto Politécnico de Lisboa, cujos contatos sdo: Encarregado de Protecéo
de Dados da ESTeSL/IPL: Nuno Pires Tel. +351 210 464 700/ +351 210 464 708; e-
mail: npires@net.ipl.pt.

Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo

sem qualquer tipo de consequéncias. Desta forma, aceito participar neste estudo e
permito a utilizacdo dos dados que de forma voluntaria forneco, confiando em que
apenas serao utilizados para esta investigacdo e nas garantias de confidencialidade e
anonimato que me sao dadas pelo investigador.

Data: de de 20

Nome completo do participante:

Assinatura do participante:

Agradecemos a sua colaboracdo e estamos disponiveis para fornecer informacgéo

adicional ou eventuais duvidas.

Investigador Responsavel: Dra. Armanda Serréo | e-mail:
114500@alunos.estesl.ipl.pt. tel.. +351 291705752

Orientador ESTESL: Dra. Maria do Céu Leitdo Tel.. +351 210 464 700/ +351 210 464 708 | e-
mail: mcleitao@estesl.ipl.pt

Orientador ESTESL: Dr. Anténio Nunes Robalo Tel.. +351 210 464 700/ +351 210 464 708 | e-
mail: robalo.nunes@estesl.ipl.pt

Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

Servigo de Sangue e Medicina Transfusional - SESARAM, EPERAM

ESTE DOCUMENTO E COMPOSTO DE TRES PAGINAS E FEITO EM DUPLICADO:

UMA VIA PARA O INVESTIGADOR, OUTRA PARA A PESSOA QUE CONSENTE
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Folheto informativo do projeto, distribuido aos dadores de
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Projeto de investigacao
“Fatores suscetiveis de influenciar a contagem de
plaquetas nos Concentrados Plaquetarios obtidos pelo
Método de Plasma Rico em Plaguetas (PRP)"

FOLHETO INFORMATIVO PARA O DADOR DE SANGUE

— FUT | SR O
I: b ke
EELERN

PLAQUETAS

580 pequencs fragmentos celulares anucleados de
forma discoide, que se formam na medula dssea

(MO} a partir da fragmentacho do citoplasma dos
megacaribcitos.

As plaguetas atuam ao nivel da regulacio do tonus
vascular, na resposta inflamatdria, no sistema
imunologico, na biologia tumoral e na tromboze e
hemostase.

A transfusio de plaguetas pode ser profilatica em
doentes com trombocitopenia central secundaria a
patologia, terapéutica citatdxica ou radioterapia e
sem hemorragia ativa, ou transfusio terapéutica se
existir hemorragia atribuivel.

PERTINENCIA DO ESTUDO:

A implementacho da utilizacho clinica de um
produto sanguinec de qualidade deve comecar
desde o inicio do procedimento, ou seja, na
selecho de dadores, no ato da colheita de sangue
total, na separacho de componentes de acordo
com método de separacho utilizado (centrifugacko,
tipos de separacho, separacio automitica) e
cunpriments das regras de armazenamento e
conservacho.

Segundo o Conselho da Europa, que define as
orientaghes para a preparacho, uso e garantia de
qualidade dos componentes sanguineos, a
contagern  de plaguetas numa unidade de
concentrado plaguetario obtido através de uma
unidade de sangue total (pelo Método de Plasma
Rico em Plaguetas) deverd conter 60x10°
plaguetas, sendo que no controlo de qualidade $0%
das unidades de concentrados plaquetario testadas
devern ter uma contagem de plaguetas igual ou

superior.
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Contudo, existem fatores que podem influenciar
a contagem de plaguetas, nomeadamente:

» Selecho dos dadores de sangue (ndmero de
plaquetas do dador);
Condigbes/ tempo da colheita da unidade de
sande total;
Armazenaments pré-processamento;
Centrifugacho do sangue total e dos
companentes sanguineos;
Método de separacho/processamento;

s Desleucocitacho;

* Ressuspensho dos concentrados
plaquetirios;

» Condighes de  armazenamento  dos

concentrados plaguetarios.

Torna-s¢ necessdrio  identificar os  fatores
suscetiveis de influenciar as  plaguetas nos
concentrades plaquetarios por forma a otimizar
procedimentas no Servico de Sangue e Medicina
Transfusional.

OBJETIVO DO ESTUDO:

Identificar as fatores suscetiveis de influenciar a
contagem de plaguetas nos  Concentrados
Plaguetirios obtidos pelo métoda PRP, tendo em
consideracho os pardmetros legais exigidos para
este componente sanguineo (60x10°/ unidade de
Concentrado Plaguetirio.

LOCAL DO ESTUDO

0 estudo ird realizar-se no Servico de Sangue e
Medicina Transfusional (55MT) do Servico de
Salide da Regifo Autdnoma da Madeira (SESARAM
E.P.E) do Hospital Dr. Mélio Mendonca no
Funchal.



COMO PARTICIPAR NO ESTUDO?

« A participacio no estudo ¢ voluntaria.

+0 dador ¢ livre de recusar participar ou que

tem o direito de desistir do estudo em
qualquer momento sem que o implique
qualquer perda de beneficios/cuidados de
salde a que tenha direito.

COMO SE PROCESSA O ESTUDO?

+Obtencho do consentimento informado aos
dadores que queiram participar no estudo.

+No ato da colheita de sangue total, serd
colhida uma amostra de sangue total em tubo
hemograma que serd  utilizada para
determinacho do niumero de plaguetas do
dador, a ser realizada no Laboratorio de
Hematologia do Laboratorio de  Patologia
Clinica.

+Realizacho do hemograma nas amostras dos
dadores que aceitaram participar no estudo.

+ Analise e discussio dos resultados obtides.

+ Conclusdes do estudo.

QUAIS SAO AS MAIS-VALIAS DESTE
ESTUDO?

A identificacdo dos fatores suscetiveis de
influenciar a  contagem de  plaguetas no
Concentrado Plaguetario, permitird ao servico, a
introducko de um nove método de selecho de
dadores baseado nos critérios de elegibilidade
dos dadores do Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantacdo, mas também incluir os dados
obtido neste estudo por forma a obter valor em
nomeadamente
necessitam  de

salude, nos  doentes  que
transfusdo  de concentrados

plaquetarios.

Deste modo, este estudo permitird ao servico
rentabilizar o stock de CP, aumentar a eficicia
trarsfusional dos CP e rentabilizar os recursos
humanas e materiais no servico e garantir a
qualidade dos componentes sanguineas.

Davidas?
Qualquer duvido e/ou esclarecimentos queira por
favor contactar:

Investigador Responsavel: Dra. Maria Armanda
Alves Serrdo Menezes Telf. +351 291705752 | e-
mail: 114500@alunos. estesl. ipl. pt

MUITO OBRIGADO!!!
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Apéndice lli

Tabela de registo de resultados
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Apéndice IV

Parecer do Conselho de Etica (CE) da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa (ESTeSL)

Referéncia interna do projeto: CE-ESTESL-N°.32-2020
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REFERENCIA INTERNA DO PROJETO: CE-ESTeSL-N2.32-2020 - Maria Armanda Alves Serrdo
Menezes

TITULO DO DE PROJETO: Fatores suscetiveis de influenciar a contagem de plaquetas nos
Concentrados Plaquetarios obtidos pelo Método de PRP

TIPO DE PROJETO/ESTUDO: Mestrado em Tecnologias Clinico-Laboratoriais

INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Maria Armanda Alves Serrdo Menezes

ORIENTADORES: Maria do Céu Leitdo & Antdnio Robalo Nunes

INSTITUICAO PROMOTORA: Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa/IPL

EQUIPA: na

INSTITUICAO(OES) ENVOLVIDAS: Servico de Satde da Regido Auténoma da Madeira (SESARAM)
RECEBIDO: 7 maio 2020

RESPOSTA CE: em 2020-06-24

RESPOSTA AO CE: 13 de janeiro de 2021

Exma2. Senhora Professora Maria do Céu Leitdo

Exm? Senhor Professor Anténio Robalo Nunes
Exm2. Senhora Dra. Maria Armanda Alves Serrdo Menezes, estudante de mestrado

Ap6s os esclarecimentos de 13 de janeiro de 2021 o Conselho de Etica da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa (CE-ESTeSL) considerou que todas as questGes anteriormente
levantadas foram clarificadas. O CE aprovou por unanimidade a emissdo de parecer favoravel.
Lembramos ainda que todos os estudos que envolvem a autorizacdo dos participantes e a
recolha de amostras e dados anonimizados e/ou codificados tém de cumprir com o estabelecido
no Regulamento Geral sobre a Protecdo de Dados de 27 de abril de 2016.

Por dltimo, solicita-se também que, ao abrigo do art® 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril e do
disposto no n223 da atual versdao da Declaragado de Helsinquia, dé igualmente conhecimento ao
Conselho de Etica da ESTeSL do relatério final com as conclusdes do estudo, de eventuais
alteragOes ao protocolo de investigacdo e demais informagdes tidas por relevantes.

Aproveitamos ainda para desejar o maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.

Com os melhores cumprimentos,

Prof2. Coordenadora Helena Soares
Presidente do Conselho de Etica da ESTeSL
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa
Av. D. Jodo I, lote 4.69.01, 1990-096 Lisboa

Tel. 218 980 447; Fax. 218 980 460
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Apéndice V

Parecer da Comisséo de Etica para a Saude e da Comissio
Cientifica e de investigacao do Servico de Saude da Regiao
Auténoma da Madeira, EPERAM.
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LR REGIAL ALTONCMA (4 MADEIRA

SESARAM....

Servico de Sadde da RAMEpERam

C/Conhecimento Exma. Senhora
O o Fewis Dra. Maria Armanda Alves Menezes
armandamiranda1@outlook.pt
Senvigo de Sa(de de RAM, EPERAM
SAIDA
Sua Referéncia: Sua Comunicagio: N/ Oficio: S.21000628 2021/01/26

Clazsificagio: 118

Assunto: Projeto de Investigagdo: “Fatores susceptiveis de influenciar a contagem de
plaquetas nos concentrados plaquetdrios obtidos pelo método de plasma risco em
plaquetas (PRP)"

Na sequéncia do vosso pedido de 30.06.2020, sobre o assunto mencionado em epigrafe,
informamos Vossa Exa. que o pedido de autorizagdo para a realizagéo de estudo/projecto de
investigagdo, mereceu parecer favoravel da Comissdo de Etica para a Salde e da Comisséo
Cientifica e de Investigagéo do Servigo de Salde da Regido Auténoma da Madeira, EPERAM,
0s quais se anexam.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente do Conselho de Administragdo

r@bv\‘é’“

/ ()Rafaela Fernandes

CANS

SESARAM, EPERAM |, Av. Luis Camdes, N° 57 , 9004-514 . Funchal . Madeira
Tedel; 291 709 600 « Fax: 291 707 401 + www.sesaram.pt « Contribuinte: 511 228 848
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Anexo |

Anticoagulante e conservantes/solucdes aditivas
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= Anticoagulante CPD
CPD (citrato, dextrose e fosfato), o Citrato liga-se ao calcio e previne a coagulacao do
sangue durante a colheita e durante o armazenamento, uma vez que interfere nas
etapas dependentes de célcio na cascata da coagulacdo. A dextrose é utilizada pelos
eritrocitos durante o armazenamento, sendo que a dextrose ajuda a formacéao de ATP
através da glicolise, e desta forma fornece os nutrientes que sdo necessarios aos

eritrcitos.

O fosfato, além de ser substrato para formacdo do 2,3-DPG, atua como um tampéo
ligando-se aos idess H+ produzidos durante a glicélise e impedindo a queda do pH que
€ o principal fator relacionado com a degradacdo do 2,3-DPG. Consequentemente,

existe uma menor taxa de hemolise e uma maior viabilidade celular.

O anticoagulante CPD € mais comumente usado, muitas vezes com solugdo aditiva nos
CE, pois mantém um pH alcalino e mantém os niveis de 2.3DPG. Permite o tempo de

armazenamento dos concentrados eritrocitarios seja de 21 dias.

= Conservante SAGM
Solugéo aditiva composta por dextrose, adenina, manitol e solugédo saliva, ao qual é
adicionada aos concentrados eritrocitarios, apos a centrifugacéo e remogéo do plasma,
cuja finalidade é manter a energia e viabilidade dos eritrocitos durante o
armazenamento, prolongando o tempo de armazenamento deste componente

sanguineo para 42 dias.

O manitol adicionado nessas solugdes tem um importante efeito na prevencdo da

hemolise.
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Anexo I

Procedimento para a recolha de amostras de CE, PPP e CP de

acordo com as instrucdes de trabalho utilizadas no SSMT
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Procedimento adaptado das instru¢cdes de trabalho

Para a recolha de amostras de controlo de qualidade dos componentes

sanguineos € necessario ter:

Material:

Sacos de transferéncia de 100 ml;

Tesoura

Tubos de EDTA para realiza¢do do hemograma

Suportes

Equipamentos:

Equipamento de conexdes estéreis — (CompoDock - € um dispositivo de conexao de

alta frequéncia, que permite a conexao estéril de dois tubos médicos em PVC estéreis

de sacos contendo componentes sanguineos)

Selador de conexdes

v RECOLHA DE CE

Procedimento:

Homogeneizar o concentrado eritrocitario, esvaziando 3 a 4 vezes a tubuladura
com o expressor manual e agitando suavemente o0 saco

Fazer uma ligagdo da tubuladura do saco a tubuladura de um saco de
transferéncia, previamente identificado com o n°® de colheita e n°® de dador,
usando o aparelho de conexao estéril;

Pendurar o saco do CE a analisar no carro de desleucocitacédo e por gravidade
encher o saco de transferéncia (+/-metade do saco) e homogeneizar

Inverter os sacos e repetir 0 mesmo procedimento entre 6 a 8 vezes, com 0
objetivo de homogeneizar a totalidade do CE;

Recolher para o saco de transferéncia +/- 20 ml do CE a analisar (Isto permite
fazer posteriormente repeticdo das analises, a partir do saco original, que se
mantém conservado de acordo com as suas caracteristicas, em local identificado
para o efeito — Reservado para Controlo de Qualidade.

As amostras para a realizacdo do controlo de qualidade ser&o efetuadas do
saco de transferéncia, mantendo assim o CE em sistema fechado.

Retirar amostra do saco de transferéncia para o tubo com EDTA e identificar a

amostra.
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v" RECOLHA DE CP

Procedimento:

Homogeneizar o CP, esvaziando 3 a 4 vezes a tubuladura com o expressor
manual e agitando suavemente o saco
Fazer uma ligacdo da tubuladura do saco a tubuladura de um saco de
transferéncia, previamente identificado com o n° de colheita e n° de dador,
usando o aparelho de conexao estéril;

Pendurar o saco do CP a analisar no carro de desleucocitagéo e por gravidade
encher o saco de transferéncia (+/-metade do saco) e homogeneizar;

Inverter os sacos e repetir o0 mesmo procedimento entre 6 a 8 vezes, com 0
objetivo de homogeneizar a totalidade do CP;

Recolher para o saco de transferéncia + 10 ml do CE a analisar (Isto permite
fazer posteriormente repeticdo das analises, a partir do saco original, que se
mantém conservado de acordo com as suas caracteristicas, em local identificado
para o efeito — Reservado para Controlo de Qualidade.

As amostras para a realizagdo do controlo de qualidade serdo efetuadas do
saco de transferéncia, mantendo assim o CE em sistema fechado.

Retirar amostra do saco transferéncia para o tubo com EDTA e identificar a

amostra.

RECOLHA DE PFC/PPP

Procedimento:

Homogeneizar o PFC, esvaziando 3 a 4 vezes a tubuladura com o expressor
manual e agitando suavemente o saco.

As amostras para a realizacdo do controlo de qualidade ser&o efetuadas a partir
do saco de PFC, no qual através de uma tesoura cortar a tubuladura e transferir
3 ml para o tubo com EDTA.

Selar a tubuladura e reservar o PFC para eventuais repeticoes.

Todas as amostras de CE, CP e PFC e enviar para o laboratério de Patologia Clinica —

laborat6rio de hematologia, devendo ser agitadas pelos menos durante 5 minutos e

processadas imediatamente.
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