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Artigo / Article

Estudo do método da extração da camada leucoplaquetária na produção de
hemocomponentes – avaliação laboratorial
A study of the Buffy-coat extraction method for blood component processing –  laboratorial
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Dentre os métodos para a obtenção de hemocomponentes destaca-se o método do
plasma rico em plaquetas (PRP) e o método da extração da camada leucoplaquetária
(ECLP). Este estudo tem por objetivo comparar os métodos do PRP e da ECLP na
produção de hemocomponentes. Foram processadas 88 bolsas de sangue total
(ST) pelo método do PRP, 130 bolsas triplas pelo método da ECLP (ECLPT) e 215
bolsas coletadas em bolsas quádruplas pelo método da ECLP (ECLPQ) com o uso
de extrator automático. Encontramos diferença estatisticamente significante na quan-
tidade de Hb total /unidade entre ECLPT e ECLPQ (p=0,005) e entre ECLPT e PRP
(p=0,007) no ST. Houve diferença estatisticamente entre ECLPT e ECLPQ
(p<0,001) e entre ECLPQ e PRP (p<0,001) para a quantidade de leucócitos. No
CH, encontramos diferença estatisticamente significante entre o método do PRP e
ECLPT e ECLPQ hematócrito (p<0,001), recuperação de Hb (p<0,001), Hb total
(p<0,001), leucócitos (p<0,001), depleção de leucócitos (p<0,001), quantidade de
plaquetas (p<0,001) e depleção de plaquetas (p<0,001). Para o concentrado de
plaquetas houve diferença estatisticamente significante entre PRP, ECLPT e ECLPQ
para o volume, recuperação de plaquetas e depleção de leucócitos (p<0,001). A
utilização do método da ECLP é vantajosa qualitativamente, pois os hemo-
componentes obtidos apresentam menor quantidade de leucócitos e plasma. O
método da ECLP com a utilização de bolsas quádruplas e a produção de CP a
partir de uma unidade de CLP é de implantação viável e de fácil padronização,
permitindo boa reprodutibilidade, bem como melhor aproveitamento de plasma e
plaquetas. Rev. bras. hematol. hemoter. 2004;26(3):167-176.

Palavras-chave: Transfusão de sangue; leucócitos; camada leucoplaquetária; con-
centrado de plaquetas; leucorredução.
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Introdução

Nos últimos anos, a literatura tem discutido extensi-
vamente os métodos de obtenção de componentes
sangüíneos com a menor quantidade possível de
leucócitos.1  Os leucócitos estão relacionados a diversos
fatores indesejáveis de uma transfusão de sangue, tais
como as reações febris não hemolíticas (RFNH), formação
de anticorpos HLA, refratariedade plaquetária, transmis-
são de doenças virais, como o citomegalovírus (CMV) e o
HTLV (vírus linfotrófico de células do tipo T humanas),
reações enxerto versus-hospedeiro e aumento da incidên-
cia de infecções pós-operatórias, dentre outros,2  haven-
do assim consenso sobre a importância da redução dos
leucócitos nos componentes sangüíneos,3 buscando-se
métodos eficazes e de baixo custo para retirá-los ou mes-
mo inativá-los.

Os efeitos deletérios dos leucócitos em pacientes
transfundidos são conhecidos desde o final da década de
50. Brittingham et al4  reportaram que a retirada da camada
leucoplaquetária (CLP) poderia prevenir reações trans-
fusionais febris não-hemolíticas. Em 1959, Chaplin et al5

descreveram o método da centrifugação invertida do san-
gue total (ST), utilizando uma bolsa tripla convencional.
Esse método apresentava vantagem sobre o das hemácias
lavadas, pois mantinha o sistema fechado e, portanto, li-
vre da possibilidade de contaminação bacteriana, possi-
bilitando armazenar as hemácias por até três semanas. No
entanto, o método da centrifugação invertida apresenta-
va como inconveniência o fato de ser muito laborioso,
removendo até 70% dos leucócitos à custa de grande per-
da de hemácias (mais de 30%).

Em 1977, Polesky 6  e Rock et al,7  em 1984, descreve-
ram que, além da centrifugação invertida, os métodos mais
utilizados até então para a remoção da camada leuco-
plaquetária eram a utilização de hemácias lavadas, hemá-
cias deglicerolizadas e o uso de filtros de microagregados.
Esses métodos eram trabalhosos e pouco eficientes para
a remoção de leucócitos, com grande perda de hemácias e
depleção de leucócitos nem sempre adequada, o que
ensejou o desenvolvimento de outras técnicas.

Já em 1962, Grenwalt et al8  descreveram a utilização
de um filtro composto de fibras de nylon e lã fortemente
empacotadas, que poderiam ser esterilizadas a gás e per-
mitir boa redução de leucócitos. Diepenhorst et al9 , em
1972, descreveram a quase completa remoção de todos os
leucócitos (98%) de plaquetas (90%) e uma boa recupera-
ção de volume de hemácias com a utilização de colunas
preenchidas com fibras de nylon e lã fortemente empaco-
tadas, ou fibras de acetato de celulose. Outros estudos
realizados demonstraram a eficiência dos filtros de
leucócitos.10,11,12

Atualmente a utilização de filtros é considerada o
método mais eficiente para a remoção de leucócitos. Com

os produtos atuais é possível remover mais de 99% dos
leucócitos, ou seja, obter redução da ordem de 3 a 4
logs.13,14  Isto é suficiente para diminuir ou mesmo evitar
as RFNH, aloimunização, refratariedade plaquetária15,16  e
transmissão de CMV.17 Atualmente existem dois tipos de
filtração: a pré-estocagem, e a pós-estocagem, também
chamada de filtração à beira do leito.18,19 O mais recomen-
dado é que se faça a filtração pré-estocagem, evitando-se
assim a permanência e a degradação dos leucócitos res-
ponsáveis pela produção de citoquinas.20  Estudos clíni-
cos confirmam que o percentual de reações agudas, após
transfusão de concentrado de plaquetas (CP) não filtrado,
foi superior a 35%.21  Com filtração pós-estocagem foi de
25%; com a filtração pré-estocagem foi de 12,5%.22,23

Antes do desenvolvimento dos atuais filtros de
leucorredução, os europeus retiravam a CLP através de
método descrito por Prins et al, em 1980.24  Esse método
era menos laborioso e oneroso que os outros utilizados
na época.

O grande passo no desenvolvimento da metodologia
de obtenção de componentes sangüíneos pela extração
da camada leucoplaquetária (ECLP) foi dado por Högman
et al,25,26 no final da década de 80, que patentearam as
bolsas tipo top and bottom (TAB) e um equipamento au-
tomático controlado por fotocélulas, que separa o sangue
total em CH, plasma pobre em plaquetas e CLP, de forma
surpreendentemente mais rápida e prática. Neste método,
a separação de componentes demora em média cerca de
13 minutos. Com um técnico, uma centrífuga e seis equi-
pamentos, aproximadamente trinta unidades de ST pode-
rão ser processadas em uma hora, ou seja, trinta unidades
homem/hora. Comparado ao método utilizado por Pietersz
et al,27 que retiravam a CLP manualmente, o ganho em
produtividade foi importante.

Neste estudo, pretendemos comparar as caracterís-
ticas dos componentes obtidos pelo método do PRP com
os resultantes pelo método de extração da camada leuco-
plaquetária (ECLP), utilizando bolsas TAB e extrator auto-
mático. Cabe salientar que, até a presente data, não exis-
tem regulamentos definidos pelo Ministério da Saúde que
descrevam as especificações dos componentes obtidos
pelo método de ECLP.

Casuística e Método

Neste estudo, realizado na Fundação Pró-Sangue
Hemocentro de São Paulo, foram comparados a qualidade
e o rendimento do método clássico, também denominado
de método da extração do plasma rico em plaquetas (PRP),
e outro, denominado método da extração da camada
leucoplaquetária (ECLP) para o processamento do san-
gue total (ST), com a obtenção dos seguintes componen-
tes sangüíneos: concentrado de hemácias (CH), plasma
fresco (PF) e concentrado de plaquetas (CP). Inicialmente,
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foram coletadas 88 bolsas de ST em bolsas triplas, sendo
todas fracionadas pelo método clássico em CH e em PRP.
A partir de cada unidade de PRP, originou-se uma unidade
de CP. Esta foi denominada de a primeira fase do estudo.
Na segunda fase do estudo, utilizou-se o método da ECLP,
onde foram coletadas 130 bolsas triplas TAB e processa-
dos em CH, PF e CLP. As unidades de concentrado de
plaquetas foram produzidas a partir de um conjunto de
quatro ou cinco unidades de CLP juntamente com uma
unidade de PF. Na terceira fase do estudo, foram coletadas
215 unidades de ST com bolsas quádruplas tipo TAB,
sendo todas fracionadas pelo método da ECLP em CH, PF
e CLP. Cada unidade de CLP deu origem a uma unidade de
CP. Todas as unidades coletadas nas três fases iniciais
foram analisadas laboratorialmente e seus parâmetros
comparados.

Neste estudo, foram empregados três tipos de bol-
sas plásticas de coleta de sangue todas de marca Baxter,
Fenwal Division, Deerfield, USA. As bolsas triplas CPDA-
1 foram utilizadas para a preparação dos componentes
sangüíneos pelo método clássico. Bolsas triplas e quá-
druplas modelo TAB Optipac® foram utilizadas para a ob-
tenção dos componentes pelo método da ECLP.

Todas as coletas de ST, no estudo, foram realiza-
das segundo a legislação.28 O tempo de sangria não foi
superior a 10 minutos, sendo coletados 450 mL ± 50 mL,
sob homogeneização constante do equipamento Optimix
V02, marca Fenwal Division-Baxter, Deerfield, EUA). As
bolsas de ST com volume inferior a 400 mL e superior a
500 mL foram excluídas do estudo. Todas as bolsas utili-
zadas neste estudo foram mantidas por duas horas em
repouso, em temperatura ambiente entre 20oC e 24oC, sen-
do todas fracionadas em até seis horas após o término
da coleta.

Processamento
Validação do método de obtenção de hemocom-

ponentes pela extração da camada leucoplaquetária
(ECLP)

Inicialmente foi feita a validação do método de ECLP
com 96 bolsas de ST processadas com o uso de extratores
automáticos Optipress  (Fenwall Division-Baxter,
Deerfield, EUA) e de testes para escolha da melhor combi-
nação de tempo e força g por minuto (dez combinações
diferentes: 2.490 g/10 min, 2.490 g/12 min, 2.833 g/10
min, 3.013 g/10 min, 3.013 g/10 min, 3.199 g/10 min,
3.199 g/12 min, 3.390 g/10 min, 3.586 g/10 min, 3.996 g/
10 min, 4.427 g/13 min), dando origem a 96 bolsas de CH,
PF e de CLP.

Para a preparação de CP, foram conectadas quatro
ou cinco unidades de CLP, com o uso de um sistema de
conexão estéril (SCD-Terumo , Japão), em conjunto com
uma unidade de plasma, e transferidos para uma bolsa de
transferência em PVC, com capacidade para 600 mL.

Para verificar a estabilidade da CLP, avaliou-se o pH
em 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas em sete conjun-
tos de CLP contendo cinco unidades cada.

Para aumentar o percentual de recuperação de hemo-
globina no CH a partir do sangue total centrifugado na
força g por minuto escolhida, trocou-se a placa reta que
acompanha os extratores automáticos Optipress® por ou-
tra de concavidade central (placa côncava). O pH de 33
unidades de CP foi medido nos dias 1, 2, 3, 4 e 5 de
armazenamento.

Após a validação foi iniciado o estudo comparativo
entre os métodos de PRP e ECLP em bolsas triplas e quá-
druplas.

Processamento pelo método do PRP (Método clás-
sico) – Primeira fase do estudo

Nessa fase foram coletadas e analisadas 88 bolsas
de sangue total, CH, PF e CP, totalizando 440 unidades.
Estes componentes foram escolhidos aleatoriamente, sen-
do todos analisados no dia da coleta.

As bolsas de ST foram homogeneizadas manualmen-
te antes de serem centrifugadas (Centrífuga marca Sorvall,
modelo RC3B, Kendro®, EUA) a 1.730 g por quatro minu-
tos (incluído o tempo de aceleração) com nível de desa-
celeração ajustado em 5 (3,14 minutos), o que corresponde
a 7,14 minutos de centrifugação. Após o que as bolsas
foram colocadas em um extrator manual (Fenwal Division-
Baxter, Deerfield, EUA). As unidades de CP e plasma fo-
ram obtidos a partir do PRP centrifugado a 2.490 g por
12 minutos, com nível de desaceleração 5 (3,14 minutos).
A seguir, as unidades de PRP foram colocadas no extrator
manual, permanecendo na bolsa o CP. As bolsas de CP
foram pesadas, devendo estar entre 50 e 70 gramas.

Processamento pelo método da ECLP com o uso de
bolsas triplas – Segunda fase do estudo – Método auto-
matizado

As bolsas triplas do tipo TAB com ST foram centri-
fugadas a 3.390 g por dez minutos e a seguir colocadas no
equipamento automatizado (Optipress® Fenwall Division,
Baxter, Deerfield, EUA), onde ocorre a separação do CH,
CLP e plasma. A CLP permaneceu no corpo principal da
bolsa, o CH foi transferido para a bolsa satélite inferior, e o
plasma, pelo tubo de transferência superior, fluiu para a
bolsa satélite superior. Os tubos de transferência das uni-
dades de CLP foram unidos um a um (quatro ou cinco
unidades) com uma unidade de plasma e uma bolsa de
transferência (PVC) de 600 mL. O conteúdo foi transferido
para a bolsa em PVC de 600 mL, que foi então conectado a
uma bolsa de transferência de poliolefina de 1.000 mL.
Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 1.339 g por
três minutos, com 2,3 minutos de desaceleração; ou a
2.169 g por cinco minutos com 2,35 minutos de desa-
celeração. Após a centrifugação, a bolsa de 600 mL foi
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colocada no extrator manual, transferindo o sobrenadante
(CP) para a bolsa de 1.000 mL de poliolefina. O resíduo que
permaneceu na bolsa de 600 mL foi descartado.

Processamento pelo método da ECLP com o uso de
bolsas quádruplas – Terceira fase do estudo

As bolsas quádruplas do tipo TAB com ST foram
centrifugadas a 3.788 g por dez minutos e a seguir coloca-
das no equipamento automatizado (Optipress® Fenwall
Division, Baxter, Deerfield, EUA), onde ocorre a separa-
ção do CH, CLP e plasma. Foram colocadas a seguir no
equipamento automatizado (Optipress®, Fenwall, Baxter
Division, Deerfield, EUA), onde ocorreu a separação do
CH, CLP e plasma. A CLP permaneceu no corpo principal
da bolsa conectado a uma bolsa satélite, para a qual foi
transferido o CP após a segunda centrifugação. O CH foi
transferido para a bolsa satélite inferior e o plasma fluiu do
tubo de transferência superior para a bolsa satélite supe-
rior. As bolsas satélites contendo CH e plasma foram se-
paradas do corpo principal por um selador manual. A pre-
paração de CP foi realizada a partir de uma unidade de
CLP.

Antes da centrifugação, a unidade de CLP permane-
ceu em repouso por pelo menos duas horas, para que
ocorresse desagregação das plaquetas. Após o que foi
realizada centrifugação a 335 g por cinco minutos com
2,05 minutos de desaceleração. Após a centrifugação, a
bolsa foi colocada no extrator manual que transferiu o
sobrenadante (CP) para a bolsa satélite. O resíduo que
permaneceu na bolsa principal foi descartado.

Análise laboratorial dos hemocomponentes
As análises laboratoriais foram realizadas em 440

componentes (88 ST, 88 CH, 88 CP, 88 PF e 88 PRP) proces-
sados pelo método do PRP, 1.275 processados pelo méto-
do automatizado em bolsas quádruplas TAB (215 ST, 215
CH, 215 PF, 215 CLP e 215 CP), e 520 componentes (130 ST,
130 CH, 130 PF, 130 CLP), processados pelo método
automatizado em bolsas triplas TAB. Também, por este
último método, foram analisados 24 componentes de con-
juntos de 5 CLP (12 conjuntos de 5 unidades de CLP e 12
CP), 80 componentes em conjuntos de 4 CLP (40 conjun-
tos de 4 unidades de CLP e 40 CP ) e 33 CP obtidos com 4
unidades de CLP.

Os parâmetros analisados nas unidades de ST, CH e
CLP foram: volume (mL), concentração de hemoglobina
total (g/dL e g/unidade), hematócrito, contagem de
plaquetas e de leucócitos. Nas unidades de CH foram ain-
da analisados: percentual de recuperação de hemoglobina,
percentual de depleção de leucócitos e de plaquetas. Nas
unidades de PRP, PF e CP foi medido o volume (mL) e
realizada a contagem de plaquetas e de leucócitos. Nas
unidades de PF foi também analisado o percentual de re-
cuperação de plasma. Por fim, nas unidades de CP foram

ainda pesquisados a recuperação de plaquetas, depleção
de leucócitos, pH e swirling.29,30

Metodologia estatística

As comparações das rotações quanto aos compo-
nentes de ST, CH, PF, CLP e CP foram realizadas pela aná-
lise de variância (nos casos de três ou mais forças g/min )
e teste t de Student para amostras independentes31  (nos
casos de duas forças g/min) com suposição de homo-
cedasticidade, quando os desvios-padrão não diferiam
significativamente, ou com suposição de heteroce-
dasticidade, quando os desvios-padrão diferiam signifi-
cativamente. Comparações múltiplas foram feitas com base
na estatística de Wald. Para as situações em que a suposi-
ção de normalidade dos dados não estava satisfeita, utili-
zaram-se os testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon para amos-
tras independentes.32

O nível de significância utilizado para os testes foi
de 5%.

Resultados

Os resultados da validação do método de ECLP (da-
dos aqui não apresentados) levaram à escolha da força de
centrifugação de 3.390 g/10 min para a primeira centri-
fugação, pois apresentaram menor quantidade e maior
depleção de leucócitos, maior recuperação de hemoglobina
e boa depleção de plaquetas, tendo sido esta a força g e o
tempo de cnetrifugação escolhidos para o processamento
de ST coletado em bolsas triplas do tipo TAB.

Já para as bolsas quádruplas, escolheram-se a pri-
meira centrifugação a 3.788 g por 10 min, e a segunda a 335
g, por 5 min. Os produtos resultantes apresentaram as
seguintes características: CH com maior percentual de
depleção de leucócitos e plaquetas, boa recuperação de
hemoglobina e menor quantidade de leucócitos em núme-
ros absolutos; CP com maior quantidade de plaquetas em
números absolutos e excelente percentual de recuperação
de plaquetas e depleção de leucócitos.

A média e desvio-padrão do pH e do primeiro ao
quinto dia de armazenamento de 33 unidades de CP obti-
dos de um conjunto de quatro unidades de CLP variou no
primeiro dia de 6,9 ± 0,2 a 6,6 ± 0,2 no quinto dia de
armazenamento. Nenhuma unidade apresentou pH abaixo
de 6,0 no último dia de armazenamento.

Durante a validação do método de ECLP foi testado
o uso de placa de extração côncava e reta para obtenção
de CH, tendo sido demonstrado que, com a placa cônca-
va, o volume, a quantidade de hemoglobina em g/dl, a
quantidade total de hemoglobina por unidade, o hema-
tócrito e a depleção de leucócitos foram maiores que com
a placa reta, sendo essas diferenças estatisticamente signi-
ficantes (p=0,0001). Foi escolhida para processamento, a
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partir da CLP coletada em bolsas triplas, a centrifugação
de 1.399 g por 3 min com 4 CLP obtidos com a placa
côncava.

Após a validação é que foi iniciado o estudo compa-
rativo entre os métodos do PRP e da ECLP. Na análise da
tabela 1 encontramos diferença estatisticamente signi-
ficante quando comparamos o volume nas unidades de
sangue total entre os métodos do PRP e ECLPT (p=0,002);
e na quantidade de Hb total /unidade entre ECLPT e ECLPQ
(p=0,005) e entre ECLPT e PRP (p=0,007). Houve diferença
estatisticamente entre ECLPT e ECLPQ (p<0,001) e entre
ECLPQ e PRP (p<0,001) para a quantidade de leucócitos.

Na tabela 2 são apresentados os resultados labo-
ratoriais no CH obtidos por PRP e por ECLPT e ECLPQ.
Encontramos diferença estatisticamente significante en-
tre o método do PRP e ECLP (tanto em bolsas triplas como
quádruplas) para volume (p=0,02), hematócrito (p<0,001),
recuperação de Hb do CH (p<0,001), Hb total (p<0,001),
leucócitos (p<0,001), depleção de leucócitos (p<0,001),
quantidade de plaquetas (p<0,001) e depleção de plaquetas
(p<0,001).

O volume de plasma encontrado para o PRP, ECLPT
e ECLPQ foi: µ=174,6±26,3 mL, µ=203,9±17,0 mL e
µ=214,5±22,1 mL, respectivamente. Houve diferença esta-
tisticamente significante entre ECLP (tanto para bolsas

triplas como quádruplas) e PRP (p<0,001); entretanto não
houve diferença estatisticamente significante entre ECLPT
e ECLPQ (p=0,1704). O percentual de recuperação de plas-
ma foi de µ=72±3,9% para o PRP, µ=73,9±2,4% para ECLPT
e µ=79,1±6,2% para ECLPQ, havendo diferença estatisti-
camente significante entre PRP, ECLPT e ECLPQ.

Na tabela 3 podemos observar que para a CLP hou-
ve diferença estatisticamente significante entre ECLPT e
ECLPQ para a quantidade de Hb em g/dL (p=0,006), para a
quantidade de Hb total/unidade (p=0,002), hematócrito
(p<0,001) e número de leucócitos (p=0,001).

Na análise da estabilidade da CLP analisou-se o pH
encontrado a 24, 48, 72 e 96 horas em sete unidades de
CLP armazenadas em repouso em temperatura ambiente
(20-24oC): variou de 7,1 ± 0,2 no final do primeiro dia foi em
média; no segundo dia, caiu para 7,0 ± 0,0; no terceiro dia,
para 6,8 ± 0,3; e no final do quarto dia, para 6,5 ± 0,0.

Na tabela 4, podemos notar que para o CP houve
diferença estatisticamente significante entre PRP, ECLPT
e ECLPQ para o volume, recuperação de plaquetas, e
depleção de leucócitos (p<0,001).

Discussão

O suporte transfusional é vital no manuseio de di-
versas situações clínico-cirúrgicas como tumores sólidos,

doenças onco-hematológicas, ci-
rurgias e transplantes, dentre ou-
tras. Depende da doação de san-
gue a partir de doadores voluntá-
rios, que é submetido a testes
laboratoriais que garantam a sua
segurança e qualidade. Portanto,
toda e qualquer metodologia que
possa vir a ser implementada com
o intuito de obter componentes de
melhor qualidade, maior eficácia e
segurança transfusional, deve ser
almejada e, quando possível, ava-§ hematócrito; * hemoglobina g/dl;  † hemoglobina total;  ¤ número de leucócitos / unidade

¥ número de plaquetas/ unidade

Tabela 1
Médias e desvios-padrão dos resultados de testes laboratoriais realizados em unidades de
sangue total (ST) coletados em bolsas triplas em CPDA-1 e processadas pelo método do
PRP, e pelo método da ECLP com o uso de bolsas triplas (ECLPT) e quádruplas (ECLPQ)

odotéM emuloV
)Lm(

tH §

)%(
*TbH
)Ld/g(

TbH †

)dinu/g(
.cueL ¤/
01xdinu 9

.qalP ¥/
01xdinu 01

PRP 6,8±0,054 1,3±3,93 2,1±3,31 3,5±7,95 3,1±4,3 6,1±7,7

TPLCE 6,61±7,854 2,3±0,04 0,1±8,3 4,5±4,3 0,1±2,3 0,2±9,7

Q-PLCE 0,51±7,154 8,3±8,93 2,1±0,31 2,6±5,85 4,0±1,2 8,0±0,8

Tabela 2
Médias e desvios-padrão dos resultados de testes laboratoriais realizados em unidades de concentrado de hemácias (CH)

coletados em bolsas triplas processadas pelo método do PRP, e pelo método da ECLP com o uso de
bolsas triplas  (ECLPT) e quádruplas (ECLPQ)

§ hematócrito; † hemoglobina total; †hemoglobina g/dl; ¤ número de leucócitos/unidade; ¥número de plaquetas/unidade
#percentual de recuperação de hemoglobina em CH; percentual de depleção de plaquetas em CH

 percentual de depleção do número total de leucócitos em CH

odotéM emuloV
)Lm(

tH §

)%(
TbH †

)Ld/g(
TbH †

)dinu/g(
.cueL ¤

01xdinu/ 9
¥.qalP
01xdinu/ 9

bH.ceR #
)%(

qalP.peD
)%(

cueL.peD
)%(

PRP 9,62±4,372 7,2±8,07 0,1±6,32 3,6±6,46 9,0±1,3 1,01±8,02 3,4±3,801 8,21±6,47 3,1±5,8

TPLCE 8,51±8,682 8,2±8,06 8,0±3,02 0,5±4,85 6,0±8,0 6,0±6,0 5,9±2,98 7,0±3,99 0,41±9,67

QPLCE 6,12±2,782 2,4±0,95 4,2±6,81 6,8±5,35 3,0±5,0 20,0±30,0 7,11±5,09 2,0±6,99 6,41±8,47
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liada. Antes, porém, da implantação de um método na roti-
na laboratorial, há a fase de validação, que é o estabeleci-
mento de evidência documental, que possibilita que o mais
alto grau de segurança de um processo específico resulte,
consistentemente, em um produto com características pre-
determinadas e de qualidade, sendo que, em relação ao
sangue e seus componentes, a literatura existente é es-
cassa.

Na primeira fase do estudo avaliamos as caracte-
rísticas dos componentes sangüíneos produzidos pelo
método PRP atualmente em uso na Fundação Pró-San-
gue Hemocentro de São Paulo. O ST utilizado para a ob-
tenção de componentes pelo método do PRP estava den-
tro das especificações do Ministério da Saúde. A quanti-
dade de leucócitos residuais no CH encontrada neste
estudo é compatível com os dados encontrados por
Heaton. As unidades de plaquetas estiveram dentro das
especificações do Ministério da Saúde,28 sendo os re-
sultados obtidos próximos aos encontrados no estudo
de Heaton,34 ou seja, quantidade média de plaquetas por
unidade na ordem de 7,0 x 1010, e de leucócitos residu-
ais, na ordem de 107.

As características dos componentes obtidos com o
método do PRP foram comparadas às dos componentes
obtidos pelo método da ECLP com o uso de bolsas triplas
e quádruplas. A padronização desse método seguiu
os preceitos descritos pelos pesquisadores que o ide-
alizaram.24,35,36,37  Os melhores resultados foram obtidos
com o uso do extrator automático tipo côncavo quando

comparados ao da placa tipo reta. O
uso da placa côncava permite melhor
recuperação de hemoglobina e maior
depleção de leucócitos nas unidades
de CH, melhorando o rendimento e
qualidade do produto. É descrito que
o método da ECLP está associado a
perdas de hemácias que permanecem
na CLP, em média 24 mL (IC 95%, 23,5
-24,5 mL), o que representa a média de
12,7% da quantidade total de hemácias
(IC 95% 12,5-12,9%).34 Utilizando a
placa côncava, a quantidade de
hemoglobina que permanece na CLP
é menor, melhorando o seu aprovei-
tamento.

Em 1996, Wildt-Eggen et al rela-
taram que, em muitos centros, o CP é
obtido de um conjunto de CLP sus-
pensa em uma unidade de plasma ou
solução aditiva e armazenadas por
cinco dias em bolsas de poliolefina de
1.000 mL. Os autores afirmam que
apesar do armazenamento nessas
bolsas, 29 entre 39 unidades de CP

que apresentam mais de 3,1 x 1011 de plaquetas possu-
em queda acentuada de pH, ou seja, pH menor que 6,8 e
fenômeno de "swirling" não satisfatório, sugerindo que,
nesses casos, as unidades de plaquetas sejam separa-
das em duas bolsas ou a quantidade de plaquetas ajus-
tada. Em nosso estudo, 27 de 33 unidades apresenta-
ram pH menor que 6,5 no quinto dia de armazenamento,
indicando a necessidade de redução do período de ar-
mazenamento para três dias ou ajustes na quantidade
de plaquetas armazenadas em cada bolsa. Outra possí-
vel causa da queda do pH pode ser o período de espera
de até 24 horas para processamento dos conjuntos de
CLP para a produção de CP, em função do grande nú-
mero de células presentes.  Os conjuntos de CLP só
foram processados após a expedição dos resultados dos
testes sorológicos.

Após padronizarmos e validarmos o método da
ECLP em nossa instituição, compararamos os hemocom-
ponentes obtidos pelo método do plasma rico em pla-
quetas (PRP), atualmente o mais utilizado em bancos de
sangue brasileiros com o da extração da camada
leucoplaquetária (ECLP), amplamente difundido e rea-
lizado na Europa.

Hurtado et al apresentaram os resultados obtidos
na análise de qualidade de hemocomponentes produzi-
dos pelo método da ECLP utilizando bolsas TAB e
extrator automático Optipress®. O volume de CH no
referido estudo foi de 279 ± 20 mL, valores similares
aos obtidos por nós tanto nos CH-ECLPT (286,8 ± 15,8

¤ número de leucócitos / unidade; ¥ número de plaquetas/ unidade;◆ percentual de recuperação
de plaquetas em CP; ✧  percentual de depleção de leucócitos em CP

Tabela 4
Médias e desvios-padrão dos resultados de testes laboratoriais realizados em unidades de

concentrado de plaquetas (CP) processados pelo método do PRP,
e pelo método da ECLP com o uso de bolsas triplas (ECLPT) ou quádruplas (ECLPQ)

odotéM emuloV
)Lm( gnilriwS Hp ¤.cueL

01( 6 )dinu/
¥.qalP

01( 01 )dinu/
qalP.ceR ◆
)%(

cueL.peD ✧
)%(

PRP 8,3±9,16 1,0±0,3 2,0±4,7 8,02±1,63 5,1±3,7 6,8±6,39 9,42±4,65

TPLCE 2,3±1,66 5,0±6,2 2,0±4,7 3,4±6,9 3,1±2,7 1,61±7,88 2,0±5,99

QPLCE 6,5±2,65 0,0±0,3 1,0±3,7 5,0±1,1 8,0±8,6 6,9±6,98 2,0±9,99

Tabela 3
Médias e desvios-padrão dos resultados de testes laboratoriais realizados em unidades
de camada leucoplaquetária (CLP) processadas pelo método da ECLP com o uso de

bolsas triplas (ECLPT) e quádruplas (ECLPQ)

§ hematócrito; †hemoglobina total; #número de leucócitos/unidade
número de plaquetas/unidade

odotéM emuloV
)Lm(

tH §

)%(
TbH †

)ld/g(
TbH †

)dinu/g(
soticócueL #

01( 9 )dinu/
sateuqalP
)dinu/0101(

TPLCE 7,11±5,111 1,3±6,42 0,1±1,8 0,2±1,9 9,0±6,2 7,1±5,7

QPLCE 0,7±7,311 2,3±0,13 9,3±8,01 6,3±1,21 7,0±8,1 1,1±6,7
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mL) quanto nos CH-ECLPQ (287,2 ± 21,6 mL). Quanto à
quantidade de Hb por bolsa, Hb=54,92 ± 7,16 g, a casuística
de Hurtado et al40 foi semelhante à por nós observada
para CH-ECLPT (58,4 ± 5 g/bolsa) e para CH-ECLPQ (53,5
± 8,6 g/bolsa). A quantidade de leucócitos nos CH, em
nosso estudo, variou de 0,8 ± 0,6 x 109 (CH-ECLPT) a 0,5 ±
0,3 x 109 (CH-ECLPQ), enquanto em Hurtado et al,40 a quan-
tidade de leucócitos encontrada foi de até 1,2 x 109, em
96% das unidades de CH.

Nos CH-PRP, o número de leucócitos residuais foi,
em média, 3,0 ± 0,9 x109 por unidade, valores bastante
próximos dos encontrados por Greenwalt et al  (2,88 ± 0,97
x 109). Porém, quando comparamos os resultados obtidos
pelos pesquisadores para o CH-ECLP (0,29 ± 0,07 x 109),
estes foram inferiores àqueles por nós encontrados em
CH-ECLPT (0,8±0,6 x 109) e em CH-ECLPQ (0,5± 0,3 x 109).

Na análise do plasma obtido por PRP, ECLPT e
ECLPQ, nossos resultados para volume foram inferiores
aos descritos por Hurtado et al40 (279 ± 19 mL). O percentual
de recuperação de plasma foi maior com a utilização do
método da ECLPQ (79,1±6,2%) do que com o método do
PRP(72±3,9%). Heaton et al34 descrevem em seus resulta-
dos que maior quantidade de plasma residual permanece
no CH-PRP (21%) em relação ao CH-ECLP com bolsas
TAB (6%).

A recuperação de plaquetas na CLP-ECLPT e na CLP-
ECLPQ foi acima de 90% da quantidade total de plaquetas
existentes nas unidades de ST na nossa casuística e na
casuística de Hurtado et al.40 O percentual de remoção de
leucócitos na CLP encontrado por esse grupo foi de 74±10%
da quantidade de leucócitos existentes nas unidades de
sangue total, sendo compatível com os dados encontra-
dos por nós, que foi de 74,8 ± 14,6% de remoção de
leucócitos nas unidades de CH-ECLPQ e com a grande
quantidade de leucócitos presentes nas unidades de CLP-
ECLPQ em nosso estudo (1,8 ± 0,7 x 109 por unidade). O
mesmo grupo descreve que 13 a 15% das hemácias são
perdidas nas unidades de CLP. Neste estudo, o percentual
de recuperação de hemoglobina do CH em relação ao ST
foi de 89,2 ± 9,5% para o CH-ECLPT e de 92,7 ± 6,3% para
o CH-ECLPQ.

Quando o volume dos CP-PRP ( µ=61,9 ± 3,8 mL) foi
comparado com aqueles por ECLPT (µ=66,1± 3,2mL) e
ECLPQ (µ=56,2 ± 5,6 mL), a diferença foi estatisticamente
significante (p<0,0001). Bertolini et al encontraram valo-
res bastante próximos para o CP-PRP (62±3,2mL), porém
muito inferiores para os CP-ECLP (45 ±3,2mL), assim como
para os descritos por Boeri et al43  (46 ± 6mL). Koerner
et al44  (68 ± 18ml) e Kluter et al45  (67,4 ± 3,4 ml) encontra-
ram volumes semelhantes aos por nós observados nos
CP-ECLPQ.

Em nosso estudo, o número de leucócitos encontra-
dos nos CP obtidos a partir do PRP foi de 36,1 ± 20,8 x 106,
próximo aos descritos por Muylle e Peetermans46  (39 ± 21

x 106) e inferior aos encontrados por Anderson et al47  (73
x 106), porém superior aos observados por Bertolini et al42

(25,6 x 106). Anderson et al47 e Bertolini et al,42 ao estuda-
rem a quantidade de leucócitos em CP-ECLP, encontraram
níveis que variaram de 1 a 13,6 x 106 a 1,9 x 106,  respectiva-
mente, valores próximos aos dos obtidos por nós em CP-
ECLP (1,1 ± 0,5 x 106).

Eriksson et al48 conduziram elegantes estudos nos
quais demonstraram que CP preparados a partir de con-
juntos de 4 unidades de camada leucoplaquetária no dia
da coleta de sangue apresentaram, in vivo, resultados se-
melhantes aos observados após a transfusão de CP por
aférese, pela análise do cálculo do CCI  (cálculo do incre-
mento plaquetário corrigido) e pelo teste de sangramento
de Ivy. 49

Em nossa casuística, não houve diferença estatisti-
camente significante entre o número de plaquetas em CP-
PRP (µ=7,3 x 1010) ,CP-ECLPT (µ=7,2 x 1010 ) e CP-ECLPQ
(µ=6,8 x 1010). Nossos dados em CP-ECLPT mostraram-se
similares aos descritos por Bubel et al50 (7,0 x 1010), inferi-
ores aos obtidos por Boomgard et al51 (9,0 x 1010), mas
superiores aos descritos por Kluter et al45 (5,4 ± 0,9 x 1010).
De acordo com a experiência de Hogman et al,36 a quanti-
dade de plaquetas obtidas pelo método da ECLP varia
consideravelmente conforme o hematócrito do conjunto
de CP-ECLP. Uma explicação para as baixas contagens de
plaquetas encontradas por alguns autores em CP-ECLP
foi atribuída à síndrome denominada "cherry buffy-coat",
em que os CP-ECLP que apresentavam coloração verme-
lho-cereja estavam associados ao acúmulo de O2, menor
CO2, maior pH e menor contagem plaquetária, quando
comparados aos CP-ECLP com coloração normal usados
como controles.52

A análise do método da ECLP mostrou que os
hemocomponentes produzidos a partir dessa metodologia
são seguros para transfusão de ST, CH, plasma e de CP,
sendo a redução de leucócitos maior que no método do
PRP.

Além da preocupação em reduzir o número de
leucócitos de hemocomponentes, com o intuito de dimi-
nuir a freqüência de reações transfusionais e efeitos
imunomodulatórios da transfusão, é importante o tempo
em que a leucorredução é realizada, após a coleta do san-
gue. Estudo de Bordin et al54 mostra que leucorredução
pós-estocagem de produtos sangüíneos pode não ser tão
eficiente como a feita no período pré-estocagem na pre-
venção do efeito promotor de crescimento tumoral das
transfusões alogeneicas em modelos animais.

A queda do pH e a alteração da morfologia plaquetária
(efeito de swirling) foram analisadas em nosso estudo.
O bicarbonato plasmático é utilizado durante a estocagem
dos CP-PRP como principal tampão para estabilizar o pH.55

Diferentemente do que descreveram Bertolini et al,42 em
que o pH nos CP-ECLP manteve-se, durante o arma-
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zenamento, praticamente igual ao observado no primeiro
dia de estocagem (6,9 ±  0,13), outros autores, como Boeri
et al,43 observaram uma queda significativa durante a
estocagem. O mesmo foi por nós encontrado, principal-
mente nos CP-ECLPT, sendo o pH no primeiro dia de 6,9 ±
0,2 e no quinto dia foi de 6,6 ± 0,2. Nos CP-ECLPQ, o pH no
primeiro dia de estocagem em nosso estudo (7,3 ± 0,1),
apresentou níveis superiores ao do CP-ECLPT (6,9 ± 0,2),
praticamente iguais aos observados por Boeri et al43 (7,3 ±
0,08), similares aos reportados por Kluter et al,45 (7,2 ±
0,04), mas superiores aos descritos por Muylle e
Peetermans46 (7,05 ± 0,17).

A presença de swirling correlaciona-se bem com os
valores de pH de CP, sendo um método não-invasivo e
que possibilita avaliar visualmente a viabilidade dos CP
produzidos.56,57 Os escores de swirling foram maiores nos
ECLPQ e PRP (3,0 ± 0,0) que nos CP-ECLPT2,6 em todos os
CP analisados, sendo que Boeri et al43 encontraram escore
de swirling maior ou igual a 2,5 em 94% das bolsas avalia-
das. O menor escore obtido pelo CP-ECLPT deve-se ao
fato de as unidades de plaquetas terem sido obtidas a
partir de um conjunto de CLP após período de quarentena
de até 24 horas para liberação dos testes sorológicos.

Umas das vantagens apontadas para os CP-ECLP é
que a remoção dos leucócitos do conteúdo plaquetário é
precoce evitando a ativação das plaquetas. A prevenção
da ativação plaquetária é importante para adequada fun-
ção in vivo das plaquetas após a transfusão.58  Em 1984,
Gottschall et al59 já chamavam a atenção para a importân-
cia da quantificação dos leucócitos no controle de quali-
dade dos CP.

Muitos países na Europa e ao redor do mundo ou
estão em prestes a implementar a leucorredução universal
para os CH e CP ou já o fizeram, sempre levando em consi-
deração os benefícios da remoção precoce dos leucócitos
desses hemocomponentes para aumentar a segurança
transfusional.60,61,62  Para tanto, controle dos processos e
de validação da produção de componentes sangüíneos
têm sido desenvolvidos e são cruciais para se atingirem
os níveis de leucorredução desejados (1 ou 5 x 106 leucó-
citos residuais). 63,64

Pietersz et al65 estudaram os efeitos da preparação
de CP-ECLP e a filtração pré-estocagem com o filtro
Autostop™, tendo conseguido um nível de leucorredução
(leucócitos < 1 x 106) em 99% dos CP assim processados.
Foi publicado estudo em que foi comparada a eficácia da
transfusão de CP-ECLP associados à filtração pré-
estocagem e à beira do leito, quando ficou constatado
que ambas preparações apresentaram excelente resulta-
dos na avaliação da contagem corrigida do incremento
plaquetário. 53

Já existem no mercado sistemas integrados que con-
sistem em uma bolsa, um filtro e um conteiner para a
estocagem de plaquetas. Após avaliarem esses sistemas,

van der Meer et al66 concluíram que conjuntos de CP as-
sim produzidos possuem vários benefícios, como menor
sobrecarga de trabalho, facilitando a operacionalização,
alertando, entretanto, que nem todas as combinações de
filtros e containeres para estocagem de plaquetas mostra-
ram-se adequados. Por fim, recomendaram a validação em
cada banco de sangue antes de implantação dessa siste-
mática na rotina de processamento de hemocomponentes.

Estudo similar publicado por Krailadsiri et al67 mos-
trou que os conjuntos de CP-ECLP preparados a partir de
uma combinação de três filtros e bolsas para o arma-
zenamento de plaquetas, apesar de serem equivalentes no
primeiro dia, diferiram significantemente durante a
estocagem em termos de ativação ou microvesiculação
das plaquetas.

Por fim, consideramos que a utilização do método da
ECLP em nosso meio é vantajosa sob o ponto de vista
qualitativo, pois os hemocomponentes obtidos apresen-
tam menor quantidade de leucócitos e plasma, resultando
em benefícios clínicos para os pacientes que necessitam
de transfusão. Conforme demonstrou-se neste estudo, o
método da ECLP com a utilização de bolas quádruplas e a
produção de CP a partir de uma unidade de CLP, é de
implantação viável, é de fácil padronização, permitindo
boa reprodutibilidade, bem como melhor aproveitamento
de plasma e plaquetas.

Abstract

The most commonly used methods for blood component
processing are the “plasma rich in platelets method” (PRP),
and the Buffy-coat extraction method (BC).The purpose of this
study was to compare these two methods in the processing of
blood components. Eighty-eight whole blood units (WB) were
processed by the PRP method, 130 blood units were processed
by the BC triple blood bag method (BCT) and 215 blood units
were collected in quadruple blood bags by the BC method (BCQ)
using an automatic extractor. A statistically significant difference
was observed in the number in the total Hb per unit of WB
between the BCT and BCQ methods (p=0.005) and between the
BCT and PRP methods (p=0.007). There were also statistically
significant differences between the BCT and BCQ methods
(p<0.001) and between BCQ and PRP methods (p<0.001) in
relation to leukocytes/mL. In the RBC concentrates, we found
statistically significant differences between the PRP method and
both the BCT and BCQ methods in respect to hematocrit levels,
Hb recovery, total Hb, leukocytes, leukocyte depletion, platelets
and platelet depletion (p<0.001 in all cases). We also found
statistically significant differences between the PRP, BCT and
BCQ methods for the volume, platelet recovery, and leukocyte
depletion (p<0.001) in platelet concentrates. The use of the
BC method is qualitatively advantageous as the blood
components obtained present a lower quantity of leukocytes
and plasma. The BC method with the use of quadruple blood
bags for the production of PC from one BC unit is reliable,
easy to standardize, allows good reproducibility, as well as
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better utilization of plasma and platelets. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2004;26(3):167-176.

Key words: Blood transfusion; leukocytes; Buffy coat; platelet
concentrates; leukoreduction.
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