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RESUMO

Introdugdo: A definicdo dos protocolos de centrifugagdo para o processo de
producdo de hemocomponentes € etapa fundamental na garantia da conformidade
do processo, porém sujeita a variaveis que tornam dificil tanto o desempenho ciclo a
ciclo na mesma centrifuga quanto a reprodugdo dos rendimentos obtidos. E possivel
minimizar o efeito dessas variaveis definindo como parametros de centrifugagao a
velocidade (RPM) e substituindo o tempo (min.) pelo efeito centrifugo acumulado
(ECA) calculado pelas centrifugas Sorvall® RC3BP+™. Objetivo: Avaliar a utilizagdo
do ECA em protocolo alternativo para a programacdo de centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ (CS) na producdo de hemocomponentes. Materiais e Métodos: O
sangue total (450 £ 45 mL) foi coletado em bolsas quadruplas Top and Bottom
(Fresenius Kabi, Brasil), centrifugado e separado em concentrado de hemacias
pobre em leucécitos (CHPL), plasma fresco congelado (PFC) e concentrado de
plaquetas buffy coat single (CPBCS) com uso de extratores (Compomat G5,
Fresenius, Germany). Os ciclos de centrifugacdo foram comparados através da
avaliagdo dos hemocomponentes produzidos em duas fases do estudo: Fase |
qualificagao funcional em quatro CS (X, XIllI, XVI, XXV) com dois protocolos distintos
definidos em RPM x tempo, cada um deles aplicado a duas das centrifugas (n=48;
12 unidades/CS) e Fase Il (n=54; 18 unidades/CS) qualificagdo com ciclos definidos
por RPM x ECA com protocolos idénticos aplicados a trés CS em operagéao (X, XllI,
XVI). Na fase Il foram acompanhados ciclos de centrifugagdo (n=9) em centrifuga
referéncia (X) para determinacdo dos valores de ECA utilizados na etapa Il
Resultados: Na fase |, quando aplicada a forma tradicional de programacao (RPM x
tempo) os hemocomponentes obtidos mostraram perfis similares na inspeg¢ao de
qualidade para a quase totalidade dos parametros avaliados, com excec¢ao do
volume no CPBCS (p=0,0002). Apesar das diferengas, o parametro atendeu ao
padrédo com 100,0% de conformidade. Na programacgao alternativa (RPM x ECA)
foram observadas diferencas significativas (p=0,0423) para as contagens de
leucécitos residuais no PFC e para o volume do CPBCS (p = 0,0074). A
conformidade para esses dois parametros foi de 100,0% em todas as centrifugas.
Demais requisitos da qualidade avaliados nas duas fases atenderam plenamente
aos padrdes com conformidades minimas de 95,8% (Fase |) e de 94,4% (Fase lll),

ambas relacionadas a contagem de leucécitos no CHPL. Discussao: Neste estudo



os parametros da qualidade dos hemocomponentes produzidos em CS nas
programacgdes convencional e alternativa foram avaliados. As diferengas observadas
em alguns parametros de inspecao podem ter outra origem que nao o protocolo
adotado. No entanto, ndo impactaram nos percentuais de conformidade, que se
mantiveram elevados em ambas as abordagens. Conclusdao: O uso do ECA
associado a velocidade de centrifugacdo garantiu resultados similares ao formato
tradicional de programacéo de centrifugas quanto ao atendimento aos percentuais
de conformidade e permitiu a replicagdo de um unico protocolo para todas as
centrifugas de mesmo modelo, diminuindo assim tempo e recursos gastos na fase

de qualificagado de desempenho das centrifugas.

Palavras-chave: centrifugacéo, buffy coat, metodologia



ABSTRACT

Introduction: The definition of centrifugation protocols for the production of blood
components is a critical step to ensure the compliance of the process, however it is
subject to variables that hampers both the cycle to cycle performance on the same
centrifuge and the reproduction of the yield obtained. The effect of these variables
can be minimized by defining parameters such as centrifugation speed (RPM) and
replacing the time (min.) by accumulated centrifugal effect (ACE) calculated by the
Sorvall® RC3BP+™ centrifuge.Objective: To evaluate the use of ACE in an
alternative protocol for the programming of Sorvall® RC3BP™ centrifuges (SC) in the
production of blood components. Materials and Methods: Whole blood (450 + 45
mL) was collected in Top and Bottom quadruple bags (Fresenius Kabi, Brazil),
centrifuged and separated into leukocyte-poor red blood cell concentrates (LP-RCC),
fresh frozen plasma (FFP) and buffy coat single platelet concentrates (BCPC) with
the use of extractors (Compomat G5, Fresenius, Germany). The centrifugation cycles
were compared through the evaluation of the blood components produced in two
phases: Phase | study functional qualification in four SC (X, XllI, XVI, XXV) with two
distinct protocols defined by RPM x time, each one of them applied to two of the
centrifuges (n=48; 12 units/SC) and phase Il (n=54; 18 units/SC) qualification with
defined cycles per RPM x ACE with similar protocols applied to three SC in operation
(X, XII, XVI). In phase Il, centrifuge cycles (n = 9) were followed in a reference
centrifuge (X) to determine the ACE values used in stage lll. Results: In phase |,
when the traditional programming method (RPM x time) was applied, the blood
components obtained displayed similar profiles in quality inspection for almost all of
the parameters assessed, with the exception of the volume of BCPC (p=0.0002).
Despite this difference, the parameter met the standards with 100.0% compliance. In
the alternative programming (RPM x ACE) significant differences were observed
(p=0.0423) for residual leukocyte counts in the FFP and the volume of BCPC (p =
0.0074). The compliance for these two parameters was 100.0% in all of the
centrifuges. Other quality requirements assessed in the two stages fully met the
standards with minimum compliance of 95.8% (Phase |) and 94.4% (Phase Ill), both
related to the leukocyte count in LP-RCC. Discussion: In this study, the parameters
of the quality of the blood components produced in SC in the conventional and

alternative programs were evaluated. The differences observed in some inspection



parameters may have a different origin than the adopted protocol. However, they did
not impact on compliance rates, which remained high in both approaches.
Conclusion: The use of ACE together with the centrifugation speed assured results
similar to the traditional programming of centrifuges regarding the percentages of
compliance and allowed the replication of a single protocol in all centrifuges of the
same model, thus reducing time and resources spent on the performance

qualification phase of the centrifuges.

Keywords: centrifugation, blood buffy coat, methodology
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1. INTRODUGAO

1.1. Produgao de hemocomponentes

Na hemoterapia atual, o0 sangue obtido no ato da doagao (sangue total)
nao € disponibilizado nesse estado para transfusdo, salvo bem definidas excec¢des.
Suas fragdes (elementos celulares e plasmaticos) sdo separadas dando origem a
diversos hemocomponentes: concentrados de hemacias e de plaquetas, plasma
fresco congelado e crioprecipitado. Essa separagcdo permite que condi¢des
adequadas de conservagao (temperatura, plastificante da bolsa, solugbes aditivas)
sejam garantidas isoladamente para cada hemocomponente, preservando suas
caracteristicas fisicas e funcionais e ampliando sua sobrevida. Essa estratégia
possibilita entdo o uso racional do sangue, a reducdo do risco de reacgdes
transfusionais (oferecimento apenas dos elementos terapeuticamente necessarios
associados a baixos volumes), melhor gerenciamento dos estoques, vantagens
logisticas e maior eficacia transfusional (1-3).

Durante muito tempo a reposicdo de plaquetas foi feita através da
transfusdo de unidades de sangue total (ST) e de concentrados de hemacias (CH)
criando uma limitagdo a abordagem clinica. Nesses componentes a viabilidade das
plaquetas ficava comprometida pelo tempo de acondicionamento das unidades em
ambiente refrigerado. Além disso, a concentragdo plaquetaria oferecida por
transfusdo era insuficiente para atingir doses terapeuticamente eficazes, levando a
necessidade de transfusdes de repeticdo e aos seus riscos associados (1). A
utilizagao posterior do plasma rico em plaquetas (PRP) ainda impds limitagdes pelas
condicbes de armazenamento praticadas, que afetavam a viabilidade e sobrevida
das plaquetas in vivo (4). A producdo de hemocomponentes nos moldes como
vemos hoje se tornou possivel com o desenvolvimento e aprimoramento das bolsas
plasticas, dos plastificantes especiais para armazenamento de plaquetas, dos
anticoagulantes, das solugdes nutritivas e das metodologias de preparagao (5-7).

Uma das primeiras metodologias para a separacido das plaquetas a partir
do ST coletado com solugdo anticoagulante composta de &acido citrico, citrato e
dextrose (ACD) foi desenvolvida na década de 1950, quando o sangue ainda era
coletado em frascos de vidro. O procedimento era trabalhoso e consistia de etapa
inicial de sedimentacdo espontanea das hemacias (potencializada pelo uso de
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dextran) e de centrifugagdes sucessivas para a concentragdo das plaquetas, nas
quais o triton era empregado para a prevengado da agregacdo plaquetaria (8). O
concentrado de plaquetas obtido (CP) permitiu a oferta de maiores concentragdes
plaquetarias associadas a baixos volumes por dose transfusional e trouxe novos
desafios a produgao de hemocomponentes.

As solugdes aditivas para preservagao das plaquetas (SAP) tornaram-se
disponiveis na década de 1980 permitindo maior recuperacdo de plasma no
processo de produgdo dos hemocomponentes, melhores condigcbes de
armazenamento das plaquetas e reducdo quantidade de anticorpos anti-A e anti-B
nas unidades produzidas (9).

Ao longo do tempo novas metodologias, insumos e equipamentos
tornaram-se disponiveis. A evolugao da produgdo meramente manual e trabalhosa
para a automacao iniciou-se com o surgimento dos equipamentos de conexao estéril
e de extracdo como Compomat® (Fresenius) e Optipress® (Fenwal) na década de
1980 (10,11). A automagdo permitiu ganhos substanciais, independente da
metodologia de producado utilizada, ao permitir melhor controle dos volumes de
hemocomponentes extraidos em cada passo do processo, minimizando perdas,
contribuindo para o incremento do teor de hemoglobina nas unidades de CH e para
maior recuperagdo de plaquetas no CP. Outros ganhos importantes foram as
reducdes nos tempos de extracdo, a diminuicdo da dispersao entre as medidas
(melhor padronizagao da producéo) e a maior consisténcia de resultados conformes
(10,12). Os avangos, em conjunto, deixaram a producdo mais agil e elevaram o
patamar de qualidade dos hemocomponentes.

A automacdo de segunda geracdo representada pelos sistemas OrbiSac®
(2003) e TACSI® (2007) ambos da Terumo BCT permitiu automacdo completa da
producao de pools de plaquetas obtidos do buffy coat (13-15). Equipamentos
introduzidos posteriormente como o Atreus® e o sistema Reveos® (Terumo) ja
permitem a completa automagdo de varios passos da produgdao dos
hemocomponentes a partr do ST. A cada inovagdo, a qualidade dos
hemocomponentes obtidos revelou-se equiparavel ou superior a da producgao

manual, garantindo um processo com maior uniformidade (15,17).
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1.2. Métodos de produgdao de hemocomponentes

A producdo de hemocomponentes para fins terapéuticos pode ocorrer
pela metodologia de aférese (coleta automatizada) ou por meio da coleta do sangue
total (ST) e seu posterior fracionamento. Na producdo de hemocomponentes a partir
do ST emprega-se o processo de centrifugacao diferencial, seguido da separacgéo
dos componentes com auxilio de extratores automatizados, sendo necessarios um
ou dois ciclos de centrifugagao / extragdao de acordo com os hemocomponentes que
serao produzidos (3).

No setor de processamento, é possivel produzir hemocomponentes com
perfis distintos de celularidade aliando as metodologias de produgéo disponiveis a
selegcdo de bolsas para coleta (sets de coleta) que apresentem a configuragéo
adequada ao tipo de producgao desejada, com ou sem automagao completa (1,15).

No entanto, as metodologias de produgdo devem ser adaptadas
localmente para a garantia de que todos os hemocomponentes obtidos de uma
mesma unidade de ST atendam aos padrdes de qualidade especificados, sem
comprometimento da viabilidade ao longo do armazenamento (6,18). Nesse
contexto, a definicdo da metodologia utilizada na fase de processamento (programas
e procedimentos) e o bom funcionamento dos equipamentos utilizados sao
essenciais (19).

Enquanto a produgdo de concentrado de hemacias (CH) e de plasma
fresco congelado (PFC) envolve apenas um ciclo de centrifugacdo e um ciclo de
extragdo, na produgao conjunta de CH, concentrado de plaquetas (CP) e PFC dois

ciclos de centrifugagao e duas etapas de extragcéo se intercalam (3).

1.2.1. Metodologia do Plasma Rico em Plaquetas

O método de producdo de concentrado de plaquetas (CP) utilizando o
plasma rico em plaquetas (PRP) é um procedimento padrao de obtencdo de
hemocomponentes bastante difundido desde a introducdo das bolsas plasticas nos
anos 1960, ainda bastante utilizado nos Estados Unidos, porém pouco expressivo
atualmente na Europa (20).

A obtencgao de CP pela metodologia do PRP consiste na coleta do sangue
total (ST) em um conjunto de bolsas triplas com a aplicagao inicial de centrifugagéo

leve (soft spin) para sedimentar as hemacias e parte dos leucdcitos € manter em



19

suspensao a maioria das plaquetas. O PRP ¢é entdo extraido para uma bolsa satélite
e o concentrado de hemacias (CH) permanece na bolsa principal. Logo apos a
extragdo, a bolsa com o PRP é submetida a uma centrifugagéo pesada (hard spin)
que resulta na sedimentacéo e adeséo das plaquetas ao plastico da bolsa. O plasma
pobre em plaquetas (PPP) em seguida € extraido para uma bolsa satélite e o CP,
apos repouso de cerca de duas horas, € colocado em homogeneizagdo para

desagregacao das plaquetas (3).

1.2.2. Metodologia do buffy coat

Na Europa, a preocupagdo com a contaminagcdo leucocitaria dos
concentrados de hemacias (CH) e com a qualidade dos concentrados de plaquetas
(CP), aliada a demanda crescente de plasma para processamento industrial,
estimulou na década de 1990 a adesdao a uma nova proposta de produgao
denominada metodologia buffy coat (BC) (20), introduzida posteriormente no Canada
em 2004 (21). Nos Estados Unidos essa metodologia teve pouca aceitagdo. Até a
década de 1990 houve predominio da producao de plaquetas a partir do PRP e a
partir de entdo até a atualidade a coleta por aférese predomina (12).

Em 1979 a Cruz Vermelha da Finlandia, com o objetivo de obter
leucdcitos para a produgéo de interferon de origem humana, deu inicio ao processo
de remocgao da camada leucoplaquetaria (buffy coat) formada apés a centrifugacéao
do sangue total (ST). Por meio da extracdo manual removia-se o plasma e na
sequéncia o BC contendo cerca de 80% dos leucdcitos. Os CHs resultantes
permaneciam viaveis para transfusdo. O uso regular desses concentrados de
hemacias com contaminacao leucocitaria reduzida foi associado a diminuigcdo dos
episodios de reagao transfusional (22).

O BC posteriormente revelou-se uma fonte excelente para a produgao de
CP com concentragdes plaquetarias elevadas, menor contaminagéo leucocitaria (20,
21) e menor incidéncia de reagdes transfusionais em comparagao ao CP obtido do
PRP (23).

A consolidacdo da metodologia do buffy coat incentivou a pesquisa de
novas solugdes para o aperfeicoamento dessa producdo, até entdo muito
dependente da extragdo manual do BC, que ocasionava variabilidade significativa no

perfil dos hemocomponentes obtidos. A introdugdo das bolsas Top and Bottom
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(TAB) permitiu um melhor isolamento da camada de BC e viabilizou a introduc&o da
extracdo automatizada (10,24-26).

Os concentrados de plaquetas obtidos do buffy coat (CPBC) podem ser
produzidos de forma unitaria (single) ou como pools. Estes ultimos oferecem doses
terapéuticas eficazes (27) e ao mesmo tempo permitem maior recuperagcdo do

plasma por meio de sua substituigdo por solugdes aditivas (28).

1.2.2.1. Bolsas quadruplas para remocgao do buffy coat

Inicialmente, na producéo pela metodologia BC foram usadas as bolsas
quadruplas Top Top (TT) (Figura 1A) que posteriormente foram substituidas pelas
bolsas quadruplas Top and Bottom (TAB) (Figura 1B). O modelo TT limitou a
remogao do BC ao processo manual e a mudancga do design do set de coleta trazida
com a bolsa TAB permitiu a associagdo do uso da automacéao nas fases de extragao.

A contaminacao leucocitaria dos hemocomponentes mostrou-se
dependente da configuragdo da bolsa utilizada no processo, sendo inferior quando
empregadas bolsas TAB que, associadas a automagao, permitiram a produgcdo e

reprodutibilidade de hemocomponentes de qualidade elevada (29-31).

Figura 1. A) Bolsa Top Top (TT); B) Bolsa Top and Bottom (TAB).
Modificado de Cerelli 2005 (30).

A bolsa TAB (Figura 1B) é dotada de duas tubulagdes para extragdo de
hemocomponentes, uma delas localizada em sua regido superior (fop) pela qual o
plasma extraido € enviado para uma bolsa satélite e a outra tubulacéo localiza-se na
regiao inferior (bottom) e permite o deslocamento do CHPL para outra bolsa satélite

contendo solugéo aditiva para a preservagao do CH por 42 dias (10).
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A contaminagdo de leucocitos € menor no modelo de bolsa quadrupla
TAB quando comparada ao modelo convencional TT em decorréncia da adeséo de
leucdcitos e plaquetas ao plastico da bolsa principal durante a centrifugacéo. No set
convencional a bolsa principal armazena o concentrado de hemacias pobre em
leucdcitos (CHPL) e nela podem restar, aderidas ao plastico, quantidades variaveis
de leucdcitos, que contribuem para a elevagido da concentracdo de leucdcitos
residuais. Nas bolsas TAB o CHPL é expresso para uma bolsa satélite e
permanecem na bolsa principal o BC e os leucdcitos e plaquetas aderidos ao
plastico (30,32,33).

Quando a contagem de leucocitos do doador chega ao patamar de 7 a 8 x
10%/uL o risco do aparecimento de unidades de CHPL ndo conformes aumenta
quando o modelo de bolsa utilizado € o TT, ao passo que para o modelo TAB essa

correlagao nao foi observada (30).

1.2.2.2. Produgcao de hemocomponentes com uso de bolsas Top and Bottom

O sangue total (ST) é submetido a um ciclo inicial de centrifugagao
pesada ou hard spin que tem como objetivo promover a sedimentagao de todos os
tipos celulares (hemacias, leucdcitos e plaquetas). Ao final do processo podem ser
visualizadas trés camadas distintas de componentes: as hemacias na parte inferior
da bolsa, na regido superior o plasma e entre ambas o BC contendo a maior parcela
de leucécitos e de plaguetas. Em sequéncia a primeira centrifugagéo é realizada a
extragao tanto do plasma fresco congelado (PFC) quanto do CHPL com auxilio de
um extrator automatizado. Desse processo resultam o PFC, o CHPL e o BC que fica
retido na bolsa original de coleta (3).

O BC passa entdo por uma segunda etapa de centrifugagcdo que tem
como objetivo de sedimentar as hemacias e leucocitos e ao mesmo tempo manter a
maior parte das plaquetas em suspensao no plasma (centrifugacdo leve). Na
sequéncia o plasma é extraido para uma bolsa satélite dando origem ao
concentrado de plaquetas buffy coat single (CPBCS). Na bolsa do BC, descartada
ao final do processo de producgao, ficam retidas as hemacias e a quase totalidade
dos leucdcitos. Alternativamente, os BC (4 a 6 unidades) podem ser associados em
pools e submetidos a centrifugagao leve para obtengdo dos pools de plaquetas
(3,32).
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O BC padrao para a producédo do CPBCS tem volume aproximado de 95
mL, hematocrito de 25% a 30% e fragcdo plasmatica de 65 mL (7,32) e retém cerca
de 90% a 95% das plaquetas do ST, deixando o plasma com poucos elementos
celulares (20). Devido ao perfil caracteristico do BC, ocorre redugéo média de 12,7%
da massa eritrocitaria presente no ST, que pode significar na pratica perda de 24 mL
de hemacias (7,25). Essa perda pode ser reduzida por meio de ajustes nos
protocolos de centrifugacéo e nos parametros de extragdo, permitindo recuperacoes

mais expressivas aliadas ao atendimento aos parametros da qualidade (7,34).

1.2.3. Perfil da producao pela metodologia buffy coat

Os pontos positivos associados a metodologia buffy coat (BC) em
comparagdo aos métodos convencionais de produgdo sdo a obtengdo de
hemocomponentes com baixas contaminagdes leucocitarias e consequente
diminuicdo de aloimunizagao e de reagdes transfusionais; redu¢do do aparecimento
de micro agregados durante o armazenamento dos hemocomponentes; producao de
concentrados de plaquetas a partir do BC (CPBC) com menor ativacdo das
plaquetas em comparagdo a metodologia do plasma rico em plaquetas (PRP);
aumento significativo na recuperagao do plasma que pode ser quase que totalmente
removido durante o processo de extragdo e concomitante preservacido do
concentrado de hemacias pobre em leucocitos (CHPL) em solug¢des aditivas como o
SAG-Manitol (2,33,35).

A producao de plaquetas a partir do BC pode ocorrer na data da coleta do
sangue total ou no dia seguinte, permitindo assim que o centro produtor organize
seu processo produtivo de forma ldgica, sem ampliagdo significativa dos turnos de
trabalho e possa garantir a producéo de CPBC dentro das necessidades locais, sem
interferir na recuperacao de FVIII:C, nas propriedades in vitro das hemacias e na
recuperacgao de plaquetas (36). O melhor rendimento (yield) de plaquetas obtido na
producdo pelo BC pode ser explicado pelo pH levemente mais baixo do sangue
coletado em CPD quando armazenado por 16 a 20 horas entre 20°C a 24°C e a
melhor deformabilidade das hemacias a 22 °C, que favorecem a obtengdo de uma
camada de BC com maior concentracao plaquetaria e sem micro agregados (36,37).

Estudos indicam que nos CPBC armazenados por até 24 horas a 22°C

tanto a recuperacao de plaquetas quanto a qualidade das mesmas nao é afetada
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(38,39) e que CPBC produzidos com permanéncia dos BC sem agitagdo a 22°C *
2°C por periodos de 3 a 24 horas, tém melhores recuperacdes de plaquetas quando
comparados aqueles produzidos logo apés a finalizagdo do primeiro ciclo de
centrifugacéao (1,36,38,40,41).

1.3. Centrifugagao

A separacdo das particulas soélidas de uma solugdo pode acontecer
naturalmente apenas sob a acdo da forca da gravidade terrestre (forca g), em um
processo denominado sedimentacdo espontanea (42). A velocidade de
sedimentagcdo espontanea (aceleracdo gravitacional) de uma particula resulta
somente da forga gravitacional que age sobre ela. A dimensao dessa forga € descrita

pela segunda lei de Newton (Equacgéo 1) (43).

F, =ma (1)

Equagdo 1. Segunda Lei de Newton. Onde: Fy = forgca gravitacional; m = massa da particula;
a = aceleragao gravitacional.

Para diminuir o tempo necessario a separagao de particulas e células de
uma solugdo, a sedimentacdo pela forca da gravidade pode ser substituida pela
forca centrifuga que € um campo gravitacional mais potente induzido artificialmente
pelas centrifugas e hoje essencial no cotidiano da producao industrial, farmacéutica
e também na producdo de hemocomponentes.

A forca centrifuga aplicada a uma particula sélida presente em um liquido
e submetida a movimentacgao radial pode ser calculada pela Equacao 2 e medida em
multiplos da forca da gravidade terrestre (g = 9,81 m/s?) e é dependente da

densidade da particula, da velocidade imposta ao rotor e do raio do mesmo (42).

m v?

F, = (2)

r

Equacao 2. Calculo da forgca centrifuga. Onde: F, = forga centrifuga; m = massa; v = velocidade; r =
raio (cm).
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A forma da particula também influi sendo que aquelas com formas
arredondadas sedimentam mais facilmente. A equacédo de Stokes (Equacdo 3)
descreve o movimento de uma esfera (célula) em um campo gravitacional permitindo
o calculo da sua velocidade de sedimentacao e explica comportamentos importantes
da velocidade de sedimentacdo das particulas, que € proporcional ao tamanho da
particula e a diferenca de densidade entre a particula e o meio; é zero quando as
densidades da particula e do meio sao idénticas; diminui a medida que a
viscosidade do meio aumenta e sofre incremento a medida que a forga gravitacional
aumenta (44,45).

— gdz(py - pm) (3)

|4
18u

Equacéo 3. Equagao de Stokes. Onde: V= velocidade de sedimentagao; g = aceleragédo da gravidade;
d = didmetro da particula; p, = densidade da particula; p, = densidade do meio; y = viscosidade do
meio.

Nas centrifugas de sedimentagdo, o movimento circular dos bragos do
rotor ao longo do seu eixo gera uma forca denominada for¢a centrifuga relativa
(FCR), responsavel pela movimentacdo de particulas e células presentes em uma
suspensao submetida a centrifugacdo. A movimentacdo é radial, deslocando
particulas e células ao longo do eixo de rotagdo em dire¢do ao fundo do recipiente
no qual estdo contidas, viabilizando a rapida separacao entre os elementos (pellet) e
a fase liquida da mistura (45).

A FCR calculada durante o ciclo de centrifugacdo e medida em multiplos
da forga gravitacional terrestre (g) sinaliza a forga aplicada apenas em um
determinado momento do ciclo de centrifugagédo e pode ser calculada pela Equagéo
4 (46). Ela descreve e compara a intensidade dos campos gerados por diferentes
tamanhos de rotores e diferentes velocidades de operagédo. Ja a forga centrifuga
total (FCT) caracteriza toda a forga aplicada no ciclo completo de centrifugagédo, em

unidades forga g x segundos (g-s) e pode ser calculada pela Equagao 5 (46).
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(RPM)2
FCR = 11,18r ——— (4)
10002
Equacdo 4. Calculo da forga centrifuga relativa. Onde: FCR = forca centrifuga relativa;

RPM = rotagdes por minuto (velocidade); r = raio do rotor (cm).

FCT = FCR X t (5)

Equacao 5. Calculo da forca centrifuga total. Onde: FCT = forga centrifuga total (g-s); FCR = forga
centrifuga relativa (x g); t = tempo em segundos (s).

1.3.1. Centrifugacao diferencial

Em suspensées com misturas de particulas que diferem em densidade e
tamanho a sedimentacdo das particulas acontece de forma heterogénea, seguindo
um gradiente de velocidade que diminui a medida que as densidades e tamanhos
diminuem. Ao se aplicar diferentes forcas de centrifugacdo em ciclos sucessivos é
possivel concentrar ou manter em suspensao as particulas de interesse. Esse é o
principio da centrifugacgao diferencial (44).

Na producdo de hemocomponentes pela metodologia buffy coat a
separagao celular resultante da centrifugacao é influenciada por variaveis que se
apresentam de formas distintas nos servicos de processamento como o volume do
sangue total, forca e tempo de centrifugacao, temperatura, tempo de repouso do
sangue total entre a coleta e o processamento, modelos e programas dos extratores

automaticos e das centrifugas (32).

1.4. Programacgao de centrifugas

A quantidade de centrifugacdo necessaria para uma dada separagao
pode ser medida em velocidade (rotagées por minuto — RPM) e tempo (segundos),
sendo essa forma de representagdao amplamente utilizada. No entanto, entende-se
que nao seja a forma mais adequada de medicdo, uma vez que nao leva em
consideracdo o raio do rotor da centrifuga. A medida que o raio aumenta ou diminui
o mesmo acontece com a forga centrifuga resultante da rotagcdo, mesmo a

velocidade sendo a mesma. (46).
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Por existirem diferengas entre os rotores dos modelos de centrifugas do
mesmo fabricante e entre as marcas do mercado, recomenda-se a utilizacdo da
forca centrifuga relativa (FCR) e do tempo (segundos) como parametro de
comparacgao da capacidade de sedimentagao entre as centrifugas (46-48).

As conversdes entre FCR e RPM podem ser obtidas facilmente com
aplicacdo de equagdes (Equacdes 4 e 6) ou mesmo por meio de programas de
conversao disponiveis na internet. No entanto, na maior parte das centrifugas tais

conversoes sao efetuadas automaticamente.

/FCR
RPM = 299,07 |— (6)

Equacdo 6. Conversdo da forca centrifuga relativa (FCR) em rotagdes por minuto (RPM). Onde:
FCR = forga centrifuga relativa; r = raio maximo (cm); RPM = rota¢des por minuto (velocidade).

1.4.1. Efeito centrifugo acumulado (ECA)

E dificil transferir programas de centrifugacdo de uma centrifuga para

outra com boa taxa de sucesso. O tempo e a velocidade ou forga g definidos para os
ciclos de operacao sao extremamente importantes, porém sabe-se que as fases de
aceleracdo e desaceleragao sao variaveis que contribuem de forma consideravel
para o resultado final (49,50).
Podemos citar ainda outras variaveis importantes como o modelo do equipamento e
a carga durante o ciclo (massa total colocada no rotor). Hégman et al. (1982) (49)
propuseram uma metodologia de transferéncia das condigdes de centrifugacao de
uma centrifuga para outra com o intuito de garantir a preservacédo das recuperacgoes
de plaquetas. Tal metodologia baseou-se no calculo manual da forga g total aplicada
durante o ciclo completo de centrifugacéo e posteriormente foi usada por Raffaldoni
e Ghessi (1986) (50) na comparagao de ciclos de centrifugagdo entre modelos
distintos de centrifugas.

Em 1982 Masse et al. (51) apresentaram uma proposta parecida a de
Hogman, também pautada na definicdo do programa de centrifugacéo pelo uso da
forga total aplicada ao ciclo de centrifugagdo para obtengdo do plasma rico em
plaquetas (PRP), desconsiderando a desaceleracdo. Nessa proposta os calculos

manuais foram substituidos por um mecanismo acoplado a centrifuga, capaz de
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calcular automaticamente a for¢a g acumulada ao longo do tempo de centrifugagao
e de garantir sua reprodugdo em outros ciclos, pelo controle do tempo de
centrifugacao a partir da fixagao da velocidade.

O efeito centrifugo acumulado (ECA), calculado pela fungao integral
(fo?df), € um nimero que expressa a forca centrifuga total aplicada ao ciclo de
centrifugacédo e pode ser usado para padronizar o efeito total da centrifugacéo. Ele
mede a area sob a curva velocidade e tempo de centrifugacdo, do inicio ao final do
ciclo, incluindo a contribuigao significativa das fases de aceleragéo e desaceleragao.
Esse parametro de referéncia pode ser usado na melhoria do protocolo de
centrifugacao, com finalidade de melhorar a reprodutibilidade de resultados entre as
centrifugas de mesmo modelo e entre os ciclos de um mesmo equipamento (46,52).

Na centrifuga Sorvall® RC3BP+ o célculo do efeito centrifugo acumulado
é feito pela funcdo ACE" (accumulated centrifugal effect). Uma vez selecionada
essa fungédo no painel de controle, a centrifuga calcula o efeito da velocidade em
relacdo ao tempo (area cinza na Figura 2) e a duragdo da corrida é alterada para
compensar as variagdes de aceleragao existentes durante a fase de aceleracdo. As
variagdes mencionadas podem ser atribuidas a carga imposta ao rotor e
configuracdo do mesmo, as oscilagdes de tensao da corrente elétrica que afetam a
poténcia do motor ou pequenas diferencas mecanicas, geradas inclusive pelo

desgaste normal da centrifuga (Figura 3) (47,52).
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Figura 2. Efeito centrifugo acumulado ao final da fase de platé (area em
cinza abaixo da curva) corresponde a forca aplicada no ciclo de centrifugagcéo
até o final da fase de aceleragéo constante, ndo incluindo a desaceleragéo.
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Figura 3. A curva velocidade x tempo indica os padrdes de aceleracdo alcangados pela
centrifuga com o rotor operando em dois extremos de carga (2 e 6 bolsas). Com duas

bolsas a forga aplicada € maior uma vez que a velocidade programada € atingida mais
rapidamente e o tempo de duragao do ciclo é fixo. Extraido de Downey H. (53).

Ainda de acordo com o fabricante Thermo Scientific “Ao contrario do ciclo,
que é supervisionado através do tempo, a selegdo do ACE oferece um tipo mais
avancado e mais exato de supervisdo do ciclo, no qual os resultados das
separagdes, a capacidade de repeticido dos ciclos e a confiabilidade dos resultados

sao melhorados” (47). O valor da integral pode ser calculado a partir da equacéo 7:

fwz dt = w? fdt = w?At (7)

Equacdo 7. Funcédo integral utilizada no célculo do efeito centrifugo acumulado (ECA). Onde:
At = mudancga no tempo (segundos); w? = velocidade angular.

w? =2m [n/60]

n = velocidade (RPM)

1.5. Qualificacao de desempenho de centrifuga

Na rotina de producdo de hemocomponentes, a etapa de testes realizada
para identificar as melhores condigdes de operacgao dos ciclos de centrifugagédo que
permitam a obtencdo de hemocomponentes dentro dos padrdes de especificacdo da
qualidade é denominada qualificagcdo de desempenho de centrifuga ou calibracao
funcional de centrifugas (3). E uma atividade conduzida pelo setor de

processamento, com suporte do laboratério de controle de qualidade.
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A forga e a duragao selecionadas para os ciclos de centrifugacao afetam
diretamente a recuperacdo de plaquetas no PRP, no BC e no CP. Interferem
também no hematdcrito do CH e no volume do PFC.

No processo de identificacdo das condigdes que permitam recuperagdes
significativas de células e plasma nos componentes intermediarios ou finais (CH / CP
/| PFC) a abordagem utilizada com frequéncia é a fixagdo arbitraria de uma das
variaveis de centrifugacdo (RPM / FCR) e alteragbes também arbitrarias da outra
(tempo). A avaliacdo do impacto de tais associagdes € feita por meio da coleta
amostras ao longo das etapas de centrifugagdo, podendo incluir a avaliagédo de
amostras dos doadores, do sangue total, dos componentes intermediarios e dos
hemocomponentes finais de acordo com o protocolo do servigo (3,52).

A avaliacdo dos dados gerados na analise das amostras: percentuais de
recuperacao de plasma e de células e o atendimento aos requisitos da qualidade
permitem a identificacdo das melhores condigbes de centrifugagdo para o processo.
Fixadas as condi¢gbes para a primeira centrifugacdo a sistematica € repetida no
sentido de definir o programa para o segundo ciclo.

Kahn et al. (1976) (53) propuseram a eficiéncia do procedimento de
centrifugagcdo como um parametro adicional nesse tipo de avaliagdo, definindo
eficiéncia como o rendimento plaquetario dividido pelo tempo total do ciclo
(somatdria dos tempos de aceleragao, velocidade maxima e desaceleracao).

Na caracterizagao dos ciclos quando da incorporagédo de novos modelos
de equipamentos ou novos processos 0 numero de associacdes de condicoes
possiveis, considerando-se as duas fases de centrifugacéo, pode ser elevado (53).
Na fase dos testes das associacbes das variaveis de programacdo € comum a
realizacdo, para cada uma delas, de no minimo dois ciclos de centrifugacdo com
carga maxima do rotor e avaliagdo de pelo menos 12 unidades de
hemocomponentes produzidos, para melhor caracterizacdo dos resultados
(5,49,53,54).

O fabricante Thermo Fisher Scientific recomenda alteragbes na
velocidade na casa de 200 RPM ou incrementos ou decréscimos de 30 segundos
nos ajustes dos programas de centrifugagao (protocolos), até que a recuperagao
desejada para todos os produtos seja alcangada (52).

Em contraponto a escolha aleatéria de perfis de centrifugacao, Reiss e

Katz (1976) (54) propuseram a variagao simultdnea das variaveis for¢ca e tempo com



30

aplicacdo da estratégia simplex (utilizada em quimica para a definicdo de
experimentos) objetivando melhorar o processo de selegdo dos parametros para os
ciclos de centrifugacédo. Nela os resultados preliminares direcionam os valores que
seguidamente serdo utilizados como variaveis, eliminando a subjetividade /
aleatoriedade dessa fase do processo. Essa abordagem, no entanto, teve pouca
adesao na pratica.

Algumas associagdes de forga e tempo podem resultar em agressdes ao
componente produzido e redugdo de sua viabilidade e devem ser identificadas e
evitadas. Um exemplo é a utilizagdo de forgas iguais ou superiores a 4000 g x 10
minutos na centrifugagéo do PRP para produgéo de concentrado de plaquetas (5).

As possibilidades de programacao sao variadas, diferem bastante entre
os grupos de trabalho (53,55) e condi¢des distintas de centrifugacdo podem resultar
em altas recuperacdes de plaquetas e plasma. Recomenda que, ao selecionar um
perfil de centrifugagcédo dentre aqueles que apresentaram as mais altas recuperagoes
de plaquetas, a opgao seja feita pelo programa que incorpore o menor tempo
combinado com a velocidade mais baixa e que gere contaminacdo aceitavel de
hemacias (3).

Apesar de ser uma etapa importante, a definigdo dos programas de
centrifugacdo é em certa medida um processo de tentativa e erro (53), que
invariavelmente necessita ser repetido para cada uma das centrifugas do centro
produtor, pois na pratica, nem sempre € possivel reproduzir as recuperagdes
desejadas assumindo os mesmos programas para todas as centrifugas do centro.

A incorporagdo de recursos disponiveis hoje nos softwares de alguns
modelos de centrifugas (ndo valorizados ou mesmo desconhecidos pelos usuarios)
pode agregar melhorias ao processo de centrifugacao (54), sendo um deles a fungao
integral que calcula o efeito centrifugo acumulado (ECA), disponivel nas centrifugas
Sorvall RC3BP+.

Embora a utilizagdo da integral ndo seja um recurso novo (49,51,56)
notam-se mais recentemente referéncias a sua utilizacdo em substituicdo a proposta
classica de programagao de ciclos, com meng¢ao a maior facilidade de reprodugao
das condicbes de operacao dentro do parque de equipamentos de um mesmo centro
e entre centros diferentes, com potencial de preservar a qualidade dos
hemocomponentes obtidos (21,30,52,57).
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A reproducao bem sucedida de um mesmo programa de centrifugagao em
todas as centrifugas da area produtora, em tese, pode significar a redugao tanto do
tempo quanto de recursos investidos na qualificacdo de desempenho desses
equipamentos, seja na implantagdo de novo processo produtivo, na tratativa de nao

conformidades ou apds manutengdes corretivas de impacto.

1.6. Centrifuga Sorvall® RC3BP™ Plus

A centrifuga Sorvall® RC3BP™ Plus (Sorvall RC3BP+) do fabricante
Thermo Fisher Scientific € uma centrifuga de baixa velocidade, versatil, controlada
por microprocessadores e muito utilizada em aplicagdes industriais e nas rotinas de
processamento do sangue. Opera na faixa de temperatura de -10°C a +40°C e entre
os limites de 300 e 5.000 RPM. Permite o alcance de FCR maxima de 7.277 x g
(considerando o raio maximo) e a leitura de velocidade, feita por tacOmetro
eletrénico digital, tem sensibilidade de +/- 20 RPM. Apresenta nos modos slow start
e slow stop 11 perfis distintos de aceleragao e de desaceleracdo. Assim, permite
melhor controle da ressuspensdo celular durante a frenagem. Um comando
adicional, o step-mode run, associa programas e permite aumentos gradativos da
velocidade de centrifugacdo em estagios pré-programados, ampliando as
possibilidades de programacao (47).

O rotor H-6000A Sorvall RC3 BP+ tem raio maximo de 26,06 cm e é
dotado de 06 cagapas moéveis com capacidade maxima de 1000 mL cada uma,
comportando no maximo 06 unidades de sangue total (ST). Permite, com uso de
adaptadores especiais, o processamento de até 12 unidades de buffy coat (BC) por
ciclo. Cada cacapa do rotor suporta carga maxima de 2.575 g quando
completamente preenchida, considerando-se a somatéria das massas da propria
cagapa, do set de bolsas (incluindo filtros in line), das tubulagbes, dos discos de
balanceamento e dos adaptadores utilizados (48).

Para garantir um bom processo de centrifugacao, as bolsas de sangue
devem ser inseridas adequadamente nos adaptadores e o0s conjuntos
bolsa/adaptador precisam ser balanceados dois a dois para ajuste das massas (g)
com o auxilio de discos de borracha de pesos diversificados. Para o correto
balanceamento a diferenca no par de adaptadores nao deve exceder 10 gramas
(47).
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Na aquisigao desse modelo de centrifuga ou a qualquer momento durante
seu uso € possivel adquirir um software adicional disponibilizado pelo fabricante
(Software Centri-Log®) passivel de interfaceamento com o sistema informatizado
utilizado pelo centro produtor. Esse software permite a rastreabilidade dos
hemocomponentes processados em um mesmo ciclo de centrifugagdo do
equipamento, além de capturar eletronicamente dados dos ciclos como data, horario,
velocidade e temperatura permitindo dessa forma a potencial identificacdo de
desvios de operagao (programacao) ou de desempenho do equipamento auxiliando,
portanto, na investigagdo de desvios identificados no processo de produgao

habitualmente de dificil identificagao.

1.6.1. Manutencao preventiva de centrifugas

A manutencdo preventiva das centrifugas deve ocorrer a intervalos
regulares sugeridos pelo fabricante ou com periodicidade menor a critério do usuario
e inclui a inspecao fisica e elétrica, a limpeza e o teste do equipamento (47).

A velocidade da centrifuga é controlada por um potencibmetro que

aumenta ou diminui a voltagem fornecida ao motor e exige recalibragbes periddicas.

1.7. Validagao de processo

Entende-se como validagao de processo a coleta e a avaliagido de dados
tomados em etapas distintas do ciclo de vida do processo e do produto, que
temporalmente se estende desde a concepcao inicial do processo de producgao até a
produgcao do produto para distribuicdo e que estabelece evidéncia cientifica de que
um processo € capaz de entregar um produto de qualidade de forma consistente
(58).

A qualificacdo de desempenho das centrifugas da area de processamento
do sangue € uma das etapas essenciais da validagao do processo de produgéo de
hemocomponentes no qual a modalidade de validagdo mais utilizada é a
concorrente, ou seja, aquela que acontece durante a rotina de producdo, com

avaliagao dos produtos finais do processo (hemocomponentes).
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1.8. Controle de qualidade de hemocomponentes

Uma vez validado um determinado processo de producdo, a pratica
regular do controle de qualidade de hemocomponentes é a maneira de efetuar um
segmento dos resultados da rotina de producéo que permita a detecgao e a corregao
de eventuais perdas de eficiéncia do processo, por meio da detecgao de padroes
nao conformes nos hemocomponentes amostrados (3,59). A amostragem deve
contemplar toda a diversificagdo de hemocomponentes produzidos em periodos
predeterminados da producao e acontecer de forma rotineira ao longo dele.

Os resultados obtidos nas inspec¢des devem ser comunicados as areas
produtoras o0 mais brevemente possivel, criando assim a oportunidade de uma
avaliagao critica do desempenho do processo, capaz de permitir quando necessaria,
a tomada rapida de agdes e a contengao de problemas.

No Brasil, a realizacdo do controle de qualidade de hemocomponentes é
obrigatdria pela Portaria de Consolidagdo n°05 de 03 de outubro de 2017 (60), que
define também aspectos pertinentes as amostragens, aos parametros da qualidade

e aos percentuais de conformidade minimos aceitaveis.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

e Avaliar a viabilidade da aplicagao do efeito centrifugo acumulado (ECA) por
meio do uso da fungdo ACE (accumulated centrifugal effect) recurso
disponivel nas centrifugas Sorvall® RC3BP+™ utilizadas no setor de
Processamento do Hemocentro de Campinas/UNICAMP, como parametro de
programacao de ciclos de centrifuga¢cdo na produgédo de hemocomponentes a
partir de bolsas quadruplas Top and Bottom (TAB) em associacdo a

velocidade de centrifugacao.

2.2. Especificos
e Avaliar o perfil dos hemocomponentes produzidos a partir de bolsas
quadruplas TAB durante a etapa final de qualificacdo de desempenho de
centrifugas realizada com a proposta convencional de programacéao de ciclos
(programas de centrifugacao definidos por velocidade x tempo).



34

¢ |dentificar, para cada centrifuga utilizada na produgdo de hemocomponentes
a partir de bolsas TAB, os valores médios de ECA para os dois ciclos de
centrifugacdo, por meio da extracdo de dados durante a rotina de
processamento, com as centrifugas programadas com base nos parametros
rotacbes por minuto (RPM) e tempo (minutos), conforme definicdo

estabelecida na fase de qualificagdo de desempenho de centrifugas.

e Realizar a qualificagdo de desempenho das centrifugas utilizando os
parametros RPM e ECA, com fixacdo dos mesmos programas de primeira e
segunda centrifugacdo para todos os equipamentos, tomando como
referéncia os valores de ECA obtidos de uma das centrifugas, definida como

referéncia pela area de processamento.

3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado na Secdo de Processamento e Distribuicdo do
Hemocentro de Campinas / Unicamp no periodo de agosto de 2017 a abril de 2018 e
teve como foco a programacdo dos ciclos de centrifugacédo de centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ para a produgcdo de hemocomponentes a partir do sangue total coletado
em bolsas quadruplas top and bottom (TAB) caracterizando-se por trés etapas

distintas com fluxos e casuisticas indicados na Figura 4 e Tabela 1, respectivamente.
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FASE | FASE Il FASE lll
Qualificagdo de desempenho Rotina de processamento (RPM x tempo) Qualificagdo de desempenho
RPM x tempo Identificagao dos valores de ECA RPM x ECA

ST coletado em bolsas TAB
12 unidades processadas por centrifuga

Repouso minimo de 2 horas
(placas 1,4-butanodiol)

Ciclo1 de centrifugacédo
2 a 6 horas apds coleta do ST
Centrifugas X, XIII, XVI, XXV
3.500 RPM; 12 minutos;
aceleracao livre; slow stop 5
{

ST coletado em bolsas TAB
Rotina de processamento habitual

Repouso minimo de 2 horas
(placas 1,4-butanodiol)

Ciclo1 de centrifugacédo
2 a 6 horas apo6s coleta do ST
Centrifugas X, XIII, XVI
3.500 RPM; 12 minutos;
aceleracao livre; slow stop 5

Extragcao
ar [ i
-
CHPL PFC BC —‘
Amostragem Repouso

(sistema fechado) Overnight
12 unid./centrifuga (placas 1,4-

N butanodiol)

Congelamento 12 unid./centrifuga
(PFC)
A Massageamento e
Armazenamento Centrifugacao
CHPL e PFC (ciclo 2)
[ |
Centrifugas Centrifugas
XeXll XVI e XXV
1.380 RPM; 1.450 RPM;
5 minutos; 5 minutos;

aceleragao livre;
slow stop 5; 22°C

aceleragao livre;
slow stop 5; 22°C

)

Extracao

CPBCS
\

Amostragem em
sistema fechado
(4 horas apés
agitagao)

12 unid./centrifuga

Armazenamento

L
Residuo de BC
\

Descarte

aceleragao livre;
slow stop 5; 22°C

Extragao
L] [ i
U
CHPL PFC BC —‘
Amostragem Repouso
(sistema fechado) Overnight
16 unid./centrifuga (placas 1,4-
butanodiol)
Congelamento 18 unid./centrifuga
(PFC)
1 Massageamento e
Armazenamento Centrifugacédo
CHPL e PFC (ciclo 2)

[ |
Centrifugas Centrifuga
Xe Xl XVI
1.380 RPM; 1.450 RPM;

5 minutos; 5 minutos;

aceleragao livre;
slow stop 5; 22°C

.

Extragao

CPBCS
\

Amostragem em
sistema fechado
(4 horas apods
agitagao)

Armazenamento

18 unid./centrifuga

-
Residuo de BC
{

Descarte

ST coletado em bolsas TAB
18 unidades processadas por centrifuga

Repouso minimo de 2 horas
(placas 1,4-butanodiol)

Ciclo1 de centrifugacédo
2 a 6 horas apds coleta do ST
Centrifugas X, XIll, XVI
3.500 RPM; ECA 8,42 x 10'; aceleragao
livre; slow stop 5

Extracao
L] L1} (]

CHPL PFC BC
| _‘

Amostragem Repouso
(sistema fechado) Overnight
18 unid./centrifuga (placas 1,4-

N butanodiol)

Congelamento 18 unid./centrifuga
(PFC)
N Massageamento e
Centrifugagéo
(ciclo 2)

Armazenamento
CHPL e PFC

Centrifugas

X, X1, XVI

1.380 RPM;
ECA 5,32 x 105,
aceleragao livre;
slow stop 5; 22°C

-
{

Extracao

CPBCS Residuo de BC
{ 2

Amostragem em Descarte
sistema fechado
(4 horas apos
agitagao)
18 unid./centrifuga

Armazenamento

Figura 4. Esquematizacado das trés etapas do trabalho. Fase |:qualificacdo de desempenho de
centrifugas com programa convencional (RPM x tempo); Fase Il coleta e validagao dos valores
de ECA,; Fase lll: qualificagdo de desempenho com programa alternativo (RPM x ECA).




36

Tabela 1. Caracterizagéo das fases do estudo e amostragem.

Amostragem por tipo de

Fase Caracterizagéo
hemocomponente
12 unidades/centrifuga
| Qualificagao convencional (RPM x tempo) Total = 48 unidades
16 unidades/centrifuga
CHPL; PFC
Identificagdo dos valores de ECA para os ciclos Total = 48 unidades

1] programados por RPM x tempo
18 unidades/centrifuga
CPBCS
Total = 54 unidades

] I . 18 unidades/centrifuga
Qualificagao alternativa (RPM x ECA) Total = 54 unidades

As unidades de ST utilizadas foram coletadas nos diversos postos de
coleta do Hemocentro de Campinas seguindo procedimentos padrao adotados na
instituicdo. Volumes e tempos de coleta apresentaram-se conformes com os critérios
para a producao de trés hemocomponentes: concentrado de hemacias, concentrado
de plaquetas e plasma fresco congelado. As amostragens foram feitas em sistema
fechado e os hemocomponentes liberados para o estoque do processamento.

A qualificagdo de desempenho de centrifugas é um procedimento
realizado periodicamente na rotina dos servigos de hemoterapia que coletam e
processam O sangue para a obtencdo de hemocomponentes para fins
transfusionais. Sua realizagao é obrigatéria e prevista na Portaria de Consolidagao
n° 05 de 03 de outubro de 2017 que define o regulamento técnico de procedimentos
hemoterapicos no pais, assim como a validagao de processo e a realizagdo do
controle de qualidade dessa producao.

As metodologias de coleta e inspecdao dos hemocomponentes deste
estudo seguiram padronizagéo do laboratoério de controle de qualidade da institui¢ao,
sendo as mesmas utilizadas na rotina diaria de controle de qualidade de
hemocomponentes. Dessa forma, fica evidente que o presente estudo nao utilizou

experimentagdo com seres humanos, com animais e/ou patrimonio genético.
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3.1. Fase | — Avaliagao do desempenho das centrifugas com ciclos definidos
pelos parametros RPM x tempo

O perfil dos hemocomponentes produzidos a partir do ST coletado em
bolsas quadruplas top and bottom (Fresenius Kabi, Itapecerica da Serra, Brasil, ref.
018615) foi avaliado em quatro centrifugas Sorvall® RC3BP+™ (Thermo Fisher
Scientific, Germany) da Secao de Processamento do Hemocentro de Campinas,
durante a etapa de qualificagdo de desempenho de centrifugas, em agosto de 2017.

Os dados apresentados na Fase | sdo aqueles obtidos com o uso dos
programas de centrifugacdo selecionados para cada equipamento ao final da
qualificagdo de centrifugas e posteriormente adotados na rotina de processamento.
Os ciclos de centrifugacdo foram definidos com base na velocidade (RPM) e no
tempo (minutos) de centrifugagéo e houve o processamento de 12 unidades de ST e
respectivos hemocomponentes em cada centrifuga, com coleta e analise de
amostras dos CHPL, dos CPBCS e dos plasmas frescos congelados (PFC).

Foram obtidas informacdes dos hemocomponentes produzidos quanto a
conformidade de atendimento aos requisitos de qualidade especificados no
protocolo de qualificagdo da area (Tabela 2). A recuperagao percentual de plaquetas
nos concentrados de plaquetas buffy coat single (CPBCS) e a taxa residual de
leucdcitos nos concentrados de hemacias pobres em leucdcitos (CHPL) e nos
CPBCS foram calculadas adicionalmente para caracterizacdo do processo de

producao.
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Tabela 2. Parametros de inspegao, padroes de qualidade e
de conformidade definidos no protocolo utilizado na Fase |

Conformidade

Parametro de inspegao Padréao Esperada (%)

ST Volume coletado (mL) 405 a 495

. 100,0*
Tempo de coleta (min.) <12
Volume (mL) s/p
CHPL  [eucécitos (x 10%/U) <12 e
Hematdcrito (%) 50 a 70% T
Hemoglobina (g/U) >43,0
PFC Volume (mL) >150
Leucocitos (x 10°/mL) <1,0 >750
Hemacias (x 10%/mL) <6,0
Plaquetas (x10°/mL) <50,0
CPBCS Volume (mL) 40a70
Leucocitos (x 10%/U) <05 >75,0
Plaquetas (x 10'°/U) >55

*Condigao de insergdo no estudo. s/p: sem padrao.

Para estimar a contagem de plaquetas no ST, foi efetuada a coleta de
quatro mL de sangue do doador em tubo com K3 EDTA (Vacuette, Greiner Bio-One),
simultaneamente a coleta das amostras para os testes sorologicos e
imunohematologicos. A triagem dos doadores foi realizada conforme critérios
definidos na Portaria de Consolidagdo n® 05 de 03 de outubro de 2017 (PRTC n® 05)
(60). Foi excluido deste estudo o ST coletado de doadores em uso de medicamentos
que contraindicassem a producado de concentrado de plaquetas ou doadores sem
doacgao prévia no servigo, portanto sem sorologia prévia. Também foram excluidas
unidades de ST com tempo de coleta superior a 12 minutos, nao utilizadas pelo
servico para a producao ode CPBCS.

O ST (densidade 1,053 g/mL) foi coletado com 63 mL de anticoagulante
CPD (citrato-fosfato-dextrose), pesado para célculo do volume e mantido apds a
coleta em placas resfriadoras de 1,4- butanodiol (CompoCool®, Fresenius Kabi,
Germany) por no minimo 2 horas apds a coleta e depois desse periodo a
temperatura ambiente (20°C a 24°C) até o processamento, realizado entre 2 a 6
horas da coleta.
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O processamento foi feito nas seguintes condi¢des de programagao do
primeiro ciclo de centrifugagao (hard spin). 3.500 RPM; 12 minutos; slow stop 5.
Quanto ao parametro de aceleracédo, ndo houve pré-selecido do modo slow start e a
centrifugacdo aconteceu de acordo com a aceleragdo maxima alcangada pela
centrifuga. Em cada etapa de centrifugagdo foram processadas 06 unidades de ST,
completando a carga maxima da centrifuga.

Ao final da centrifugagdo as bolsas foram processadas em extratores
automaticos Compomat G5 (Fresenius Kabi, Germany) de forma a resultar na
obtencdo de BC com hematdcrito e volumes médios de 30% e 120 mL,
respectivamente. Foram adicionados aos concentrados de hemacias
aproximadamente de 100 mL de solugao nutritiva SAG-Manitol (SAG-M).

O CHPL (densidade 1,06 g/dL) e o PFC (densidade 1,02 g/dL) obtidos
foram pesados para calculo do volume e as amostras foram coletadas em sistema
fechado conforme padronizagcdo do laboratério de controle de qualidade da
instituigao.

As unidades de BC obtidas foram mantidas entre 15 a 18 horas sobre
placas de 1,4-butanodiol e processadas na manhd seguinte a doagédo apds
massageamento, respeitando as diferentes condigdes de programagado do segundo

ciclo de centrifugacao (soft spin) adotadas para as diferentes centrifugas:

eCondicdo A —» (CS X e CS XIllI): 1.380 RPM; 5 minutos; slow stop 5
*Condigcédo B — (CS XVI e CS XXV): 1.450 RPM; 5 minutos; slow stop 5

A centrifugacdo aconteceu de acordo com a aceleragdo maxima
alcangada pela centrifuga, sem sele¢do do modo slow start. Os programas utilizados
na Fase | para o ciclo 1 de centrifugagédo (processamento do ST para obtencao do
CHPL, PFC e BC) e para o ciclo 2 (processamento do BC para obtengdao do CPBCS)

estao relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3. Programas de centrifugagéo utilizados na fase |

Fase Ciclos Centrifuga Programacao dos ciclos de centrifugacao

| Hard spin X, XIlI, XVI, XXV 3.500 RPM; 12 minutos; aceleragao livre; slow stop 5

(Ciclo 1)

| Soft spin X, Xl 1.380 RPM; 5 minutos; aceleragéo livre; slow stop 5
(Ciclo 2)

| Soft spin XVI, XXV 1.450 RPM; 5 minutos; aceleragao livre; slow stop 5
(Ciclo 2)

Na inspecao do CHPL e do CPBCS foi utilizado o analisador hematolégico
Cell Dyn Emerald (Abbott, lllinois, USA) para obtencédo das contagens de leucocitos
e de plaquetas (x10%L), para a determinacéo do hematdcrito (%) e para a dosagem
de hemoglobina (g/dL). Resultados assinalados como n&do conformes para as
contagens de leucdcitos e de plaquetas foram confirmados em camara de Neubauer
nas seguintes diluicbes e areas de contagem: 1:20/4mm? e 1:200/0,2mm?,
respectivamente. No plasma as contagens de leucocitos foram realizadas em
camara de Nageotte (diluicdo 1:5/volume contado: 7,5 pL). As contagens de
hemacias e de plaquetas no PFC foram feitas em camara de Neubauer, nas
seguintes diluicdes e areas de contagem: 1:5/9mm? e 1:5/0,2mm?, respectivamente.

Durante a Fase | as etapas relacionadas aos processos de centrifugagao
e extracdo foram realizadas por dois profissionais da equipe de processamento,
sendo um deles responsavel pelas etapas de centrifugacédo e extragao relacionadas
ao ciclo 1 (hard spin) e o outro pelas etapas de centrifugagéo e extragdo associadas
ao ciclo 2 de centrifugacao (soft spin). As amostragens dos hemocomponentes, as

analises e a avaliagcao dos resultados foram realizadas pela autora do trabalho.

3.2. Fase Il — Identificacdo dos valores de efeito centrifugo acumulado durante
ciclos de centrifugagao praticados na rotina

No periodo de setembro a dezembro de 2017, durante a rotina normal de
processamento, foi feita a identificacdo dos valores do efeito centrifugo acumulado
(ECA) em cada centrifuga do estudo, totalizando 09 ciclos de produ¢ao de CHPL /
PFC e 11 ciclos de producdo de CPBCS nao relacionados entre si, ou seja,
derivados de diferentes unidades de ST. Nesses ciclos os programas de

centrifugacéao utilizados para cada centrifuga foram os mesmos aplicados na Fase |
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(Tabela 4). A centrifuga XXV foi excluida do estudo devido a sua remogé&o da rotina

por problemas técnicos.

Tabela 4. Programas de centrifugagao utilizados na Fase I

Fase Ciclos Centrifuga Programacao dos ciclos de centrifugacao
Il Hard spin X, X, XVI 3.500 RPM; 12 minutos; aceleragao livre; slow stop 5
(Ciclo 1)
1] Soft spin X, XII 1.380 RPM; 5 minutos; aceleragao livre; slow stop 5
(Ciclo 2)
Il Soft spin XVI 1.450 RPM; 5 minutos; aceleragéo livre; slow stop 5
(Ciclo 2)

A centrifuga XXV foi removida do estudo por apresentar problemas técnicos.

Durante o seguimento foram coletadas informacdes relacionadas aos
valores de efeito centrifugo acumulado (ECA) em trés momentos distintos dos ciclos
1 e 2 de centrifugacdo: a) ao final da fase de aceleragdo, ou seja, do inicio da
aceleracdo até o alcance da velocidade definida na programacédo do ciclo; b) ao
término da fase de platd, ou seja, do inicio da aceleragao até a finalizacdo da fase
de platd, quando tem inicio a desaceleragcédo apos o tempo de centrifugagao definido
no programa ser atingido; ¢) ao final do ciclo, ou seja, desde o inicio da aceleragao
até a parada completa da centrifuga.

A coleta das informagdes nesses trés momentos distintos dos ciclos
permitiu a caracterizagao do efeito centrifugo acumulado (ECA) total aplicado a cada
ciclo, além de permitir a andlise isolada do ECA para as fases de aceleragao (inicio
da aceleragao até inicio da fase de platd), platé (fase na qual a velocidade alvo, uma
vez atingida, € mantida constante no valor definido na programacgao do ciclo até que
o tempo definido para a centrifugacao seja atingido) e desaceleragao (do término da
fase de platd até a parada completa da centrifuga).

Os valores de ECA foram obtidos da seguinte forma: apds selecdo do
programa e inicio normal do ciclo de centrifugagdo a tecla da fungdo ACE™ da
centrifuga Sorvall® RC3BP+ foi pressionada uma vez para ativar a visualizacdo dos
valores de RPM e do efeito centrifugo acumulado, sem prejuizo as condi¢des
normais de operagao do programa selecionado. A extracdo dos valores de ECA nos
trés momentos do ciclo definidos neste estudo foi feita pela transcricdo direta dos

valores apresentados no display da centrifuga. Ao término do ciclo e abertura da
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tampa da centrifuga, foi feita a reversao da fun¢ao de visualizagao pelo acionamento
da tecla “recall’ seguida da selegao do numero do programa e finalizada com a tecla
“enter”.

A coleta de dados de ECA foi realizada de forma a contemplar dias,
turnos e equipes de profissionais distintos que atuam na area de Processamento e
também variagdes de comportamento dos equipamentos.

Para validar os dados de ECA coletados durante a rotina de
processamento foram obtidas informagdes dos hemocomponentes de cada ciclo
quanto a conformidade de atendimento aos requisitos de qualidade especificados na
Tabela 5. Para tanto, ao final de cada ciclo acompanhado para coleta de ECA foram
selecionados aleatoriamente para avaliagéo 2 a 3 hemocomponentes, totalizando 16

inspecdes de CHPL / PFC e 18 inspe¢des de CPBCS por centrifuga avaliada.

Tabela 5. Parametros de inspegao, padrées de qualidade e de
conformidade definidos para a Fase I

Conformidade

Parametro de inspegao Padrao Esperada (%)
CHPL  Volume (mL) slp
Leucocitos (x 10%/U) <12 N
Hematdcrito (%) 50 a 70% 2750
Hemoglobina (g/U) >43,0
PFC Volume (mL) >150 275,0
CPBCS Volume (mL) 40a70
Leucdcitos (x 108/U) <05 275,0
Plaquetas (x 10"/U) >55

s/p: sem padréo

O nao atendimento as conformidades minimas esperadas para o
processo de producdo no periodo da avaliagdo foi definido como critério para
invalidagdo dos dados de ECA obtidos. Para essa finalidade foram excluidas as
contagens de células residuais no PFC que, por dados histdricos institucionais pouco
contribuiria nesse sentido, sendo os resultados das inspe¢des de CHPL e CPBCS de

maior relevancia.
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A triagem dos doadores nessa fase foi realizada conforme critérios
definidos na Portaria de Consolidagéo n® 05 de 03 de outubro de 2017 (PRTC n®° 05)
(60). A fase de producdo dos hemocomponentes foi realizada pelos membros da
equipe de processamento enquanto que a coleta e analise das amostras de
hemocomponentes foram realizadas pela autora do trabalho seguindo a mesma

padronizacao da Fase I.

3.3. Fase Illl - Qualificacao de desempenho das centrifugas com ciclos
definidos por velocidade de centrifugacao e efeito centrifugo acumulado (ECA)

A fase lll teve lugar de fevereiro a abril de 2018. Os ECAs médios ao final
das fases de platd obtidos dos dois ciclos de centrifugagdo na centrifuga X
(tradicionalmente usada como referéncia nas qualificacbes de desempenho) foram
selecionados para compor a nova proposta de programacéo. Conforme orientagcéo
contida no manual da centrifuga, o ECA total (obtido na parada da centrifuga) néo
deve ser utilizado como parametro de programacéo, para evitar aplicacdo de forca
superior a desejada no ciclo, uma vez que a fase de desaceleragao nao € controlada
pela centrifuga. O parametro velocidade da centrifuga em questao foi mantido para

ambos os ciclos Tabela 6.

Tabela 6. Programas de centrifugagao utilizados na fase Ill do estudo.

Fase Ciclos Centrifuga Programacéo dos ciclos de centrifugacao
1] Hard spin X, X1, XVI 3.500 RPM; ECA 8,42 x 10" aceleragao livre; slow stop 5
Ciclo 1
Il Soft spin X, X, XVI 1.380 RPM; ECA 5,32 x 10° aceleracso livre; slow stop 5
Ciclo 2

Para estimar a contagem de plaquetas no ST, foi efetuada a coleta de
quatro mL de sangue do doador em tubo com K3 EDTA (Vacuette, Greiner Bio-One),
simultaneamente a coleta das amostras para os testes sorolégicos e
imunohematoldgicos. A triagem dos doadores foi realizada conforme critérios
definidos na Portaria de Consolidagéo n® 05 de 03 de outubro de 2017 (PRTC n® 05)
(60). Foi excluido deste estudo o ST coletado de doadores em uso de medicamentos

que contraindicassem a produg¢ao de concentrado de plaquetas ou doadores sem
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doacgao prévia no servigo, portanto sem sorologia prévia. Também foram excluidas
unidades de ST com tempo de coleta superior a 12 minutos que nao utilizadas pelo
servigco na producao de CPBCS.

O ST (densidade 1,053 g/mL) foi coletado com 63 mL de anticoagulante
CPD (citrato-fosfato-dextrose), pesado para calculo do volume e mantido apos a
coleta em placas resfriadoras de 1,4- butanodiol (CompoCool®, Fresenius Kabi,
Germany) por no minimo 2 horas apdés a coleta e depois desse periodo a
temperatura ambiente (20°C a 24°C) até o processamento, realizado entre 2 a 6
horas da coleta.

Em cada etapa de centrifugacédo foram processadas 06 unidades de ST,
completando a carga maxima da centrifuga. Foram avaliadas em cada centrifuga 18
unidades de ST e respectivos hemocomponentes. O processamento e a extracao
foram feitos de forma similar a Fase |, exceto quanto aos programas de
centrifugacao, que incorporaram o ECA médio da centrifuga X (obtido na Fase Il) em
substituigdo ao tempo de centrifugacgao.

Na Fase lll as etapas relacionadas aos processos de centrifugagédo e
extragao foram realizadas por dois profissionais da equipe de processamento, sendo
um deles responsavel pelas etapas de centrifugacdo e extracdo relacionadas ao
ciclo 1 (hard spin) e o outro pelas etapas de centrifugacao e extragado associadas ao
ciclo 2 de centrifugacao (soft spin). As amostragens, inspecdoes e avaliagao dos
resultados (Tabela 7) foram realizadas pela autora do trabalho e seguiram mesma

padronizacao da fase I.
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Tabela 7. Parametros de inspegao, padrées de qualidade e de
conformidade definidos para a Fase llI

Conformidade

Parametro de inspegao Padréao Esperada (%)

ST Volume coletado (mL) 405 a 495

. 100,0*
Tempo de coleta (min.) <12
CHPL Volume (mL) s/p
Leucocitos (x 10%/U) <1,2 750
Hematocrito (%) 50 a 70% 7
Hemoglobina (g/U) >43,0
PFC Volume (mL) >150
) 5
Leucdcitos (x 10°/mL) <1,0 >75.0
Hemacias (x 10°/mL) <6,0
Plaquetas (x10°/mL) <50,0
CPBCS  Volume (mL) 40a70
P 8
Leucécitos (x 1(3 /U) <05 >750
Plaquetas (x 10'°/U) >55

*Condigao de insergdo no estudo. s/p: sem padréo.

3.4. Analise estatistica

Os dados relativos aos parametros de inspecdao dos hemocomponentes
gerados nas trés fases do estudo foram avaliados quanto a distribuicdo normal pelo
teste de Shapiro-Wilk.

O teste exato de Fisher foi utilizado na comparagao entre os percentuais
de conformidade obtidos por parametro de inspegdo em cada centrifuga durante as
etapas do estudo.

Comparacgdes multiplas entre os perfis dos hemocomponentes obtidos de
diferentes centrifugas em cada fase do estudo foram feitas por meio da analise de
variancia (ANOVA) para dados com distribuicdo normal, seguida do teste de Tukey
para identificagdo dos grupos de resultados distintos entre si. O teste de Kruskal-
Wallis (abordagem nao paramétrica para multiplas comparagbes) foi utilizado
quando os dados nao apresentaram distribuicido normal mesmo apds transformacéao
logaritmica. Quando assinalada diferenga significativa entre os conjuntos de dados a
avaliagcdo foi complementada com o teste de Conover-lman com correcido de

Bonferroni, para identificar os grupos de resultados distintos entre si.
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As anadlises estatisticas foram feitas com o software XLSTAT versao
2018.1. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo do numero

de observagdes. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significante.

4. RESULTADOS

4.1. Fase | — Avaliacao do desempenho das centrifugas com ciclos definidos
pelos parametros RPM x tempo

4.1.1. Sangue Total

As unidades de sangue total (ST) processadas nas quatro centrifugas
apresentaram perfil similar quanto ao volume e composi¢ao celular (Tabela 8).
Todas as unidades foram coletadas em tempo inferior a 12 minutos, permitindo
assim a producdo de concentrado de hemacias pobre em leucécitos (CHPL),
concentrado de plaquetas buffy coat single (CPBCS) e plasma fresco congelado
(PFC).

Tabela 8. Comparacéo entre os perfis do ST coletado em bolsas TAB e processado em quatro
centrifugas Sorvall® RC3BP+™ na fase | do estudo.

Parametros do ST Padrées X XIlI XVI XXV p
n=12 n=12 n=12 n=12
Volume coletado, mL 405 a 495 455 + 14 455+ 9 456 + 10 458 + 5 0,7880
Volume anticoagulado, mL s/p 516 £ 14 518+ 9 519+ 10 521 +5 0,7880
Plaquetas, x 10"°/U s/p 96+21 111+20 112+13 10,8+2,0 0,1486
Leucdcitos, x 10°/U s/p 266+52 26,0+53 30,5+55 294+6,0 0,1522

*Valores informados como média + desvio padrdo. s/p (sem padréo definido).

4.1.2. Concentrado de hemacias pobre em leucoécitos

O perfil de resultados dos concentrados de hemacias processados nas
quatro centrifugas foi comparavel para os valores de hematdcrito (%) e de
hemoglobina (g/U) como mostram os dados da Tabela 9. O volume médio do CHPL
obtido na centrifuga XVI foi de 292 £ 16 mL, superior aquele encontrado na
producao das demais centrifugas (X, Xlll e XXV), respectivamente de 285 + 11 mL,
279 £ 13 mL e 280 + 16 mL, porém sem significancia estatistica.

A contagem de leucdcitos residuais nos concentrados de hemacias foi
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similar nas centrifugas XlII (0,66 + 0,33 x 10%U), XVI (0,65 + 0,33 x 10%U) e XXV
(0,64 + 0,38 x 10%U) e ligeiramente inferior na centrifuga X (0,55 + 027 x 10%/U),
mas sem significado estatistico.

Tabela 9. Resultados do CHPL na qualificacdo de desempenho de quatro centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ na fase | do estudo comparados entre si. Programa do ciclo 1 de centrifugagao definido
pelos parametros RPM e tempo*

Parametros do CHPL Padrbes X Xl XVI XXV p
n=12 n=12 n=12 n=12
Volume, mL s/p 285+ 11 279+ 13 292 + 16 280 + 16 0,1065
Leucdcitos, x 10°/U <1,2 0,55+0,27 0,66+0,33 0,65+0,33 0,64+0,38 0,8349
Leucdcitos, residual % s/p 20,7+9,0 252+104 21,3+9,7 21,4 +9,8 0,6620
Hematocrito, % 50,0a70,0% 56,5+23 56,6 £ 2,7 57,6 £2,0 56,5+ 2,5 0,6273
Hemoglobina, g/U > 43,0 53,9143 51,9+51 55,4 +4)9 52,1+5,6 0,2751
Plaquetas residuais, x 10"°/U s/p 0,08+0,05 0,14+0,09 0,13+0,07 0,11+0,08 0,2079

*Valores informados como média + desvio padr&o. **Residual de leucocitos (%) calculado em relagéo ao ST.
s/p (sem padrao definido).

Programa de centrifugacao:

12 ciclo de todas as centrifugas: 3.500 RPM; 12 minutos; aceleracéo livre; slow stop 5; 22°C

4.1.3. Plasma fresco congelado

As centrifugagbes realizadas na centrifuga X resultaram nas menores
contagens de plaquetas residuais no plasma (12,7 + 6,4 x 108/mL) enquanto que as
maiores contagens foram obtidas na centrifuga X1l (18,2 + 4,8 x 108/mL), contudo as
diferengas observadas entre os resultados dessas duas centrifugas ndo foram
estatisticamente significantes (Tabela 10).

Para essas mesmas duas centrifugas observou-se relagao inversa quanto
a recuperacao de plaquetas no CPBCS, com as menores recuperagdes encontradas
na centrifuga Xlll (68,2 + 5,0 %) e as maiores na centrifuga X (73,1 = 7,1%), mas

também sem significancia estatistica.
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Tabela 10. Resultados do PFC na qualificagdo de desempenho de quatro centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ na fase | do estudo comparados entre si. Programa do ciclo 1 de centrifugagao definido
pelos parametros RPM e tempo*

Parametros do PFC Padrbes X Xl XVI XXV p
n=12 n=12 n=12 n=12

Volume, mL > 150 217 £ 19 224 + 14 211122 217 £ 15 0,3806

Recuperagao de volume, % s/p 69,1+1,9 70,6 £1,8 68,5 £ 3,2 70,1+£1,8 0,1125

Leucdcitos, x 10f’/mL <1,0 0,07+0,08 0,04+002 0,06+x0,02 0,04+0,03 0,4397

Hemacias, x 10%/mL <6,0 0,13+0,10 0,110,171 047x+0,82 0,07+£0,06 0,4150

Plaquetas, x10%mL < 50,0 12,7+6,4 18,2+4,8 15,0+£4,0 16,2+ 2,8 0,1410

*Valores informados como média + desvio padrdo. s/p (sem padréo definido).
Programa de centrifugacao:
12 ciclo de todas as centrifugas: 3.500 RPM; 12 minutos; aceleracéo livre; slow stop 5; 22°C

4.1.4. Concentrado de plaquetas buffy coat single
Os volumes de CPBCS apresentaram diferencas significativas sendo

superiores na centrifuga XVI (59 £+ 3 mL) quando comparados aos volumes das
centrifugas X, Xlll e XXV, respectivamente de 55+ 3 mL, 55+ 2 mL e 53 £+ 3 mL
(Tabela 11). O valor médio de concentragdo de plaquetas também foi superior na
centrifuga XVI em relagdo as demais, mas sem significado estatistico. A
programacao do segundo ciclo de centrifugacado para esse equipamento divergiu
daquela utilizada nas centrifugas X e Xlll e poderia explicar a diferenga entre os
volumes, porém tal diferenca se manteve na comparagao com a centrifuga XXV, de
programacao idéntica. Ao avaliar os extratores utilizados apdés o ciclo 2 de
centrifugacéao (2° ciclo) observou-se que as unidades processadas na centrifuga XVI
foram fracionadas por um unico equipamento enquanto que para as demais
centrifugas houve a contribuigdo de pelo menos dois extratores durante a avaliagao.
Apesar da programagcao fixa dos extratores, particularidades de funcionamento do
extrator em questdo associadas as caracterisitcas de funcionamento da centrifuga

XVI podem ter contribuido para a diferenca de volume observada.
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Tabela 11. Resultados do CPBCS na qualificagdo de desempenho de quatro centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ na fase | do estudo comparados entre si. Programas do ciclo 2 de centrifugacao definidos
pelos parametros RPM e tempo*

Parametros do CPBCS Padrdes X Xl XVI XXV p
n=12 n=12 n=12 n=12

Volume, mL 40a70 55+3 55+2 59+3 53+3 0,0002t

Leucocitos, x 10%/U <05 0,28+0,09 0,24+0,08 0,29+0,05 0,26+0,08 0,4139

Leucacitos, residual % s/p 1,056+0,37 096+0,38 0,98+0,21 0,87+0,15 0,5170

Plaquetas, x 10"’/U >55 70+1,7 76+15 78112 76+1,6 0,5993

Plaquetas, recuperacao % s/p 731+71 68,2+50 70,2+10,3 70,4+64 0,9499

*Valores informados como média + desvio padréo. **Residual de leucdcitos (%) e recuperagéo de plaquetas
(%) calculados em relacéo ao ST.

s/p (sem padréo definido).

Programas de centrifugacéo:

22 ciclo nas centrifugas X e XIllI: 1.380 RPM; 5 minutos; aceleracgéo livre; slow stop 5; 22°C

2° ciclo nas centrifugas XVI e XXV: 1.450 RPM; 5 minutos; aceleragao livre; slow stop 5; 22°C

1 Diferencga estatisticamente significante entre a centrifuga XVI e as demais (X, XlIl e XXV).

Quando avaliados quanto aos padroes de conformidade definidos no
protocolo de qualificagéo os critérios de conformidade foram todos atendidos (Tabela

12) ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significantes entre eles.

Tabela 12. Percentuais de conformidade dos hemocomponentes obtidos na qualificagdo de
desempenho de centrifugas Sorvall® RC3BP+™ na fase | do estudo. Programas definidos por

RPM e tempo.
Conformidade Conformidade obtida (%)
esperada (%) Centrifuga

X il XVI XXV Geral
n=12 n=12 n=12 n=12 n=48
CHPL Leucdcitos (x 10°/U) 275,0 100,0 91,7 100,0 91,7 95,8
Hematocrito (%) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hemoglobina (g/U) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
PFC Volume (mL) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Leucécitos (x 10‘5/mL) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hemacias (x 10f’/mL) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Plaquetas (x10%mL) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
CPBCS Volume (mL) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Leucdcitos (x 10%/U) 275,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Plaquetas (x 10"/U) 275,0 91,7 100,0 100,0 100,0 97,9

Percentuais de atendimento aos requisitos de qualidade definidos no protocolo de qualificagao.
Os percentuais de conformidade obtidos entre as centrifugas ndo foram estatisticamente significantes.
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Considerando os critérios de qualificacdo de centrifugas, todas as
unidades foram consideradas aprovadas com base nas condi¢gdes de centrifugagao
testadas, embora prevalecessem programas distintos para o segundo ciclo de

centrifugacéo (ciclo 2).

4.2. Fase Il - Identificagao dos valores de efeito centrifugo acumulado durante

ciclos de centrifugagao praticados na rotina

Os parametros de qualidade dos hemocomponentes produzidos a partir
dos programas de centrifugacédo convencionais (definidos na Fase |) nas centrifugas
CSX, CSXIll e CSXVI durante a rotina habitual de processamento foram comparados
entre si e foi realizada a avaliacdo do percentual de conformidade aos parametros
de inspecgao definidos no protocolo de qualificacdao. A conformidade foi condicdo de
aceite dos valores de ECA identificados na Fase Il para a composicdo dos
programas alternativos de centrifugacdo usados na Fase Ill. A CSXXV apresentou

problemas técnicos e foi removida da rotina.

4.21. Concentrado de hemacias pobre em leucécitos e plasma fresco
congelado

Apesar da contagem de leucdcitos residuais do CHPL processado na
centrifuga XVI apresentar menor valor (0,48 + 0,35 x 10°/U) quando comparado as
demais centrifugas (0,66 + 0,31 x 10%U e 0,64 + 0,40 x 10%U respectivamente
centrifugas X e Xlll) as diferengcas observadas nao tiveram significado estatistico
(Tabela 13). Os volumes das unidades de PFC produzidas nos ciclos avaliados nao

mostraram diferengas entre si.
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Tabela 13. Resultados de CHPL e de PFC obtidos durante a rotina de processamento em trés
centrifugas Sorvall® RC3BP+™ na fase Il do estudo comparados entre si. Ciclo 1 de centrifugacéo

definido por RPM e tempo*

Centrifugas

Padrées n X Xl XVI p
CHPL Volume (mL) s/p 273+ 20 265+ 14 273 +19 0,3593
Leucdcitos (x 10%/U) <12 16 0,66+0,31 0,64+040 0,48+0,35 0,2775
Hematocrito (%) 50,0a 70,0 55,7+ 3,3 54,4 +28 56,4 + 3,8 0,2024
Hemoglobina (g/U) > 43,0 51,7+6,7 490+54 529+6,8 0,2191
PFC Volume (mL) > 150 16 228 + 22 237 + 21 221+24 0,1157

*Valores informados como média + desvio padrao; s/p: sem padrao.
Programa de centrifugacéao:
12 ciclo de todas as centrifugas: 3.500 RPM; 12 minutos; acelerag&o livre; slow stop 5; 22°C.

4.2.2. Concentrado de plaquetas buffy coat single

As variacbes significativas de volume no CPBCS observadas entre

a

centrifuga XVI e as demais centrifugas durante a etapa final da qualificagédo (fase [)

nao ficaram evidentes no contexto da rotina, provavelmente pela diversificagcao de

extratores usados. Os maiores valores médios de contagem de plaquetas foram

obtidos com uso da centrifuga Xl (8,7 + 2,6 x 10'%U) enquanto que os menores

valores foram associados & centrifuga XVI (7,5 + 2,3 x 10'%/U), contudo sem

significado estatistico (Tabela 14).

Tabela 14. Resultados de CPBCS obtidos durante a rotina de processamento em trés centrifugas
Sorvall® RC3BP+™ na fase Il do estudo comparados entre si. Ciclos 2 de centrifugacdo definidos por

RPM e tempo*

Centrifugas

Padrbes n X X XVI p
CPBCS  Volume (mL) 40a70 56 +4 56 +5 55+5 0,5365
Leucdcitos (x 10°/U) <0,5 18 0,24+0,13 0,23+0,15 0,18%0,09 0,2038
Plaquetas (x 10'/U) >55 79%22 8,726 75+23 0,4740

*Valores informados como média + desvio padrao.

Programas de centrifugacgéo:

22 ciclo nas centrifugas X e XllI: 1.380 RPM; 5 minutos; aceleracéo livre; slow stop 5; 22°C
2° ciclo na centrifuga XVI: 1.450 RPM; 5 minutos; aceleracéo livre; slow stop 5; 22°C
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Analisando os mesmos dados sob o ponto de vista da conformidade
minima definida no protocolo de qualificacdo observamos atendimento quanto aos
critérios de conformidade para todos os parametros avaliados (Tabela 15) sendo o
menor valor de 83,3% para a contagem de plaquetas observado para a centrifuga
XVI. Quando analisadas em conjunto, as contagens de plaquetas das trés
centrifugas (n= 54) mostraram perfil de 90,7% de conformidade. Nao foi observada
diferenga significativa entre as centrifugas em relagcdo aos percentuais de

conformidade calculados para os parametros inspecionados.

Tabela 15. Percentuais de conformidade para os parametros de inspegéo dos
hemocomponentes na fase Il do estudo. Programas de centrifugacao definidos
por RPM e tempo*

Conformidade (%)

Esperada Obtida

X Xl XVI Geral

CHPL Leucdcitos (x 10°/U) >75,0 93,8 87,5 93,8 91,7
Hematdcrito (%) > 75,0 93,8 93,8 93,8 93,8
Hemoglobina (g/U) 2750 87,5 87,5 87,5 87,5

PFC Volume (mL) > 75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
CPBCS  Volume (mL) >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Leucdcitos (x 10%/U) >75,0 94,4 94,4 100,0 96,3

Plaquetas (x 10"/U) >75,0 94,4 94,4 83,3 90,7

Foram avaliadas 16 unidades de CHPL e de PFC em cada centrifuga, totalizando 48 unidades
de cada hemocomponente e 18 unidades de CPBCS totalizando 54 unidades.
*Percentual de atendimento aos requisitos de qualidade definidos para a Fase Il do estudo.

Sob o ponto de vista da conformidade do processo de producao
(avaliacédo global dos hemocomponentes produzidos nas trés centrifugas) os
percentuais de conformidade foram de 100,0% para a produgao de plasma (volume)
e superiores a 90,7% para a produgao de concentrado de plaquetas. Quanto a
produgéo de CHPL um unico parametro (hemoglobina g/U) ficou abaixo de 90,0% de
conformidade valor de 87,5% mesmo assim sendo considerado conforme.

A identificacdo de um maior numero de unidades com dosagem de
hemoglobina (g/U) abaixo do padrao na fase Il do estudo, quando feita comparagao
com as fases | e lll, pode estar associada ao processamento de unidades de ST
coletadas de doadores com hematdcrito / hemoglobina préximos ao limite inferior de

aceitacdo estipulado no protocolo e consequente perda de hemacias inerente ao
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processo produtivo, devido a obtengcdo do buffy coat. Essa deplecdo é mais
impactante nas unidades obtidas de doadores com hematdcrito / hemoglobina mais
baixos quando comparada aquela que ocorre com doadores cujos valores desses
parametros situam-se em posi¢cdo mediana a superior da faixa de aceitagdo, uma
vez que a perda é uniforme dentro do processo. Também guarda relagdo com o

volume de ST coletado.

4.2.3. Efeito centrifugo acumulado (ECA)

Durante o acompanhamento do primeiro ciclo de centrifugagdo nao foi
observada diferenca entre os efeitos centrifugos acumulados registrados na fase de
aceleragéo das centrifugas (Tabela 16). Quando registrados do inicio da aceleragéo
até o final da fase de platd os valores de ECA da CSXVI: 8,47 + 0,02 10’
apresentaram-se mais elevados que aqueles observados nas CSX: 8,42 + 0,03 x 10’
e CSXIIl: 8,44 + 0,04 x 107, tendo essa diferenca significado estatistico (Tabela 16).
Ao analisar o efeito acumulado durante todo o ciclo, tomado na parada completa da
centrifuga (incluindo as fases de aceleragéo, platé e desaceleragédo) as diferengas
entre as trés centrifugas deixaram de ser significantes, sugerindo uma possivel

compensagao exercida pela fase de desaceleracao (Figura 5).
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Sorvall® RC3BP+™: a0 final da aceleragao, do inicio do ciclo ao término da fase de platd e do inicio
do ciclo até a parada completa da centrifuga. Dados obtidos durante a fase Il do estudo com ciclos
definidos por RPM e tempo*

ECA Centrifugas
X Xlil XVI p
1° ciclo Aceleraco x10°”  0,58+0,02 0,59+0,02 0,58+ 0,01 0,4830
(0,58) (0,58) (0,58)
CHPL / Plato x10%  842+0,03 844+0,04 847 +0,02 0,00201
PEC (8,42) (8,45) (8,47)
Parada da x10°"  8,74+0,04 8,75+0,03 8,77 £ 0,01 0,0957
centrifuga (8,75) (8,76) (8,77)
2° ciclo Aceleracso x10°®  0,44+0,01 045+001 0,54 +0,03 <0,0001t
(0,44) (0,45) (0,52)
CPBCS Plato x10*°  532+0,07 5,350,05 5,86 +0,05 <0,0001t
(5,35) (5,36) (5,87)
Parada da x10*®  563+0,07 566+004 6,20 +0,06 <0,0001t
centrifuga (5,66) (5,67) (6,21)

*Valores informados como média + desvio padréo e (mediana) resultantes da avaliagdo de 09 ciclos
de centrifugagéo por centrifuga na produgao de CHPL/ PFC e de 11 ciclos por centrifuga na produgéo

de CPBCS.

tDiferenga estatisticamente significante entre a centrifuga XVI e as demais centrifugas (X e XIlI).
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Figura 5. Valores do ECA (x 10”) correspondentes ao 12 ciclo de centrifugagdo (n= 09). A) ECA da fase de
aceleragao livre desde o inicio do ciclo até alcance da velocidade definida no programa utilizado. B) ECA da fase
de plat6 (valores acumulados do inicio do ciclo até final da fase de platé quando o tempo (min.) definido para o
ciclo foi atingido. C) ECA obtido desde o inicio do ciclo até a parada da centrifuga, incluindo a fase de
desaceleragdo (slow stop 5) iniciada apds alcance do tempo programado para o ciclo.

Os dados de acompanhamento do segundo ciclo de centrifugagéao
mostraram diferengas significativas entre o ECA da centrifuga XVI e as demais
centrifugas (X e Xlll) em todas as fases de avaliagao (final da aceleracao, final da
fase de platdé e na parada da centrifuga). Esses resultados ja eram esperados uma
vez que o ciclo da centrifuga XVI foi fixado com o mesmo tempo de centrifugagéo
das demais unidades, porém com velocidade de 1.450 RPM, contra 1.380 RPM,
definida para as centrifugas X e XllI (Tabela 16 e Figura 6).
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Figura 6. Valores do ECA (x 106) correspondentes ao 2° ciclo de centrifugagéo (n= 11). A) ECA da fase de
aceleracao livre desde o inicio do ciclo até alcance das velocidades definidas nos programas utilizados. B) ECA
da fase de platd (valores acumulados do inicio do ciclo até final da fase de platé quando o tempo definido para o
ciclo foi atingido. C) ECA obtido desde o inicio do ciclo até a parada da centrifuga, incluindo a fase de
desaceleragéo (slow stop 5) iniciada apés alcance do tempo programado para o ciclo.

Os valores de ECA coletados cumulativamente ao longo de trés
momentos dos ciclos de centrifugagcdo permitiram a identificagdo das contribuigbes
isoladas e associadas das etapas dos ciclos 1 e 2 e a caracterizagao da contribuicdo

percentual de cada delas em relagao ao efeito ECA total (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Percentual de contribuicdo isolada do ECA em trés momentos do ciclo 1
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Figura 8. Percentual de contribui¢do isolada do ECA em trés momentos do ciclo 2
de centrifugagao: [ inicio da aceleragéo até alcance do valor de RPM definido para

o ciclo; [ do inicio ao final da fase de velocidade constante:E# inicio da desaceleragéo
até a parada completa da centrifuga.

Avaliando a contribuicdo isolada de cada uma das etapas da
centrifugacdo na composi¢cao do ECA total do ciclo 1 foram verificadas diferencas
significativas entre a centrifuga XVI e as demais centrifugas (X e XlllI) em relagcédo a
fase de platd e entre todas as centrifugas na etapa da desaceleragao (Tabela 17).
Em relacdo ao ciclo 2 os p valores foram inferiores a 0,05 quando comparadas as

contribuigdes isoladas de cada uma das etapas do ciclo para o ECA total, sempre
entre a CSXVI e as CSX e CSXIll (Tabela 17).
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centrifugacgéo (aceleragéo, platd e desaceleragao), incorporagéo da somatdria das fases de aceleracéo e platé e
contribuigdo percentual em relagdo ao ECA total obtido ao final de cada ciclo.

Centrifugas

ECA X Xl XVI p
Giclo 1 Aceleraggo (x 10") 0,58+0,02 059+0,02 058+0,01 0,4830
Contribuig&o (%) (66+0,2) (67+02) (66+0,1)
Platd (x 107) 7,83+0,04 7,85+0,05 7,89+0,02 0,0010t
Contribuig&o (%) (89,6 +0,5) (89,7+0,6) (89,9 +0,2)
Desaceleraggo (x 107) 0,33+0,01 0,31+0,01 0,30+0,02 <0,0001%
Contribuicao (%) (3,8+0,1) (36+0,1) (35+0,2)
Aceleraggo + Platd (x 10’)  8,42+0,03 844 +0,04 847+0,02 0,0020t
Contribuicao (%) (96,2+04) (96,4+04) (96,5+0,2)
ECA Total (x 107) 8,74 8,75 8,77
X Xl XVI
Ciclon  Aceleraggo (x 10°) 0,44+0,01 045+0,02 0,54+0,03 <0,0001%
Contribuigéo (%) (7,8+0,2) (80+04) (8,6%0,5)
Platd (x 10°) 489+0,07 4,90+0,05 583+0,06 <0,0001t
Contribuigéo (%) (86,7+1,2) (86,4+0,9) (859 +1,0)
Desaceleraggo (x 10°) 0,31+0,01 0,32+0,01 0,34+0,01 <0,00011
Contribuicao (%) (55+02) (56+02) (55+0,2)
Aceleraggo + Platd (x 10’)  5,32+0,07 535+0,05 5,86+0,05 <0,0001t
Contribuicao (%) (945+1,2) (944+08) (94,5+0,8)
ECA Total (x 10°) 5,63 5,66 6,20

Valores informados como média + desvio padrao.

1 Diferencas significativas entre a centrifuga XVI e as demais (X e XIII).
I Todas as centrifugas apresentaram diferengas significantes entre si (X, XlIl e XVI).

4.3. Fase lll - Qualificagdo de desempenho das centrifugas com ciclos
definidos por velocidade de centrifugacao e efeito centrifugo acumulado (ECA)

4.3.1. Sangue Total

Os resultados de volume do sangue total e das concentragdes de

plaquetas e de leucdcitos no ST processado nas trés centrifugas na fase Ill, com

alteragao dos parametros de centrifugagéo, foram equiparaveis (Tabela 18).
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Tabela 48. Perfil do ST coletado em bolsas TAB e processado em trés centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ na fase Ill do estudo comparados entre si. Ciclos de centrifugagao definidos por RPM e

ECA*.
Padréo X XllI XVI p
n=18 n=18 n=18
ST  Volume coletado, mL 4052495 459+13 454 + 7 460 + 12 0,2573
Volume anticoagulado, mL s/p 522 +13 5177 523 £ 12 0,2573
Plaquetas, x 10"°/U slp 116+22 108+19 11,0+25 0,5008
Leucocitos, x 10°%/U s/p 281+52 282+80 273+53 08955

*Valores informados como média + desvio padrdo. s/p: sem padrao.
Programa de centrifugacéao:
1° ciclo: (3.500 RPM; ECA 8,42 x 107; aceleragao livre; slow stop 5; 22°C) padrao para todas as centrifugas.

4.3.2. Concentrado de hemacias pobre em leucécitos

A contagem de leucécitos das unidades de CHPL processadas na CSXVI
(0,58 + 0,27 x 10°/U) foi menor quando comparada aos valores obtidos com a CSX e
a CSXIlI, respectivamente 0,63 = 0,38 x 10°%U e 0,64 + 0,33 x 10U, mas sem
significado estatistico. Demais parametros avaliados no CHPL mostraram resultados

similares nas trés centrifugas (Tabela 19).

Tabela 5. Resultados da avaliagao de CHPL obtidos na qualificagdo de desempenho de trés
centrifugas Sorvall® RC3BP+™ na fase Ill do estudo comparados entre si. Ciclo de centrifugagéo
definido por RPM e ECA*.

Padrao X XIlI XVI p
n=18 n=18 n=18
CHPL Volume, mL s/p 281+ 18 279 £ 17 280 £ 19 0,9442
Leucocitos, x 10%/U <1,2 0,63+0,38 0,64+0,33 0,58+0,27 0,9370
Leucdcitos residuais, % s/p 22,7 +£9,2 22,7 +£9,2 21,1+£9,2 0,8781
Hematocrito, % 50,0a700 56,2+22 559+28 574+24 0,1726
Hemoglobina, g/U > 43,0 54,8+5,8 53,6 £6,2 54,8 +6,1 0,7802
Plaquetas residuais, x 10"°/U s/p 0,11+0,09 0,07+0,05 0,07+0,05 0,2120

Valores informados como média * desvio padréo.
Programa de centrifugacgéo:
1° ciclo: (3.500 RPM; ECA 8,42 x 107; aceleragao livre; slow stop 5; 22°C) padréo para todas as centrifugas.

4.3.3. Plasma fresco congelado

No PFC a avaliacdo simples das unidades quanto ao volume e também
quanto a recuperacao de volume em relacdo ao ST foi numericamente bastante
proxima (70,3 £ 2,4%; 69,7 £ 2,9% e 69,7 + 2,5% respectivamente, nas centrifugas
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X, XlII e XVI) e sem significado estatistico.

Quanto as contagens de células residuais, para as plaquetas ndo houve
diferenga aparente. Os resultados observados para as contagens de hemacias entre
as centrifugas X (0,66 + 0,94 x 10%/mL), XlII (0,34 + 0,29 10%/mL) e XVI (0,37 + 0,33
106/mL), foram mais elevados para a centrifuga X em relagcdo as demais, mas
estatisticamente ndo significativos. Nao foi observada contaminagdo uniforme de
hemacias nas unidades obtidas da centrifuga X, com duas unidades mostrando
picos de contaminacdo em ciclos distintos da producédo. Essas diferencas podem
estar associadas a retengdo de hemacias em regides da bolsa de ST na qual houve
dobra do plastico durante o posicionamento da unidade no adaptador para a cagapa
da centrifuga, gerando represamento de hemacias, que dessa forma nao foram
sedimentadas e no momento da extragcdo seguiram para a bolsa com o plasma.
(Tabela 20).

Tabela 20. Resultados obtidos do PFC na qualificacdo de desempenho de trés centrifugas Sorvall®
RC3BP+™ na fase Ill do estudo comparados entre si. Ciclo de centrifugacao definido por RPM e

ECA*
Padréo X Xl XVI p
n=18 n=18 n=18
PFC  Volume, mL >150,0 223+15 222 +19 219+ 14 0,7243
Recuperagao de volume, % s/p 70,3+24 69,729 69,725 0,7724
Leucdcitos, x 10_°/mL <1,0 0,17+0,21 0,10+£010 0,05+0,03 0,0050t
Hemacias, x 10“’/mL <6,0 0,66+0,94 0,24+0,19 0,37+0,33 0,2340
Plaquetas, x10%/mL < 50,0 18,7+6,4 19,5+54 20,8 £ 6,1 0,5834

*Valores informados como média + desvio padréo. s/p: sem padrao.

Programas de centrifugagao:

1° ciclo: (3.500 RPM; ECA 8,42 x 107; aceleragao livre; slow stop 5; 22°C) padréo para todas as centrifugas.
1 Diferenca estatisticamente significante entre as centrifugas X e XVI.

Diferengas significantes foram identificadas somente entre as centrifugas
X e XVI (p = 0,005) quando avaliada a contagem de leucdcitos residuais: 0,17 + 0,21
x 10°/mL e 0,05 + 0,03 x 10%/mL, respectivamente. Ao estimar o residual percentual
de leucdcitos em relagdo ao ST as diferengas persistiram (Tabela 21), mas né&o
houve extrapolagdo quanto ao patamar maximo de contaminagdo leucocitaria
definido no protocolo de qualificagdo (Tabela 23). Uma vez que nao foram
identificadas diferengas para o mesmo parametro entre as CSXVI e CSXIll e que os

dados que subsidiaram a proposta alternativa de centrifugagdo foram fornecidos
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exatamente pela CSX, nao foi possivel associar esse resultado a uniformizagcéo do

programa do ciclo 1 com uso da programacéo alternativa.

Tabela 21. Avaliagao das contagens de leucdcitos obtidas no plasma na fase Ill do estudo*.

Centrifugas

X XIII XVI p
n=18 n=18 n=18
ST Leucdcitos, x 10°/U 28,1152 28,2+8,0 27,3+5,3 0,8955
PFC Volume, mL 223+ 15 222 +19 219+ 14 0,7743
Leucdcitos, x 10°/mL 0,17 £ 0,21 0,10 £ 010 0,05+0,03 0,0050t
Leucécitos residuais, % 0,14 +0,19 0,083 £ 0,089 0,043 £0,027 0,0100%

*Valores informados como média * desvio padrao.
1 Diferencga estatisticamente significante entre as centrifugas X e XVI.

4.3.4. Concentrado de plaquetas buffy coat single

As diferencas encontradas na fase | quanto aos volumes de CPBCS entre

a centrifuga XVI e as unidades X e XllI persistiram (p = 0,0074), desta vez sendo os

menores volumes obtidos com a centrifuga XVI (51 £ 6 mL) e volumes equiparaveis

para os CPBCS processados nas centrifugas X (56 + 4 mL) e Xlll (65 £+ 3 mL)

(Tabela 22). Apesar de apresentarem volumes menores, todos os CPBCS obtidos

com a centrifuga XVI atenderam a faixa de aceitagdo preconizada no protocolo de

qualificagdo (40 — 70 mL). As concentragdes (p = 0,9731) e recuperagdes de

plaquetas (p = 0,4234) e a concentragdo leucocitaria (p = 0,5984) observadas

nessas unidades foram similares aquelas obtidas com as outras centrifugas

avaliadas (Tabela 22).
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Tabela 22. Resultados obtidos do CPBCS na qualificagdo de desempenho de trés centrifugas
Sorvall® RC3BP+™ na fase Il do estudo comparados entre si. Ciclo de centrifugacéo definido por

RPM e ECA*.
Padrao X XII XVI p
n=18 n=18 n=18
CPBCS Volume, mL 40a70 56 +4 55+3 51+6 0,0074%
Leucdcitos, x 10°/U <05 0,16 +£0,08 0,15+0,05 0,22+0,18 0,5984
Leucécitos residuais, % s/p 0,61+0,33 0,56+0,22 0,79+0,54 0,5144
Plaquetas, x 10"/U >55 81+16 79+18 81+25 0,8077
Recuperagéo de plaquetas, % s/p 69,5+ 8,3 73,489 72,8111 0,4234

*Valores informados como média + desvio padrdo. s/p: sem padrao
Programa de centrifugagéo:

2° ciclo: (1.380 RPM; ECA 5,32 x 106; aceleragao livre; slow stop 5; 22°C) padréo para todas as centrifugas.

T Diferenca estatisticamente significante entre a centrifuga XVI e as centrifugas X e XIII.

Na avaliacdo do percentual de conformidade de atendimento aos

parametros da qualidade definidos no protocolo de qualificagdo, os plasmas

produzidos atenderam plenamente aos critérios com 100,0% de conformidade para

todos os parametros.

Os CHPL produzidos em todas as centrifugas atenderam aos critérios de

conformidade estabelecidos com valores superiores a 90,0% (Tabela 23), exceto

para a contagem de leucdcitos (x 10°/U) observada na centrifuga X (88,9%).

Tabela 23. Percentuais de conformidade para os parametros de inspegdo dos hemocomponentes
produzidos na fase Ill com aplicagdo dos programas de centrifugacao definidos por RPM e ECA.

Conformidade Centrifugas
Esperada (%)
X X XVI Geral
n=18 n=18 n=18 n= 54
CHPL Leucdcitos, x 10%/U >75,0 88,9 94,4 100,0 94,4
Hematocrito, % >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hemoglobina, g/U >75,0 100,0 94,4 100,0 98,1
PFC Volume, mL >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Leucdcitos, x 1Q°/mL >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hemacias, x 10‘°/mL >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Plaquetas, x10%/mL >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
CPBCS Volume, mL >75,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Leucdcitos, x 10°/U >75,0 100,0 100,0 94,4 98,1
Plaquetas, x 10"°/U >75,0 100,0 100,0 100,0  100,0

Percentuais de atendimento aos requisitos da qualidade definidos no protocolo de qualificagao.
N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.
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Os concentrados de plaquetas buffy coat single produzidos nas
centrifugas X e XllI alcangaram 100,0% de conformidade considerando-se todos os
parametros avaliados. Na centrifuga XVI as conformidades foram de 100,0%, exceto
para a contagem de leucécitos cujo valor foi de 94,4%. Para essa centrifuga uma
unidade avaliada apresentou contagem de leucdcitos superior ao padrdo com
resultado de 0,86 x 10%/U. Considerando as trés centrifugas de forma conjunta a
contaminagdo de leucocitaria no CPBCS alcangou o patamar de 98,1% de
conformidade e dessa forma atendeu ao protocolo do estudo. No contexto geral da
produgcdo, os valores de conformidade encontrados mantiveram-se superiores a

90,0% indicando boa margem de aceitagédo para o processo de produgao.

5. DISCUSSAO

A producao de hemocomponentes € um processo de extrema importancia
no cotidiano das unidades hemoterapicas. No inicio dessa pratica houve predominio
dos processos manuais e operador dependentes, sujeitos naturalmente e/ou
tecnicamente a uma maior variabilidade, traduzida no perfil de conformidade dos
hemocomponentes obtidos.

A introducdo gradual da automacado permitiu melhor controle dos
processos € ganhos em produtividade. Ao mesmo tempo, viabilizou abordagens
novas e tecnicamente mais complexas para obtencdo de hemocomponentes com
perfis distintos, capazes de atender demandas especificas identificadas pelos
servigos de hemoterapia, relacionadas a populagao de pacientes atendidos.

As centrifugas de sedimentagdo modelo Sorvall® RC3BP+™ utilizadas na
secao de producdo de hemocomponentes do Hemocentro de Campinas/UNICAMP
permitem ao usuario as programagdes habituais dos ciclos de centrifugagdo pela
associagao do tempo de centrifugacao a velocidade (RPM) ou a forga g. Essas duas
formas de definicao dos ciclos sdo as mais presentes nas descricbes dos protocolos
de centrifugacdo, mas nao sao suficientes para traduzir com exatiddo a forca
aplicada aos hemocomponentes durante todo o ciclo de centrifugagao.

Considerando-se a variabilidade biolégica inerente ao ST enquanto
matéria prima da producdo de hemocomponentes a partir de bolsas TAB, ha uma
tolerancia bioestatistica ampla em relagdo aos percentuais de atendimento aos

padrées da qualidade dos hemocomponentes, que permitem caracterizar um
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processo produtivo como conforme quando o mesmo perfaz no minimo 75,0% de
atendimento aos padroes da qualidade por parametro avaliado. Essa faixa de
aceitagdo foi adotada na legislagdo nacional PRTC n® 05 (60) sendo também
preconizada na Europa (59). O protocolo de qualificagdo de centrifugas utilizado
neste estudo considerou a mesma faixa percentual de conformidade da PRTC n® 05
para a aprovagado da qualificacdo de desempenho das centrifugas. O tamanho
amostral minimo calculado para avaliagdo de variaveis qualitativas (parametro de
inspecao classificado como conforme ou ndo conforme) com intervalo de confianga
de 95% (60) foi de 12 unidades por equipamento, sendo a mesma casuistica
adotada na qualificacéo de centrifugas da area de processamento.

Na fase | desse estudo foram avaliados, na etapa final da qualificagdo de
desempenho de centrifugas, os perfis dos hemocomponentes (CHPL, PFC e
CPBCS) produzidos do ST coletado em bolsas TAB e processado em quatro
centrifugas programadas com os parametros RPM x tempo (minutos). Do ponto de
vista do controle de qualidade dos hemocomponentes obtidos em cada uma das
centrifugas e também na avaliagao incluindo todas as unidades processadas pelos
equipamentos, houve atendimento pleno aos percentuais minimos de conformidade
estabelecidos no protocolo, sendo 91,7% o menor percentual de conformidade
obtido e que correspondeu a contaminacao leucocitaria no CHPL.

Embora todos os volumes de CPBCS obtidos das centrifugagdes do BC
com as programacdes em RPM x tempo tenham ficado dentro da faixa de aceitacao,
na CSXVI eles foram significativamente menores em relagdo aqueles obtidos das
unidades centrifugadas nos demais equipamentos (CSX, CSXIIl e CSXXV). Nao foi
possivel estabelecer associagdo desse perfil com o programa utilizado no ciclo 2
pela CSXVI (aceleracéo livre; 1.450 RPM; 5 minutos; slow stop 5; 22°C) uma vez
que ele também foi reproduzido na CSXXV gerando volumes similares aos das
centrifugas X e Xlll com outra versédo de programacéao (aceleragao livre; 1.380 RPM,;
5 minutos; slow stop 5; 22°C).

Todas as unidades de ST centrifugadas na CSXVI foram submetidas a
extracdo em um mesmo extrator automatizado enquanto que na extracido das
unidades oriundas das demais centrifugas houve a contribuicdo de dois
equipamentos distintos ao longo do processo de obtencdo dos hemocomponentes. E
possivel que as diferencas estejam ligadas as variaveis do processo relacionadas a

intervengao humana, associadas ou ndo as nuances de operacao dos equipamentos
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(centrifugas e extratores). Nao foi possivel levantar junto a equipe da area de
producao relatos da existéncia de ocorréncias de impacto durante a fase de
extragao, fossem elas oriundas da manipulagdo das bolsas pelos operadores ou
mesmo de funcionamento dos extratores (alertas) e dessa forma, avaliar a potencial
contribuigdo dos mesmos nos resultados observados.

Na fase | foi possivel caracterizar os volumes, a composic¢ao celular e a
dosagem de hemoglobina dos hemocomponentes produzidos, identificar as nao
conformidades para os parametros de qualidade especificados no protocolo de
qualificagdo das centrifugas e decidir pelo aceite ou rejeicdo do programa testado
individualmente nos equipamentos. A somatdria (n = 48) obtida entre os dados
gerados nos ciclos realizados com os programas selecionados no conjunto de
centrifugas permitiu uma boa estimativa do potencial das programacgdes propostas.

Apoés a implantagdo dos programas em RPM x tempo (fase Il) a variagao
entre os volumes dos CPBCS vista na fase | ndo se repetiu, sugerindo que as
observacgdes anteriores para este parametro possam ter sofrido influéncia de algum
fator ndo claramente identificado, que ndo se reproduziu em mesma dimensao
durante a rotina, caracterizada pela maior diversificacdo de operadores e extratores
automaticos.

Os percentuais de conformidade geral para os parametros avaliados na
produgédo, com conformidades minimas no CHPL de 87,5% para a dosagem de
hemoglobina (g/U) e de 93,8% para hematécrito (%), quando comparados aos dados
inicialmente obtidos na etapa | de qualificacdo de desempenho das centrifugas
(conformidades de 100,0% para os mesmos parametros), podem estar ligados a
remogao padrao do BC e a maior variabilidade de tais parametros na populagao de
doadores cujas unidades foram amostradas na fase Il (25,0% dos doadores com
hematacrito igual ou inferior a 40,0%) em comparacao a fase | do estudo (20,8% dos
doadores com hematdcrito igual ou inferior a 40,0%). A interferéncia humana pode
ter contribuido para a variabilidade visto que, nessa etapa, ao contrario das Fases |
e Il, ocorreu a participacao integral de todos os profissionais da area de
processamento. Adicionalmente, alteragcbes do perfil de funcionamento dos
equipamentos (centrifugas e extratores), decorrentes de perda de calibragdo ou
desgaste natural também podem responder pelos resultados observados.

Os volumes do PFC e do CPBCS mantiveram atendimento de 100,0%

aos padrbes e para os demais parametros de inspecdo o menor percentual de
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conformidade obtido foi de 90,7% para a contagem de plaquetas no CPBCS,
assinalando a boa reprodugdo do processo de centrifugagdo com os programas
definidos na fase I.

Durante a fase Il foram coletados os valores do efeito centrifugo
acumulado gerados nos ciclos 1 e 2 de centrifugacdo em todas as centrifugas
(exceto a CSXXV removida da rotina por problemas técnicos) e foi selecionada a
centrifuga (CSX) como referéncia para a definicdo do ECA a ser disseminado nas
demais unidades, pois € a centrifuga pela qual historicamente a éarea de
processamento inicia as qualificagcdes de desempenho. Supondo a utilizagdo do
ECA na qualificagdo de desempenho de centrifugas para um novo processo
produtivo, ou seja, na condicdo de inexisténcia de parametros de centrifugagao
previamente conhecidos, os mesmos obrigatoriamente serdo definidos em apenas
um equipamento para replicacao posterior nos demais.

Para a programacgao alternativa ndo foi adotado o valor integral de ECA
obtido do inicio da centrifugacao até a parada completa da centrifuga. Em seu lugar
utilizou-se o ECA parcial que corresponde a forga aplicada do inicio da centrifugagao
até o término da fase de platd, ou seja, até o inicio da desaceleragdo, que no
programa tradicional acontece quando o tempo fixado para o ciclo € atingido. Tais
valores parciais corresponderam a 96,2 + 0,4% (8,42 + 0,04 x 10") e a 94,5 + 1,2%
(5,32 £ 0,07 x 106) do efeito centrifugo total identificado nos ciclos 1 e 2,
respectivamente. A etapa isolada de desaceleragao foi desconsiderada para evitar a
aplicacao final de forga superior ao ECA total inicialmente observado. O percentual
de contribuicdo da desaceleracéo do ciclo 1 para o ECA total foi de 3,8 + 0,1% e no
ciclo 2 foi de 5,5 + 0,2%. Neste ultimo, ndo diferiu em fungdo da variacao de
programacao que existiu entre as centrifugas na fase Il.

Na avaliacdo pratica da proposta alternativa de programacdo das
centrifugas com os ciclos 1 e 2 definidos pelos parametros RPM x ECA (fase Ill)
aplicados como padrdao a todas as centrifugas, o perfil geral dos componentes
produzidos entre os equipamentos ndo mostrou diferengas significativas, exceto para
dois parametros de inspecao: a contagem de leucdécitos no PFC e o volume no
CPBCS.

Na avaliagdo dos resultados do PFC, apesar do atendimento de 100,0%
aos parametros da qualidade, as contagens de leucdcitos foram distintas entre as

centrifugas CSX (maiores valores) e CSXIII (menores valores). Ao considerarmos os
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percentuais residuais de leucocitos em relagdo ao conteudo inicial presente no ST a
diferenga persistiu. A elevagao dessa contagem nao foi acompanhada pelo aumento
das plaquetas, sugerindo auséncia de relagdo direta com as condi¢gdes de
centrifugacédo e a contribuigcdo variavel de outros elementos de dificil mapeamento
na resultante do processo de produc¢ao, dentre eles o desprendimento de leucdcitos
aderidos a parede da bolsa com o BC durante a extragdo do plasma.

A utilizacdo do programa alternativo resultou na persisténcia das
diferencgas vistas na fase | para os volumes do CPBCS entre as mesmas centrifugas,
porém desta vez com inversdo do patamar dos resultados (CSXVI com menor
volume que as demais). Ndo foi possivel avaliar o impacto da mudanga da
programacao na CSXXV (que compartilhou o0 mesmo programa aplicado a CS XVI
na fase |) devido a sua remocgao do processo de producédo e dessa forma buscar
elementos para associar o resultado a alteragado do programa.

Tais observagdes, no entanto, reforcam a existéncia de um perfil de
funcionamento particular para cada centrifuga, sedimentado ao longo da vida util
desses equipamentos, que dificulta em muitas ocasides a reproducao satisfatéria
dos mesmos programas de centrifugacdo em todos os equipamentos de mesmo
modelo levando, em ciclos definidos por RPM x tempo, a necessidade de
customizagado dos programas para cada equipamento. Durante a fase |l foi possivel
identificar padrdes de comportamento distintos entre as centrifugas com relacao a
dispersdao dos valores de ECA registrados durante o ciclo 1, com a CSXVI
apresentando menor dispersdo e a CSX maior variagao.

Neste estudo ndo foram observadas diferencas relevantes na
conformidade dos hemocomponentes produzidos pela metodologia do BC nas
centrifugas Sorvall® RC3BP+™ avaliadas nas qualificacdes de desempenho de
centrifugas, quando programadas com os parametros RPM x tempo e RPM x ECA.
Em ambos os casos, ao avaliar os hemocomponentes produzidos pelo conjunto de
centrifugas em cada fase do estudo as conformidades aos parametros de qualidade
avaliados mantiveram-se superiores a 90,0%.

Aliada a automacédo, a incorporacdo do parametro ECA a rotina de
programacao de centrifugas Sorvall® RC3BP+™, ao permitir maior dominio sobre a
reproducao da forca centrifuga de fato aplicada durante os ciclos de centrifugacao,
pode contribuir para a minimizacdo das nao conformidades que resultem

exclusivamente das variagdes nesses ciclos.
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6. CONCLUSAO

Nas centrifugas Sorvall® RC3BP+™ é possivel, por meio de um comando
especial, acompanhar os ciclos definidos por RPM e tempo ja padronizados na rotina
e extrair com facilidade os dados do efeito centrifugo acumulado aplicado ao longo
deles, para utilizagdo na programacao alternativa RPM x ECA.

A programacéao dos ciclos com o parametro ECA é capaz de reproduzir
padrées de conformidade similares aqueles observados com a programagao
tradicional (RPM x tempo) desde que mantidas a velocidade utilizada no programa
convencional da qual se originou e também as modalidades tanto de aceleragao
quanto de desaceleragéo.

A programacao alternativa proposta (RPM x ECA) permitiu que programas
idénticos de centrifugacéo para o 1° e o0 2° ciclos (ciclos 1 e 2) fossem reproduzidos
com sucesso nhas centrifugas avaliadas, sem a necessidade de retrabalho e
portanto, em menor tempo de finalizacdo da qualificacdo, ao contrario do vivenciado
na experiéncia de programacao tradicional (RPM x tempo).

Frente aos resultados obtidos, sera proposta a area de Processamento e
a Supervisdo Técnica do Hemocentro de Campinas — UNICAMP a incorporacédo do
parametro ECA em substituicdo ao tempo de centrifugagcéo nas programacgdes das

centrifugas utilizadas na producao de hemocomponentes.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Perfil do ST processado na CSX na fase | do estudo.

N° Bolsa ST (mL) ST (mL) HT Doador Plag. Doador Plaq. ST Leuc. Doador Leuc. ST

coletado anticoagulado (%) x 10%ul x 10"y x 10%/ul x 108U
B344717025860* 431 494 41,8 179 7,7 6,6 28,5
B344717025872* 441 504 43,1 195 8,6 55 24,2
B344717025859* 469 532 40,5 158 7,4 4,0 18,8
B344717025865* 441 504 37,6 230 10,1 4,4 19,4
B344717025869* 450 513 40,6 95 4,3 5,0 22,5
B344717025870* 479 542 31,8 227 10,9 6,5 31,1
B344717025613 455 455 45,5 189 8,6 6,0 27,3
B344717025611 468 468 44,2 162 7,6 4,4 20,6
B344717025610 453 453 45,0 238 10,8 5,3 24,0
B344717025612 443 443 41,8 220 9,7 4,7 20,8
B344717025615 456 456 46,1 222 10,1 6,2 28,3
B344717025614 456 456 457 271 12,4 7,5 34,2
Média 453 485 42,0 199 9,0 5,5 25,0
Mediana 454 481 42,5 208 9,2 5,4 24,1
Desvio Padrdo 14 34 4,1 47 2,1 1,1 4,9

% Conforme 100,0 * * * * * *
Apéndice 2. Perfil do ST processado na CSXIIl na fase | do estudo.

N° Bolsa ST (mL) ST (mL) HT Doador Plag. Doador Plaq. ST Leuc. Doador Leuc. ST

coletado anticoagulado (%) x 10%/ul x 10"%U x 10°/ul x 10%/U
B344717026756 436 499 38,2 264 11,5 52 22,7
B344717026757 461 524 40,7 273 12,6 6,9 31,8
B344717026758 453 516 45,0 251 11,4 5,5 24,9
B344717026759 453 516 45,3 174 7,9 52 23,6
B344717026763 450 513 48,2 266 12,0 7,6 34,2
B344717026767 456 519 45,2 175 8,0 5,9 26,9
B344717027806 454 517 47,0 301 13,7 4,5 20,4
B344717027807 456 519 46,8 261 11,9 6,5 29,6
B344717027809 462 525 43,3 244 11,3 3,8 17,6
B344717027812 473 536 43,9 181 8,6 6,9 32,6
B344717027814 457 520 47,9 246 11,2 4,6 21,0
B344717027493 453 516 38,7 301 13,6 5,9 26,7
Média 455 518 44,2 245 11,1 57 26,0
Mediana 455 518 45,1 256 11,4 57 25,8
Desvio Padrdo 9 9 3,4 45 2,0 1,1 5,3

% Conforme 100,0 *



Apéndice 3. Perfil do ST processado na centrifuga CSXVI na fase | do estudo
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HT Doador Plag. Doador Plag. ST Leuc. Doador

5 ST (mL) ST (mL) Leuc. ST
N° Bolsa . 3 10 3 8

coletado anticoagulado (%) x 10°/ul x 10°°/U x 10°/ul x 10°/U
B344717026936 452 515 49,3 229 10,4 7,1 32,1
B344717026037 462 525 39,7 259 12,0 6,9 31,8
B344717026938 465 528 45,0 222 10,3 4,3 20,0
B344717026939 448 511 48,8 275 12,3 8,1 36,3
B344717026940 447 510 50,6 265 11,9 6,1 27,3
B344717026942 451 514 46,8 289 13,0 6,8 30,7
B344717028581 458 521 44,4 208 9,5 8,3 38,0
B344717028584 432 495 48,1 210 9,1 6,5 28,1
B344717028585 466 529 40,7 258 12,0 53 24,7
B344717028591 465 528 47,3 233 10,8 5,8 27,0
B344717028592 467 530 457 272 12,7 6,8 31,8
B344717028593 458 521 50,3 219 10,0 8,4 38,5
Média 456 519 46,4 245 11,2 6,7 30,5
Mediana 458 521 47,1 246 11,3 6,8 31,2
Desvio Padrao 10 10 3,5 28 1,3 1,2 55

% Conforme 100,0 * * * * * *
Apéndice 4. Perfil do ST processado na centrifuga CSXXV na fase | do estudo

N° Bolsa ST (mL) ST (mL) HT Doador Plag. Doador Plag. ST Leuc. Doador Leuc. ST

coletado anticoagulado (%) x 10%ul x 10'%U x 10%/ul x 108U
B344717026982 448 511 43,0 255 11,4 6,2 27,8
B344717026983 462 525 49,2 190 8,8 6,0 27,7
B344717026984 457 520 52,7 262 12,0 7,3 33,3
B344717026992 465 528 40,8 281 13,1 8,1 37,7
B344717026993 457 520 46,6 173 7,9 4,5 20,6
B344717026997 462 525 48,2 170 7,8 5,8 26,8
B344717027700 458 521 46,2 274 12,5 7,1 32,5
B344717027693 463 526 47,6 218 10,1 7.2 33,4
B344717027694 452 515 46,2 294 13,3 8,6 38,9
B344717027696 456 519 44,4 217 9,9 4,8 21,9
B344717027697 450 513 42,5 283 12,7 6,5 29,3
B344717027699 461 524 47,2 212 9,8 4,9 22,6
Média 458 521 46,2 236 10,8 6,4 29,4
Mediana 457 520 46,4 237 10,8 6,4 28,5
Desvio Padrdo 5 5 3,2 44 2,0 1,3 6,0

% Conforme 100,0 * * * * * *



Apéndice 5. Perfil do PFC processado na centrifuga CSX na fase | do estudo.

N° Bolsa Volume Leucécitos Hemacias Plaquetas
(mL) x10°/mL _ Residual % x10%mL  x10%mL Residual %

B344717025860 197 0,29 0,177 0,09 45 1,0
B344717025872 190 0,07 0,050 0,06 14,8 2,9
B344717025859 224 0,06 0,063 0,03 23,0 6,1
B344717025865 218 0,03 0,026 0,27 15,5 2,9
B344717025869 207 0,01 0,005 0,04 4,0 1,7
B344717025870 265 0,11 0,080 0,11 9,0 1,9
B344717025613 211 0,03 0,021 0,12 18,3 4,5
B344717025611 233 0,15 0,166 0,25 43 1,3
B344717025610 216 0,03 0,024 0,12 15,8 3,2
B344717025612 219 0,06 0,063 0,32 20,0 4,5
B344717025615 220 0,02 0,016 0,01 10,5 2,3
B344717025614 207 0,01 0,008 0,08 13,0 2,2
Média 217 0,07 0,06 0,13 12,7 2,9
Mediana 217 0,04 0,04 0,10 13,9 2,6
Desvio Padrao 19 0,08 0,06 0,10 6,4 1,5
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 6. Perfil do PFC processado na centrifuga CSXIII na fase | do estudo.

N° Bolsa Volume Leucdcitos Hemacias Plaquetas
(mL) x10°ml  Residual % x10%ml  x10%ml Residual %

B344717026756 235 0,06 0,062 0,08 19,5 4,0
B344717026757 236 0,02 0,015 0,05 19,5 3,7
B344717026758 215 0,05 0,046 0,08 23,8 4,5
B344717026759 209 0,05 0,047 0,04 27,5 7,3
B344717026763 204 0,02 0,012 0,04 19,3 3,3
B344717026767 222 0,03 0,022 0,14 22,3 6,2
B344717027806 219 0,04 0,043 0,40 15,0 2,4
B344717027807 218 0,01 0,010 0,02 18,8 3.4
B344717027809 239 0,05 0,073 0,08 15,0 3,2
B344717027812 233 0,03 0,019 0,03 15,0 4.1
B344717027814 210 0,04 0,040 0,13 12,8 2,4
B344717027493 248 0,03 0,031 0,19 10,5 1,9
Média 224 0,04 0,035 0,11 18,2 3,9
Mediana 220 0,04 0,035 0,08 19,0 3,5
Desvio Padréo 14 0,02 0,020 0,11 4,8 1,6
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *
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Apéndice 7. Perfil do PFC processado na centrifuga CSXVI na fase | do estudo.

N° Bolsa Volume Leucécitos Hemacias Plaguetas
(mL) x10°mL  Residual % x10%mL  x10%mL Residual %

B344717026936 200 0,06 0,037 0,03 16,0 3.1
B344717026037 248 0,30 0,234 2,22 10,8 2,2
B344717026938 216 0,05 0,050 0,07 15,8 3,3
B344717026939 200 0,07 0,040 0,53 15,5 2,5
B344717026940 175 0,04 0,026 0,03 13,8 2,0
B344717026942 219 0,01 0,010 2,18 10,3 1,7
B344717028581 222 0,02 0,012 0,02 12,5 2,9
B344717028584 188 0,02 0,013 0,05 9,8 2,0
B344717028585 247 0,01 0,007 0,04 16,8 3.4
B344717028591 210 0,09 0,067 0,12 18,5 3,6
B344717028592 218 0,03 0,018 0,02 24,0 4,1
B344717028593 192 0,01 0,007 0,35 16,0 3,1
Média 211 0,06 0,043 0,47 15,0 2,8
Mediana 213 0,03 0,022 0,06 15,6 3,0
Desvio Padrao 22 0,08 0,063 0,82 4,0 0,7
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 8. Perfil do PFC processado na centrifuga CSXXV na fase | do estudo.

N° Bolsa Volume Leucécitos Hemacias Plaquetas
(mL) x10%mL  Residual % x10%mL  x10%mL Residual %

B344717026982 229 0,07 0,055 0,08 16,0 3,2
B344717026983 204 0,10 0,074 0,21 14,0 3,3
B344717026984 187 0,03 0,019 0,03 15,8 2,5
B344717026992 244 0,01 0,009 0,09 13,5 2,5
B344717026993 208 0,07 0,074 0,05 14,8 3,9
B344717026997 212 0,03 0,021 0,06 16,0 4,3
B344717027700 216 0,04 0,027 0,06 16,0 2,8
B344717027693 211 0,02 0,013 0,01 15,8 3,3
B344717027694 218 0,03 0,015 0,01 15,8 2,6
B344717027696 221 0,03 0,034 0,17 15,3 3.4
B344717027697 234 0,02 0,016 0,04 17,5 3,2
B344717027699 217 0,03 0,032 0,06 24,5 5,4
Média 217 0,04 0,032 0,07 16,2 3.4
Mediana 216 0,03 0,024 0,06 15,8 3,2
Desvio Padrao 15 0,03 0,023 0,06 2,8 0,9

% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *



Apéndice 9. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSX na fase | do estudo.

~ Vol. Leucécito Leucécito HT Hb Plaquetas
No Doagéo 9 , 10

(mL) x 10°/U Residual (%) % (g/V) x 107/U
B344717025860 284 0,45 13,9 58,2 57,1 0,03
B344717025872 302 0,54 19,6 58,5 58,9 0,03
B344717025859 294 0,21 9,7 59,0 59,2 0,03
B344717025865 279 0,73 32,8 56,5 51,4 0,14
B344717025869 291 0,44 17,0 57,3 55,8 0,09
B344717025870 262 1,13 32,0 52,8 45,9 0,13
B344717025613 288 0,46 16,9 53,4 51,8 0,06
B344717025611 282 0,51 24,6 56,1 53,0 0,03
B344717025610 285 0,28 11,9 57,1 54,1 0,11
B344717025612 272 0,71 34,0 53,2 46,7 0,11
B344717025615 284 0,28 10,0 59,5 56,2 0,03
B344717025614 297 0,89 26,1 56,7 56,5 0,15
Média 285 0,55 20,7 56,5 53,9 0,08
Mediana 284 0,48 18,3 56,9 55,0 0,07
Desvio Padréo 11 0,27 9,0 2,3 4,3 0,05

% Conforme * 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 10. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXIII na fase | do estudo

Leucécito

~ Vol. Leucécito HT Hb Plaquetas
No Doagéo 5 , 10
(mL) x 10%U Residual (%) % (g/V) x 10°/U
B344717026756 256 0,82 36,1 51,5 43,0 0,18
B344717026757 272 1,33 41,9 54,5 47,5 0,08
B344717026758 283 0,40 15,9 57,0 53,8 0,11
B344717026759 296 0,53 22,6 59,5 57,2 0,09
B344717026763 290 0,55 16,1 58,9 55,6 0,03
B344717026767 285 0,57 21,2 57,8 54,4 0,09
B344717027806 285 0,66 32,1 57,5 53,8 0,17
B344717027807 282 0,48 16,2 58,7 54,4 0,17
B344717027809 275 0,47 26,6 54,9 49,1 0,38
B344717027812 284 1,14 34,8 57,3 53,1 0,11
B344717027814 288 0,14 6,8 59,1 57,5 0,12
B344717027493 254 0,86 32,3 52,0 42,8 0,10
Média 279 0,66 25,2 56,6 51,9 0,14
Mediana 283 0,56 24,6 57,4 53,8 0,11
Desvio Padrao 13 0,33 10,4 2,7 5,1 0,09
% Conforme * 91,7 * 100,0 100,0 *
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Apéndice 11. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXVI na fase | do estudo.

~ Vol. Leucdcito Leucocito HT Hb Plagquetas
No Doagéao 9 . 10

(mL) x 10°/U  Residual (%) % (g/U) x 10°/U
B344717026936 304 0,30 9,5 59,7 60,8 0,18
B344717026037 262 1,13 35,4 54,4 45,9 0,10
B344717026938 298 0,42 20,9 56,2 55,7 0,18
B344717026939 295 0,59 16,3 60,0 57,6 0,18
B344717026940 321 0,99 36,4 59,9 62,5 0,13
B344717026942 290 0,17 57 59,0 57,6 0,14
B344717028581 283 1,02 26,8 57,7 52,6 0,25
B344717028584 291 0,76 26,9 57,0 53,5 0,06
B344717028585 266 0,45 18,3 54,7 47,9 0,03
B344717028591 295 0,30 10,9 58,5 57,0 0,21
B344717028592 296 0,74 23,3 55,3 54,8 0,09
B344717028593 308 0,98 25,6 58,8 59,0 0,03
Média 292 0,65 21,3 57,6 55,4 0,13
Mediana 295 0,67 22,1 58,1 56,4 0,14
Desvio Padrédo 16 0,33 9,7 2,0 4,9 0,07

% Conforme * 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 12. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXXV na fase | do estudo

Leucécito

~ Vol. Leucécito HT Hb Plaquetas
No Doagéo 9 , 10

(mL) x 10°/U Residual (%) % (g/U) x 107/U
B344717026982 250 0,40 14,4 53,1 43,5 0,23
B344717026983 288 0,43 15,6 57,9 54,1 0,06
B344717026984 307 0,43 12,9 59,1 60,7 0,06
B344717026992 264 1,51 39,9 54,0 44,9 0,24
B344717026993 280 0,48 23,2 55,8 51,3 0,03
B344717026997 283 0,20 7,4 57,8 54,6 0,20
B344717027700 285 0,31 9,6 59,4 55,6 0,06
B344717027693 298 0,72 21,4 59,0 58,7 0,06
B344717027694 275 1,18 30,4 56,3 50,2 0,14
B344717027696 277 0,64 29,2 56,5 51,6 0,19
B344717027697 264 0,87 29,8 51,4 44,4 0,08
B344717027699 294 0,53 23,5 57,9 55,6 0,06
Média 280 0,64 21,4 56,5 52,1 0,12
Mediana 282 0,50 22,3 57,2 52,8 0,07
desvio padrao 16 0,38 9,8 2,5 5,6 0,08

% Conforme * 91,7 * 100,0 100,0 *



Apéndice 13. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSX na fase | do estudo.

~ Vol Leucdcitos Leucdcitos Plaquetas Recup. PIt
No Doagéo N L 10

(mL) x 10°/U Residuais (%) x 10™7/U (%)
B344717025860 53 0,37 1,15 57 65,0
B344717025872 57 0,34 1,24 8,4 85,4
B344717025859 57 0,40 1,88 6,1 72,5
B344717025865 58 0,12 0,53 8,8 76,0
B344717025869 47 0,23 0,91 3,5 72,7
B344717025870 53 0,27 0,76 6,9 56,4
B344717025613 52 0,21 0,77 6,1 71,5
B344717025611 55 0,17 0,81 5,6 73,7
B344717025610 58 0,29 1,21 8,1 74,7
B344717025612 58 0,23 1,12 7.1 73,4
B344717025615 58 0,41 1,44 8,0 78,6
B344717025614 56 0,28 0,82 9,5 77,2
Média 55 0,28 1,05 7,0 73,1
Mediana 57 0,27 1,01 7,0 73,6
Desvio Padrdo 3 0,09 0,37 1,7 7.1

% Conforme 100,0 100,0 * 91,7 *

Apéndice 14. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXIll na fase | do estudo.

~ Vol Leucdcitos Leucdcitos Plaquetas Recup. PIt
No Doagéo N L 10

(mL) x 10°/U Residuais (%) x 10"7/U (%)
B344717026756 52 0,16 0,69 6,6 57,4
B344717026757 56 0,17 0,53 8,2 65,5
B344717026758 54 0,22 0,87 7,8 68,5
B344717026759 53 0,21 0,91 5,7 72,0
B344717026763 56 0,28 0,82 8,6 72,1
B344717026767 53 0,21 0,79 5,5 68,9
B344717027806 56 0,17 0,83 9,6 70,6
B344717027807 55 0,28 0,93 9,0 75,9
B344717027809 60 0,36 2,06 6,9 61,1
B344717027812 57 0,40 1,23 5,8 67,6
B344717027814 57 0,17 0,82 7,9 69,9
B344717027493 52 0,26 0,98 9,3 68,4
Média 55 0,24 0,96 7,6 68,2
Mediana 56 0,22 0,85 7,8 68,7
Desvio Padrdo 2 0,08 0,38 1,5 5,0

% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 *



Apéndice 15. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXVI na fase | do estudo.

~ Vol Leucdcitos Leucdcitos Plaquetas Recup. PIt
No Doagéo N . 10

(mL) x 10°/U Residuais (%) x 107/U (%)
B344717026936 60 0,30 0,94 7,4 71,8
B344717026037 55 0,33 1,04 5,8 48,1
B344717026938 57 0,23 1,15 6,8 65,4
B344717026939 55 0,33 0,91 8,5 69,2
B344717026940 60 0,30 1,10 8,5 72,0
B344717026942 55 0,22 0,72 6,9 53,2
B344717028581 61 0,31 0,80 7,5 78,9
B344717028584 57 0,23 0,82 6,5 72,0
B344717028585 62 0,31 1,26 8,8 73,0
B344717028591 63 0,32 1,17 8,9 82,4
B344717028592 64 0,38 1,21 10,0 78,6
B344717028593 57 0,23 0,60 7,8 77,9
Média 59 0,29 0,98 7,8 70,2
Mediana 59 0,30 0,99 7,7 72,0
Desvio Padrdo 3 0,05 0,21 1,2 10,3

% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 *

Apéndice 16. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXXV na fase | do estudo.

~ Vol Leucocitos Leucdcitos Plaquetas Recup. PIt
No Doagéo N L 10

(mL) x 10°/U Residuais (%) x 107/U (%)
B344717026982 48 0,24 0,86 7,6 66,1
B344717026983 47 0,19 0,67 6,1 70,0
B344717026984 52 0,26 0,79 9,6 79,9
B344717026992 56 0,34 0,90 9,9 75,4
B344717026993 54 0,22 1,06 59 74,3
B344717026997 50 0,20 0,74 5,6 71,3
B344717027700 54 0,27 0,84 7,6 60,5
B344717027693 52 0,26 0,79 6,2 61,7
B344717027694 57 0,46 1,18 10,2 76,5
B344717027696 53 0,16 0,73 6,6 66,8
B344717027697 55 0,28 0,95 8,3 64,9
B344717027699 54 0,22 0,96 7,6 77,3
Média 53 0,26 0,87 7,6 70,4
Mediana 54 0,25 0,85 7,6 70,6
Desvio Pdréao 3 0,08 0,15 1,6 6,4

% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 *
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Apéndice 17. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSX na fase Il do estudo

No Doagao Vol. Leucdcito HT Hb total Hb ACE x 10° ACE x 10’  ACE x 10’
(mL) x 10%/U % (g/dL) (g/V) Aceleragio Platd Fim do ciclo
B344717032621 282 0,68 59,2 19,3 54,4 5,79 8,44 8,77
B344817015935 269 0,83 55,2 17,7 47,6 5,79 8,44 8,77
B345117004722 305 0,15 60,9 21,5 65,5 5,63 8,41 8,75
B344817016441 299 0,75 59,8 20,1 60,1 5,63 8,41 8,75
B344817016446 243 0,68 49,9 16,3 40,9 5,76 8,43 8,76
B344717033265 280 0,48 57,6 19,2 53,8 5,96 8,45 8,77
B344717033916 275 0,60 55,1 19,0 52,2 5,96 8,45 8,77
B345117004821 292 0,53 54,7 18,6 54,4 5,94 8,46 8,79
B345117004823 238 0,36 51,4 17,9 42,6 5,94 8,46 8,79
B344817016533 255 0,69 53,7 17,9 45,6 5,69 8,70 8,70
B344817016540 281 1,18 56,4 19,0 53,4 5,69 8,70 8,70
B345117004877 273 1,42 53,5 18,2 49,6 6,03 8,40 8,73
B344717035051 291 0,46 58,4 20,0 58,1 6,03 8,40 8,73
B345117004879 266 0,67 53,8 18,7 49,7 6,03 8,60 8,68
B344817016874 247 0,79 51,7 17,5 433 6,03 8,60 8,68
B344717041120 272 0,33 59,6 20,6 55,9 5,63 8,42 8,75
Média 273 0,66 55,7 18,8 51,7 5,85 8,49 8,74
Mediana 274 0,67 55,2 18,9 52,8 5,87 8,45 8,75
Desvio Padrao 20 0,31 3,3 1,3 6,7 0,16 0,10 0,04
% Conforme * 93,8 93,8 * 87,5 * * *

Apéndice 18. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXIII na fase Il do estudo.

No Doagéio Vol. Leucocito HT Hb total Hb ACE x 10° ACE x 10’  ACE x 10’
(mL) x 10°/U % (g/dL) (9/V) Aceleragéo Platd Fim do ciclo
B344817015742 272 0,76 55,9 18,2 49,4 5,78 8,45 8,77
B344717032607 246 0,37 51,6 17,3 42,6 5,78 8,45 8,77
B344717032610 265 0,80 55,6 18,1 48,0 5,73 8,45 8,76
B345117004583 267 1,23 54,2 17,3 46,2 5,73 8,45 8,76
B344717034425 277 0,61 55,7 19,2 53,3 5,84 8,45 8,77
B344717034423 237 1,63 47,0 15,7 37,2 6,12 8,44 8,75
B344717033266 258 0,26 54,8 18,6 47,9 5,80 8,40 8,71
B344717033256 266 0,93 53,4 18,1 48,2 5,80 8,40 8,71
B345117004827 253 0,28 53,3 18,8 47,5 5,62 8,47 8,78
B345217011670 255 0,87 52,9 17,9 456 5,62 8,47 8,78
B344817016890 277 0,31 56,7 19,8 54,9 5,98 8,44 8,76
B344817016893 262 0,84 52,8 18,0 47,2 5,98 8,44 8,76
B344717035609 273 0,57 53,6 18,3 49,9 5,83 8,47 8,77
B344717035032 275 0,25 56,0 20,0 55,0 5,83 8,47 8,77
B344817020210 295 0,18 60,1 20,6 60,9 6,06 8,36 8,68
B344817020215 263 0,45 56,2 19,3 50,8 6,06 8,36 8,68
Média 265 0,64 54,4 18,5 49,0 5,85 8,44 8,75
Mediana 266 0,59 54,5 18,3 48,1 5,82 8,45 8,76
Desvio Padrio 14 0,40 2,8 1,2 5,4 0,15 0,04 0,03
% Conforme * 87,5 93,8 * 87,5 * * *
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Apéndice 19. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXVI na fase Il do estudo.

No Doagao Vol. Leucdcito HT Hb total Hb ACE x 10° ACE x 10’  ACE x 10’
(mL) x 10%/U % (g/dL) (g/V) Aceleragio Platd Fim do ciclo
B344717032617 247 0,87 51,4 17,1 423 5,86 8,50 8,75
B344817015737 300 0,21 61,4 20,2 60,6 5,67 8,48 8,79
B344817015743 296 0,15 62,7 20,9 61,9 5,67 8,48 8,79
B344717033633 267 0,19 55,8 19,6 52,3 5,64 8,46 8,77
B344717033632 282 0,23 57,6 20,0 56,4 5,64 8,46 8,77
B344817016544 272 0,16 56,3 19,7 53,5 5,81 8,47 8,78
B344717033260 285 0,74 58,5 20,2 57,6 5,81 8,47 8,78
B345217011690 301 0,63 59,0 20,1 60,5 5,73 8,47 8,78
B345217011699 262 0,50 55,0 18,8 49,3 5,73 8,47 8,78
B345117004883 230 0,37 47,8 16,7 38,4 5,75 8,46 8,77
B344817016875 258 1,03 52,2 17,4 44,8 5,75 8,46 8,77
B344717035033 270 0,08 56,5 20,1 54,2 5,94 8,48 8,79
B344817016899 263 1,26 53,9 18,3 48,2 5,94 8,48 8,79
B345217013742 276 0,36 58,7 20,3 56,1 5,89 8,46 8,77
B344817020291 269 0,24 57,4 19,4 52,1 5,89 8,46 8,77
B344817020270 291 0,61 58,9 20,2 58,7 5,72 8,44 8,75
Média 273 0,48 56,4 19 52,9 5,78 8,47 8,78
Mediana 271 0,36 57,0 19,9 53,9 5,75 8,47 8,78
Desvio Padrao 19 0,35 3,8 1,3 6,8 0,10 0,01 0,01
% Conforme * 93,8 93,8 * 87,5 * * *

Apéndice 20. Perfil do PFC processado nas centrifugas CSX, CSXIll e SCXXV na fase Il do estudo.

Centrifuga X Centrifuga Xl Centrifuga XVI
~ PFC ~ PFC ~ PFC
No Doagao Vol. (mL) No Doacgao Vol. (mL) No Doagao Vol. (mL)
B344717032621 196 B344817015742 223 B344717032617 250
B344817015935 238 B344717032607 266 B344817015737 185
B345117004722 205 B344717032610 279 B344817015743 190
B344817016441 207 B345117004583 250 B344717033633 252
B344817016446 257 B344717034425 210 B344717033632 210
B344717033265 230 B344717034423 267 B344817016544 213
B344717033916 206 B344717033266 223 B344717033260 198
B345117004821 206 B344717033256 237 B345217011690 192
B345117004823 250 B345117004827 228 B345217011699 235
B344817016533 277 B345217011670 238 B345117004883 250
B344817016540 214 B344817016890 225 B344817016875 253
B345117004877 230 B344817016893 252 B344717035033 214
B344717035051 224 B344717035609 236 B344817016899 235
B345117004879 238 B344717035032 222 B345217013742 225
B344817016874 244 B344817020210 204 B344817020291 225
B344717041120 225 B344817020215 236 B344817020270 202
Média 228 237 221
Mediana 228 236 220
Desvio Padréo 22 21 24

% Conforme 100,0 100,0 100,0



Apéndice 21. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSX na fase Il do estudo.

. Vol Leucécitos Plaquetas
No Doagéao 5 o

mL x 10°/U x 10"°/U
B344817015743 56 0,17 5,6
B345117004587 56 0,23 8,3
B344817015921 57 0,23 7.4
B344717032618 63 0,44 8,5
B344817015728 54 0,16 6,3
B344817015847 55 0,11 6,4
B345117004615 55 0,17 71
B344717016148 57 0,20 5,6
B344817016145 49 0,22 47
B345117004715 59 0,18 7,2
B344717034403 56 0,51 8,9
B344717034416 59 0,12 7,6
B344717034412 56 0,45 13,1
B344717035057 53 0,11 9,5
B344717035056 50 0,20 10,6
B345217013643 61 0,18 10,8
B344817020123 50 0,45 6,2
B345117005748 54 0,11 9,2
Média 56 0,24 7,9
Mediana 56 0,19 7.5
Desvio padréo 4 0,13 2,2
% Conforme 100,0 94,4 94,4

Apéndice 22. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXIIl na fase Il do estudo.

No Doagao Vol Leucécitos Plaquetas

mL x 104U x 10°/U
B344717032919 56 0,34 8,7
B344817015723 59 0,12 10,6
B344717034675 52 0,10 6,0
B345217011322 54 0,11 8,5
B345217011317 62 0,37 11,3
B345217011327 57 0,23 10,1
B344717034532 59 0,18 10,3
B344717034531 63 0,19 5,5
B344717034534 60 0,24 7,7
B344717034537 48 0,19 11,5
B345117004711 58 0,17 7,2
B345117004714 59 0,18 4,6
B344717033811 61 0,24 6,6
B345117004722 57 0,29 5,8
B344717034415 45 0,13 9,9
B345117004729 50 0,74 6,2
B345117005749 55 0,17 11,0
B344717037965 58 0,23 14,4
Média 56 0,23 8,7
Mediana 58 0,19 8,6
Desvio padrédo 5 0,15 2,6

% Conforme 100,0 94,4 94,4



Apéndice 23. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXVI na fase Il do estudo.

No Doagéo Vol Leucécitos Plaquetas

mL x 103U x 10"°/U
B344717032608 55 0,11 4,9
B344717032609 49 0,10 4,9
B344817015731 51 0,36 11,7
B344917004953 49 0,17 59
B344717033113 59 0,24 7,4
B345217011324 54 0,43 6,5
B344717033647 63 0,25 12,0
B344717034535 50 0,10 6,4
B344817017013 55 0,17 11,4
B344717035066 52 0,10 52
B344717035068 54 0,11 7,0
B345217011838 55 0,22 7,5
B344817016840 46 0,18 6,0
B344717035069 59 0,18 6,8
B344717035043 59 0,12 6,6
B344717035052 61 0,12 7,9
B344717035604 62 0,19 10,9
B344717035030 50 0,10 6,9
Média 55 0,18 7,5
Mediana 55 0,17 6,8
Desvio padrao 5 0,09 2,3
% Conforme 100,0 100,0 83,3

Apéndice 24. Perfil do ST processado na centrifuga CSX na fase Ill do estudo.

ST (mL) ST (mL) Ht doador Plaq. Doador Plag. ST Leuc. Doador Leuc. ST

0
N Bolsa coletado _anticoagulado (%) x 10%ul x 10U x 10%ul x 105U

B344718007661 459 522 44,9 237 10,9 4,8 22,0
B344718007574 465 528 43,9 296 13,8 54 251
B344718006187 456 519 46,3 211 9,6 5,9 26,9
B344718006189 450 513 45,0 324 14,6 8,7 39,2
B344718006191 452 515 41,9 347 15,7 7,6 34,4
B344718006198 486 549 45,5 241 11,7 5,9 28,7
B344718007849 457 520 41,7 249 11,4 71 32,4
B344718006578 453 516 50,2 191 8,7 6,1 27,6
B344718006579 453 516 45,2 285 12,9 7,0 31,7
B344718006580 458 521 43,4 159 7,3 5,1 23,3
B344718006587 470 533 417 211 9,9 4,2 19,7
B344718006589 472 535 44,1 201 9,5 4,5 21,2
B344718012104 483 546 47,5 258 12,5 71 34,3
B344718013115 447 510 46,2 321 14,4 6,9 30,9
B344718013119 432 495 45,1 268 11,6 5,6 24,2
B344718013120 446 509 44,4 280 12,5 6,9 30,8
B344718013124 457 520 38,2 239 10,9 6,1 27,9
B344718013126 464 527 46,7 257 11,9 5,4 251
Média 459 522 44,6 254 11,6 6,1 28,1
Mediana 457 520 45,0 253 11,6 6,0 27,7
Desvio Padrao 13 13 2,6 50 2,2 1,2 5,2

% Conforme 100,0 * * * M . i



Apéndice 25. Perfil do ST processado na centrifuga CSXIIl na fase Ill do estudo

ST (mL) ST(mL)  Htdoador Plag. Doador Plag. ST Leuc. Doador Leuc. ST

0

N"Bolsa coletado anticoagulado (%) x10%ul  x 10U x10%ul  x 10°U
B344718007468 457 520 42,9 224 102 6,5 29,7
B344718007471 440 503 38,1 169 7.4 32 14,1
B344718007473 449 512 48 216 97 38 17,1
B344718007476 465 528 47,0 234 109 59 27,5
B344718007478 459 522 46,4 260 11,9 51 234
B344718006193 443 506 445 251 11,1 72 31,9
B344818001351 462 525 44,3 2717 12,8 74 34,2
B344818001352 454 517 39,0 203 9,2 44 20,0
B344818001353 451 514 45,0 211 95 95 42,9
B344818002772 454 517 48,2 248 13 76 34,5
B344818002773 469 532 37,1 204 96 6,6 31,0
B344818002778 450 513 39,3 281 126 4,9 22,1
B344718013505 456 519 484 241 11,0 56 25,5
B344718013507 457 520 45,0 186 85 46 21,0
B344718013492 448 511 4,7 285 128 9,4 42,1
B344718013498 452 515 39,2 344 156 77 34,8
B344718013100 457 520 47,2 210 9,6 6,6 30,1
B344718013102 453 516 49,3 239 108 56 254

Média 454 517 43,9 238 108 6,2 28,2

Mediana 454 517 48 237 109 6,2 28,6
Desvio Padrdo 7 7 38 42 19 18 8,0

% Conforme 100,0 * * * * *

Apéndice 26. Perfil do ST processado na centrifuga CSXVI na fase Ill do estudo

ST (mL) ST(mL)  Htdoador Plag. Doador Plag. ST Leuc. Doador Leuc. ST

0

N"Bolsa coletado anticoagulado (%) x10%ul  x 10U x10%l  x 108U
B344718008015 451 514 472 264 11,9 51 230
B344718008019 470 533 37 229 108 42 197
B344718007350 448 511 465 253 11,3 73 27
B344718007972 451 514 505 185 83 49 22,1
B344718007975 463 526 442 200 93 49 27
B344718007977 440 503 433 267 1,7 6,1 2.8
B344718007140 460 523 467 176 8.1 41 188
B344718007141 450 513 433 35 16,0 59 2,6
B344718007144 461 524 489 237 10,9 75 5
B344718007147 461 524 431 258 11,9 51 235
B344718007158 454 517 487 305 13,8 73 3,1
B344718007159 466 529 46,1 185 86 45 210
B344718012403 456 519 41,0 271 12,4 69 315
B344718012410 484 547 473 258 12,5 63 305
B344718012723 448 511 423 162 73 66 206
B344718012373 481 544 44,6 183 88 63 303
B344718012383 471 534 462 211 99 75 353
B344718012385 463 526 44,0 31 15,3 63 292

Média 460 523 454 241 11,0 59 273

Mediana 460 523 454 245 11,1 62 280
Desvio Padréo 12 12 25 55 25 141 53

% Conforme 100,0 * * N M . .



Apéndice 27. Perfil do PFC processado na centrifuga CSX na fase Ill do estudo.

N° comp. Volume Leucécitos Hemacias Plaquetas
mL x10%mL _ Residual % x10%mL  x10%mL Residual %

B344718007661 222 0,07 0,067 0,22 15,5 3,2
B344718007574 231 0,95 0,872 1,71 34,5 5,8
B344718006187 204 0,03 0,020 0,04 22,3 4,7
B344718006189 213 0,25 0,138 3,90 24,3 3,5
B344718006191 238 0,26 0,180 0,40 21,3 3,2
B344718006198 230 0,11 0,091 0,12 18,5 3,6
B344718007849 233 0,19 0,134 0,21 13,0 2,7
B344718006578 190 0,23 0,161 1,53 13,3 2,9
B344718006579 212 0,15 0,102 0,61 20,8 3,4
B344718006580 224 0,09 0,083 0,17 10,8 3,3
B344718006587 244 0,06 0,074 0,04 12,8 3,1
B344718006589 221 0,09 0,090 0,19 18,5 4,3
B344718012104 224 0,03 0,017 0,51 17,0 3,0
B344718013115 214 0,11 0,074 0,46 27,3 4.1
B344718013119 221 0,12 0,109 0,70 22,0 4,2
B344718013120 218 0,11 0,080 0,13 22,8 4,0
B344718013124 257 0,09 0,086 0,94 10,0 2,4
B344718013126 224 0,05 0,048 0,07 11,8 2,2
Média 223 0,17 0,13 0,66 18,67 3,53
Mediana 223 0,11 0,09 0,31 18,50 3,35
Desvio Padrao 15 0,21 0,19 0,94 6,43 0,87

% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 28. Perfil do PFC processado na centrifuga CSXIII na fase Ill do estudo.

N° comp. Volume Leucécitos Hemacias Plaquetas
mL x10%mL  Residual % x10%mL  x10%mL Residual %

B344718007468 227 0,01 0,010 0,08 15,0 33
B344718007471 240 0,15 0,250 0,38 17,8 57
B344718007473 215 0,03 0,042 0,07 17,5 3,9
B344718007476 211 0,05 0,036 0,09 17,8 34
B344718007478 200 0,05 0,040 0,14 18,5 31
B344718006193 197 0,06 0,037 0,64 21,8 3,9
B344818001351 222 0,39 0,255 0,21 15,5 2,7
B344818001352 241 0,02 0,024 0,54 20,8 54
B344818001353 218 0,12 0,061 0,17 10,8 2,5
B344818002772 198 0,22 0,126 0,41 13,5 2,4
B344818002773 269 0,01 0,012 0,05 29,3 8,2
B344818002778 237 0,07 0,072 0,08 25,8 4,8
B344718013505 208 0,17 0,141 0,42 23,5 4.4
B344718013507 235 0,25 0,276 0,23 17,3 4,8
B344718013492 210 0,07 0,033 0,31 15,8 2,6
B344718013498 240 0,06 0,041 0,03 31,0 4,8
B344718013100 218 0,01 0,005 0,40 16,0 3,6
B344718013102 207 0,05 0,038 0,09 24,3 46
Média 222 0,10 0,08 0,24 19,53 4,12
Mediana 218 0,06 0,04 0,19 17,75 3,87
Desvio Padrio 19 0,10 0,09 0,19 5,44 1,45

% Conforme 100,0 100,0 100,0 100,0 *



Apéndice 29. Perfil do PFC processado na centrifuga CSXVI na fase Ill do estudo.

N° comp. Volume Leucocitos Hemacias Plaquetas
mL x10%mL__ Residual % x10%mL __ x10%mL Residual %
B344718008015 206 0,04 0,036 0,17 19,0 3,3
B344718008019 225 0,03 0,038 0,76 18,3 3,8
B344718007359 205 0,05 0,033 0,29 16,8 3,0
B344718007972 199 0,05 0,048 0,26 20,8 4,9
B344718007975 215 0,09 0,082 0,37 30,3 7,0
B344718007977 224 0,01 0,011 0,08 12,5 2,4
B344718007140 225 0,07 0,088 1,31 25,3 7,0
B344718007141 218 0,05 0,044 0,19 21,3 2,9
B344718007144 190 0,03 0,018 0,36 26,0 4,5
B344718007147 231 0,09 0,092 0,31 36,8 7,2
B344718007158 199 0,01 0,008 0,04 20,0 2,9
B344718007159 226 0,03 0,029 0,27 12,8 3,3
B344718012403 242 0,03 0,021 0,03 17,5 3,4
B344718012410 221 0,07 0,048 0,22 21,5 3,8
B344718012723 229 0,05 0,041 0,88 17,8 5,6
B344718012373 227 0,05 0,035 0,71 14,5 3,8
B244718012383 228 0,03 0,017 0,26 17,5 4,0
B344718012385 230 0,11 0,084 0,19 25,3 3,8
Média 219 0,05 0,04 0,37 20,75 4,26
Mediana 224 0,05 0,04 0,27 19,50 3,79
Desvio Padrao 14 0,03 0,03 0,33 6,15 1,50
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 100,0 *

Apéndice 30. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSX na fase Ill do estudo.

~ Vol. Leucdcito Leucdcito HT Hb Plaquetas
No Doacéo B . 10

mL x 10°/U__ Residual (%) % (g/V) x 10™/U
B344718007661 272 0,14 6,2 55,7 53,5 0,11
B344718007574 278 0,31 12,2 55,5 55,9 0,08
B344718006187 301 0,78 29,1 56,2 58,7 0,09
B344718006189 279 0,95 24,2 56,4 54,2 0,03
B344718006191 260 0,99 28,8 52,5 47,6 0,18
B344718006198 300 0,39 13,6 59,0 61,5 0,03
B344718007849 269 0,94 29,0 55,5 51,6 0,05
B344718006578 310 0,34 12,4 60,2 66,1 0,09
B344718006579 292 1,28 40,4 56,7 57,1 0,35
B344718006580 282 0,56 24,2 54,3 52,7 0,08
B344718006587 270 0,40 20,5 55,7 53,2 0,09
B344718006589 293 0,23 11,1 57,4 60,1 0,09
B344718012104 302 1,12 32,5 59,3 61,0 0,27
B344718013115 286 0,31 10,2 58,7 57,2 0,03
B344718013119 257 0,44 18,0 54,2 47,0 0,18
B344718013120 272 1,33 43,2 54,9 49,7 0,14
B344718013124 243 0,46 16,6 52,2 42,6 0,12
B344718013126 288 0,35 13,8 57,5 57,0 0,03
Média 281 0,63 21,4 56,2 54,8 0,11
Mediana 281 0,45 19,3 56,0 55,1 0,09
Desvio Padréo 18 0,38 10,7 2,2 5,8 0,09

% Conforme * 88,9 100,0 100,0



Apéndice 31. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXIII na fase Ill do estudo.

. Vol. Leucdcito Leucécito HT Hb Plaquetas
No Doagéo B ) 10

mL x 10U Residual (%) % (g/VU) x 10°/U
B344718007468 274 0,63 21,2 55,4 52,5 0,03
B344718007471 253 0,33 23,4 51,4 43,5 0,05
B344718007473 287 0,52 30,2 58,0 56,2 0,03
B344718007476 299 0,30 10,9 60,0 62,8 0,09
B344718007478 307 0,49 21,0 57,8 61,0 0,12
B344718006193 282 1,04 32,8 53,4 51,6 0,17
B344718001351 282 1,10 32,1 55,2 51,9 0,03
B344718001352 262 0,58 28,9 53,4 48,5 0,03
B344718001353 286 0,83 19,3 57,1 56,6 0,06
B344718002172 302 0,60 17,5 59,1 62,5 0,09
B344718002773 249 1,05 33,8 50,3 42,3 0,10
B344718002778 266 0,77 35,0 53,6 48,2 0,19
B344718013505 286 0,14 5,6 58,5 58,9 0,09
B344718013507 267 0,19 8,9 56,7 53,4 0,03
B344718013492 281 1,27 30,0 55,0 52,6 0,06
B344718013498 254 0,43 12,4 54,0 45,9 0,03
B344718013100 286 0,83 27,5 58,2 56,3 0,11
B344718013102 296 0,44 17,5 59,0 59,8 0,03
Média 279 0,64 22,7 55,9 53,6 0,07
Mediana 282 0,59 22,3 56,1 53,0 0,06
Desvio Padréao 17 0,33 9,2 2,8 6,2 0,05

% Conforme * 94,4 * 100,0 94,4 *

Apéndice 32. Perfil do CHPL processado na centrifuga CSXVI na fase Ill do estudo.

i Vol. Leucécito  Leucécito HT Hb Plaquetas
No Doagéo 9 . 10

mL x 10U Residual (%) % (g/V) x 10U
B344718008015 265 0,27 11,5 56,5 51,4 0,11
B344718008019 296 0,86 43,5 58,9 58,9 0,15
B344718007359 290 0,67 20,4 59,1 58,2 0,03
B344718007972 288 0,12 5,2 60,5 60,4 0,03
B344718007975 282 0,51 22,4 56,9 55,3 0,11
B344718007977 246 0,47 17,4 54,3 44,8 0,02
B344718007140 286 0,34 18,2 58,4 58,0 0,06
B344718007141 258 0,67 25,3 55,4 47,8 0,05
B344718007144 317 0,48 13,8 61,2 66,9 0,06
B344718007147 273 0,44 18,6 56,2 52,6 0,05
B344718007158 297 0,80 24,2 58,8 60,9 0,03
B344718007159 265 0,32 15,1 56,2 50,6 0,03
B344718012403 263 1,13 36,0 53,5 47,1 0,21
B344718012410 304 0,46 14,9 55,2 62,9 0,06
B344718012723 259 0,42 14,0 59,0 48,8 0,03
B344718012373 299 0,99 32,6 56,3 58,9 0,15
B244718012383 276 0,77 21,9 55,2 52,0 0,11
B344718012385 275 0,72 24,5 61,4 51,2 0,06
Média 280 0,58 21,1 57,4 54,8 0,07
Mediana 279 0,49 19,5 56,7 54,0 0,06
Desvio Padréao 19 0,27 9,2 2,4 6,1 0,05

% Conforme * 100,0 100,0 100,0



Apéndice 33. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSX na fase Il do estudo.

No Doagéo Vol Leucécitos  Leucdcitos  Plaquetas Recup. Plt
mL x 109U Residuais (%) x 107U (%)
B344718007661 46 0,14 0,62 7,6 " 70,0
B344718007574 56 0,11 0,45 100 " 729
B344718006187 59 0,18 0,66 77 " 799
B344718006189 60 0,18 0,46 11 " 759
B344718006191 60 0,18 0,53 86 " 545
B344718006198 57 0,29 1,00 79 " 67,8
B344718007849 52 0,16 0,48 62 " 543
B344718006578 55 0,17 0,60 60 " 699
B344718006579 56 0,17 0,53 93 " 724
B344718006580 50 0,40 1,73 6,1 " 832
B344718006587 51 0,15 0,78 66 " 66,6
B344718006589 55 0,11 0,52 60 " 633
B344718012104 63 0,06 0,18 97 " 176
B344718013115 57 0,11 0,37 109 " 760
B344718013119 50 0,15 0,61 83 | 721
B344718013120 59 0,12 0,38 70 " 557
B344718013124 54 0,11 0,39 7,6 " 69,6
B344718013126 59 0,18 0,7 83 " 696
Média 56 0,16 0,61 8,1 69,5
Mediana 56 0,16 0,53 7,8 70,0
Desvio Padrao 4 0,08 0,33 1,6 8,3
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 *

Apéndice 34. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXIIl na fase Ill do estudo.

No Doagso Vol Leucécitos  Leucdcitos  Plaquetas Recup. Plt
mL x 10%U  Residuais (%) x 107U (%)
B344718007468 53 0,16 0,54 82 " 804
B344718007471 53 0,11 0,76 60 " 81,2
B344718007473 57 0,23 1,34 78 " 80,2
B344718007476 56 0,11 0,41 88 " 808
B344718007478 50 0,10 0,43 78 " 656
B344718006193 57 0,17 0,54 93 " 835
B344818001351 56 0,17 0,49 87 " 680
B344818001352 54 0,11 0,54 59 " 635
B344818001353 57 0,29 0,67 73 " 766
B344818002772 52 0,16 0,46 63 " 562
B344818002773 52 0,16 0,51 70 " 735
B344818002778 55 0,11 0,50 77 " 611
B344718013505 52 0,10 0,41 75 " 687
B344718013507 49 0,10 0,46 56 " 657
B344718013492 59 0,18 0,42 108 " 849
B344718013498 62 0,19 0,54 132 " 848
B344718013100 56 0,17 0,56 75 " 7185
B344718013102 54 0,11 0,43 74 " 684
Média 55 0,15 0,56 7.9 73,4
Mediana 55 0,16 0,50 7.6 75,0
Desvio Padrio 3 0,05 0,22 1,8 8,9
% Conforme 100,0 100,0 * 100,0 *



Apéndice 35. Perfil do CPBCS processado na centrifuga CSXVI na fase Il do estudo.

No Doagao Vol Leucécitos  Leucdcitos Plaquetas Recup. PIt
mL x 104U Residuais (%) x 10U (%)
B344718008015 40 0,40 1,73 6,3 " 53,0
B344718008019 53 0,11 0,54 7,6 " 70,2
B344718007359 58 0,17 0,53 8,3 " 732
B344718007972 45 0,13 0,61 55 " 66,4
B344718007975 43 0,21 0,94 55 " 595
B344718007977 42 0,29 1,09 8,3 " 70,6
B344718007140 53 0,16 0,84 5,8 "72.1
B344718007141 51 0,31 1,15 142 " 887
B344718007144 54 0,16 0,47 7,5 " 68,7
B344718007147 60 0,18 0,77 10,9 " 915
B344718007158 57 0,17 0,52 128 " 924
B344718007159 48 0,10 0,46 57 " 658
B344718012403 57 0,11 0,36 9,3 " 70,9
B344718012410 53 0,21 0,70 9,8 " 787
B344718012723 49 0,10 0,33 6,1 "o81,1
B344718012373 58 0,12 0,38 6,6 " 75,0
B244718012383 48 0,86 2,42 7,6 " 76,3
B344718012385 47 0,09 0,32 8,0 " 558
Média 51 0,22 0,79 8,1 72,8
Mediana 52 0,17 0,57 7,6 71,5
Desvio Padrao 6 0,18 0,54 2,5 11,1

% Conforme 100,0 94,4 * 100,0 *



