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RESUMO

Nos últimos anos, a utilização da plaquetaférese tem aumentado em nossos  Bancos de Sangue, principalmente na área não terapêutica. Durante a plaquetaférese reações adversas são raras, porém parestesias discretas e outras pequenas reações ao citrato são comuns. O citrato anticoagulante, adicionado ao sangue em circulação extracorpórea, retorna com as hemácias e o plasma do doador em  volumes variáveis e   reduz o cálcio iônico no sangue, podendo ocorrer sintomas de hipocalcemia, entretanto, o organismo se defende com a diluição, redistribuição e excreção do citrato infundido, o que, associado a outros fatores tais como o aumento dos níveis do paratormônio previne a queda do cálcio iônico a níveis críticos. O objetivo de nosso trabalho foi estudar os efeitos do citrato sobre o cálcio iônico e o paratormônio durante a plaquetaférese  em sistema de fluxo  intermitente. Estudamos 25 doadores de aféreses avaliando a concentração do cálcio iônico e paratormônio no soro, antes e após o procedimento. No final do procedimento observamos uma queda no cálcio iônico, p<0,0001 (1,24 ± 0,006mmol/l x 1,11± 0,13mmol/l) e um aumento no paratormônio,  p<0,0001 (25,8 ± 15,9 x 97,9 ± 60,2 pg/ml). Os níveis do paratormônio após a plaquetaférese correlacionaram-se moderadamente com a quantidade de citrato infundida. Não observamos sintomas de hipocalcemia com as doses de citrato utilizadas, o que corrobora  a  segurança do método.

ABSTRACT

In recent years, the utilization of  plateletpheresis has increased in our Blood Banks, mainly in the  non-therapeutic  area. During the plateletpheresis serious adverse effects are rare, but light paresthesias and other mild reactions to citrate are common. Anticoagulant  citrate added to the extracorporeal circulation  blood  returns with  the donors’ red cells and plasma,  in variable volumes and reduces the ionized calcium in the blood. Hypocalcemic symptoms may then occur. However,  the organism develops  self protection by dilution, redistribution and excretion of citrate infusion, which, associated to other factors like the rise in parathormone levels,  prevent the fall of ionized calcium to critical levels.  The purpose of our work was to study the effects of citrate over the ionized calcium during this proceeding  in systemic intermitent flow. We studied 25 donors evaluating the concentration  serum ionized calcium and parathormone before and after apheresis. At the end of the proceeding  we observed  a decrease in the ionized calcium p<0.0001 (1.24 ± 0.06mmol/l x 1.11± 0.13mmol/l) and a parathormone rise  p<0.0001 (25.8 ± 15.9 x 97.9 ± 60.2 pg/ml). The parathormone levels after apheresis were moderately correlated to the amount of transfused citrate. No hipocalcemic symptoms were observed with the amount of citrate utilized in plateletpheresis, which ensures the safety of the method.  

· INTRODUÇÃO


Assim como a Ciência como um todo, também a Hemoterapia sofreu grandes transformações com o aprofundamento do conhecimento científico e os avanços tecnológicos, no século XX.


O primeiro grande marco ocorreu com a descoberta do sistema de tipagem sangüíneo ABO, por Landsteiner, em 1900, tornando-se a base da Imunohematologia47. Não menos importante foi a introdução do citrato de sódio como anticoagulante, descrito por Hustin42, em 1914. Neste mesmo período, Weil mostrou ser possível a preservação do sangue anticoagulado, quando refrigerado79. 


O desenvolvimento de novas técnicas hemoterápicas, sempre em sintonia com as necessidades clínicas, incorporou definitivamente, nos dias de hoje, numerosos procedimentos de grande importância terapêutica.  Uma dessas técnicas é a aférese que permite a separação e a concentração de diferentes constituintes do sangue em circulação extracorpórea, com finalidades específicas1.  Não obstante, apesar desses grandes avanços tecnológicos, o citrato permanece como o anticoagulante mais usado na preservação de sangue e derivados e é também utilizado durante as aféreses.

Nas  aféreses o citrato de sódio é utilizado como anticoagulante na circulação extracorpórea. O sangue reinfundido contém grande quantidade de citrato que é rapidamente diluído e metabolizado21, mas, considerando-se que o íon citrato quela o cálcio, a hipocalcemia é uma potencial complicação quando se utilizam grandes volumes de citrato, como nas transfusões maciças e aféreses38,73,76. Alterações cardiovasculares foram descritas durante as transfusões maciças em procedimentos cirúrgicos17,43.  Entretanto, essas alterações não parecem ser causadas por um efeito isolado do citrato sobre a calcemia28.  Muitos desses estudos foram realizados sem metodologia sensível de dosagem da concentração sérica  do cálcio iônico (Ca2+).


Um indivíduo adulto, bem perfundido, pode tolerar uma unidade de concentrado de hemácias, a cada cinco minutos ou 20 unidades por hora, sem efeitos  adversos28, o que corresponderia à infusão de sete gramas de citrato da solução anticoagulante mais utilizada em nosso meio (citrato-fosfato dextrose adenina-CPDA-1). 


Tem sido observado aumento do paratormônio (PTH) após a transfusão de sangue estocado, ou durante a realização de  aféreses. O paratormônio é um mediador primário na resposta compensatória durante a hipocalcemia induzida pelo citrato21.

Sintomas de hipocalcemia (tipo citrato)  são observados durante as  aféreses tais como, parestesias, calafrios, tremores, cefaléia, são em geral discretos, sendo raramente observadas tetania e arritmias nessas situações21,24,33,51.


Poucos trabalhos foram realizados evidenciando o papel do paratormônio durante as aféreses. Em nossa população de doadores, a relação entre a secreção hormonal e os níveis de cálcio iônico no soro, durante esses procedimentos, não tem sido estudada.  Esta técnica de separação celular é restrita a poucos serviços e a dosagem de cálcio iônico é de difícil realização.


Portanto, o nosso objetivo é estudar a influência do citrato sobre o cálcio iônico extracelular durante a plaquetaférese em equipamento de fluxo intermitente.
 Neste procedimento serão observadas a variação sérica do cálcio iônico, a variação sérica do cálcio total e a variação sérica do paratormônio circulante.

· 2  - REVISÃO DE LITERATURA

· 2.1 - Aféreses


Aférese é uma palavra originada do grego “Pheresis”  que significa remoção.  Usualmente emprega-se também o termo hemaférese como sinônimo de aférese33.


A aférese consiste na técnica de remoção  de determinado volume do sangue de um doente ou doador. Seleciona-se o componente sangüíneo desejado  no sistema extracorpóreo e reintroduz-se o sangue restante no doente ou doador.  As aféreses podem ser divididas em duas grandes classificações: plasmaférese - que é a  separação do plasma em sistema extracorpóreo, e reinfusão dos elementos sanguíneos restantes no doador ou no paciente;  citaférese - que é definida como a separação de qualquer componente celular do sangue e reinfusão dos elementos restantes. As citaféreses podem ser divididas em leucaférese, trombocitaférese e eritracitaférese1,33. 

As aféreses são utilizadas para a remoção de componente fisiopatológico em determinadas doenças, como por exemplo: miastenia gravis e síndrome de hiperviscosidade; na obtenção de componentes para a transfusão, como plaquetas (plaquetaférese), leucócitos (leucaférese)1,33.

As aféreses são ditas terapêuticas quando realizadas com a finalidade de retirar dos doentes algum componente anormal do sangue ou substâncias tóxicas circulantes.  As não terapêuticas visam a obtenção de componentes do sangue para fins transfusionais e/ou científicos. Pode-se coletar granulócitos, plaquetas, células progenitoras etc.1,33.


Esse procedimento foi descrito pela primeira vez, em 1666, por Richard Lower, experimentalmente em cães33. Em 1914, John Abel desenvolveu uma série de outros experimentos em animais, obtendo anti-soros como o tetânico eqüino2.


Durante a segunda guerra mundial, com a grande necessidade de plasma,  Cohn utilizou a primeira separadora mecânica de sangue na qual fracionava grandes volumes de plasma20 e, com o surgimento das bolsas plásticas e das centrífugas refrigeradas, ocorreu um crescimento de programas de doação de diversos componentes do sangue humano. As plasmaféreses manuais, utilizando doadores pagos, foram o maior método de obtenção de plasma e derivados, após a década de 5033.


Nos últimos vinte anos, com o surgimento de separadoras automáticas, ocorreu uma explosão na utilização desses equipamentos.  Essa tecnologia inclui um equipamento de fluxo contínuo, no qual o sangue, retirado por um acesso venoso, é processado continuamente e retorna por um segundo acesso, e o equipamento de fluxo intermitente ou descontínuo, no qual um determinado volume de sangue  é retirado por um acesso venoso, processado e retorna ao indivíduo pelo mesmo acesso.  Esses equipamentos utilizam força centrífuga para separar os componentes do sangue1,4,33. Em nosso meio, ocorre um aumento progressivo de plaquetaférese, principalmente na área de obtenção de plaquetas. Esse procedimento tem sido amplamente utilizado como suporte terapêutico na oncohematologia e no  transplante  de medula óssea.

· 2.2 - Técnicas de separação

Todos os procedimentos relacionados com as aféreses são baseados no processamento do sangue em circulação extracorpórea.

A centrifugação diferencial, com fluxo contínuo ou intermitente, consiste na separação baseada na gravidade específica de cada componente.

A filtração por membrana consiste na filtração do plasma através de membranas, para retirar constituintes anormais, ou para coleta de constituintes plasmáticos de doadores. Em geral, esta técnica não é utilizada para a coleta  de elementos celulares.


A separação por adsorção permite a remoção seletiva do material patológico do sangue, tais como anticorpos, imunocomplexos, ou outros componentes, através de colunas protéicas, baseados no tamanho e conformação molecular1,4, 

· 2.3  - Plaquetaféreses não terapêuticas

Esta técnica é utilizada mais freqüentemente e tem as seguintes principais indicações:

- 
utilização em doentes aloimunizados refratários às plaquetas randomizadas que são unidades de plaquetas obtidas de múltiplas unidades do sangue total (de modo geral, a dose terapêutica de concentrado de plaquetas é uma unidade para cada 10 kg de peso do indivíduo);

-
aumento da disponibilidade de plaquetas em serviços onde as plaquetas randomizadas não são suficientes para suprir as necessidades72;

· 2.3.1 - Critérios para doação de plaquetas


As normas técnicas do Ministério da Saúde, portaria 1376 de 19 de novembro de 1993, estabelecem critérios gerais e específicos para os doadores de plaquetas10.


Critérios gerais: os doadores devem preencher os critérios clínicos e laboratoriais para coleta de sangue tradicional. Estarão aptos após resultados sorológicos negativos nos seguintes exames: Lues ( VDRL ), doença de Chagas, marcadores de hepatite B (HBsAg, anti-HBc), hepatite C, anti-HIV I/II (anticorpo para o vírus da imunodeficiência humana tipo I/II), anti-HTLV I/II (anticorpo para o vírus linfotrópico célula T humana) , transaminases normais.
Critérios específicos :

· 
Contagem de plaquetas 
 150.000


Hemoglobina :
mulher 
 12,0 g/dl



homem 
 13,0 g/dl


Volume globular : 

· 
Mulher
 38 %


Homem 
  40 %

· 
Proteínas totais : 
   6,0 g/dl


Albumina 
   3,5 g/dl


O intervalo mínimo entre duas doações de plaquetas deve ser de 48 horas. O intervalo mínimo entre uma doação de sangue e uma doação de plaquetas é de oito semanas.  Além disso, a perda de hemácias no procedimento não deve ser superior a 200 ml a cada oito semanas10.

· 2.4.- Anticoagulação


Em 1901, Sabbatani determinou a relação molecular entre o cálcio iônico e o citrato e estabeleceu a quantidade de citrato suficiente para inibir a coagulação de sangue “in vitro” 38. Posteriormente, Hastings descreveu a natureza do complexo solúvel citrato - cálcio e suas constantes de dissociação36 e, em 1914, Hustin e Agote simultaneamente,  descreveram a utilização do citrato de sódio como anticoagulante3,42.  Esses estudos foram a base para o desenvolvimento subseqüente da fórmula dextrose-ácido-citrato (Fórmula ACD - A ). Inicialmente, a fórmula A (citrato a 3%) foi utilizada para preparo de eritrócitos (em bolsas) e  plaquetas por aféreses manuais38.


Com o surgimento das separadoras de fluxo contínuo, a  fórmula A permaneceu sendo utilizada. Entretanto, era observada grande freqüência  de reações tipo citrato38.


Estudos foram realizados visando desenvolver novas fórmulas com a mesma praticidade, bom aproveitamento das plaquetas e redução das reações do tipo citrato. Huestis e colaboradores desenvolveram fórmulas com menores concentrações de citrato (citrato a 1,8% e 2%) que foram experimentadas em uma separadora de fluxo intermitente, observando-se uma diminuição das reações tipo citrato e satisfatório aproveitamento das plaquetas39,53. Entretanto, estas fórmulas  não têm sido utilizadas freqüentemente por dificuldade de adaptação aos diferentes equipamentos.

· 2.4.1. - Tipos de Anticoagulantes mais utilizados33,38


Fórmula A (citrato 3%) - 21,3mg/ml de citrato, pH 4.9. Dextrose-ácido-citrato - mais usada por ser a que melhor se adapta aos diversos equipamentos e com melhor aproveitamento de plaquetas no produto final.


Fórmula B (citrato 1,8%) - 12,8 mg/ml de citrato, pH 5.2. Dextrose-acido-citrato - tem melhor adaptação às separadoras de fluxo intermitente (Esta fórmula é utilizada nos serviços onde nosso trabalho foi realizado).


Heparina - eventualmente é utilizada em  plasmaféreses  terapêuticas e procedimentos pediátricos.

· 2.4.2. - Metabolismos do Citrato:


O cálcio iônico é necessário para todas as reações da coagulação,  exceto aquelas da fase contato, o efeito enzimático da trombina sobre o fibrinogênio e  o fator XIII7.


O íon citrato é um quelante do cálcio iônico produzindo complexo solúvel. O cálcio, nesta situação, fica indisponível para determinadas funções da coagulação “in vitro”, comprometendo, inclusive, fenômenos de agregação plaquetária57.


Apesar de seus efeitos adversos, como mencionado anteriormente, o citrato tem sido considerado o melhor anticoagulante e ainda é o mais utilizado. Isso se deve principalmente ao seu rápido metabolismo orgânico e por não produzir anticoagulação sistêmica. Sua meia-vida é curta  em comparação com a da heparina que é de 90 minutos33. Entretanto, seu “clearance”, não é um fenômeno exponencial simples, porque, embora ele seja difundido rapidamente pelos líqüidos corporais,  sua remoção é influenciada por diversos fatores como perfusão tecidual, balanço ácido-básico, temperatura corporal, filtração glomerular e influência hormonal21.

A primeira defesa orgânica contra altos níveis de citrato é a sua imediata diluição e redistribuição nos líquidos extracelulares. O metabolismo do citrato, via ciclo de Krebs, ocorre principalmente 38,73,76 nas mitocôndrias do fígado, rins e músculos73.

· 2.5 - Complicações das Plaquetaféreses:

Doações através dessa técnica são consideradas seguras. A coleta de plaquetas de doador único tem o mesmo risco da doação de sangue por coleta tradicional. Complicações sérias durante as plaquetaféreses são extremamente raras24,51.


Na punção venosa existe o risco de espasmo vascular, infiltração local e hematoma, principalmente pela longa permanência da punção.


Reações sistêmicas são limitadas e de pequena gravidade. Entre outras, podemos citar a hipovolemia e a hipotensão.  A primeira não ocorre em separadoras de fluxo contínuo porque  envolve  pequenos volumes extracorpóreos, com a conseqüente mínima flutuação do volume sangüíneo.  Nas citaféreses com fluxo intermitente, teoricamente, é possível aspirar grandes volumes para o espaço extracorpóreo. Portanto, é recomendado que o volume extracorpóreo não ultrapasse 15 % da volemia do doador. De maneira geral, os indivíduos com peso superior a 50 Kg toleram bem  o volume extracorpóreo40.


Os mecanismos responsáveis por hipotensão são principalmente hipovolemia e reação vasovagal24.


A reação vasovagal é causada por uma hiperatividade colinérgica. Os doadores apresentam  náuseas, vômitos, palidez cutânea, bradicardia, hipotensão e, menos freqüentemente, síncope. Esses sintomas são observados, mais freqüentemente, na primeira doação51. Na reação estão envolvidos, de maneira geral, o volume extracorpóreo e transtornos psicológicos que provocam  disfunção simpática-parassimpática. Quando ocorre hipotensão o diagnóstico diferencial com a hipovolemia é importante. Entretanto, na reação vasovagal ocorre geralmente bradicardia, ao contrário da hipovolemia, na qual é encontrada estimulação simpática. Essa reação, em geral, é limitada e desaparece com a interrupção do procedimento

 e colocação do doador em posição de Trendelenburg24.


Diversos estudos têm enfatizado os efeitos adversos do citrato durante as transfusões maciças (troca de uma volemia sangüínea em menos de 24 horas) e a intoxicação pelo citrato é particularmente vista em indivíduos com hipotermia28. Um estudo demonstrou que a  hipotermia reduz o metabolismo do citrato em 40%43.


A hipotermia é particularmente observada em pacientes com choque prolongado ou grandes cirurgias abdominais e torácicas, podendo  ser agravada pela rápida transfusão de grandes volumes de sangue frio28. 


Experimentalmente, em outros animais foi observado que a infusão rápida de altas doses de citrato produzia profunda depressão circulatória, hipotensão e diminuição do trabalho cardíaco, uma vez que o cálcio tem efeito inotrópico positivo sobre a contratibilidade do miocárdio16,43.


Em indivíduos normais, entretanto, outros trabalhos demonstram tolerância a grandes infusões de citrato. Em uma série de experimentos, quando se infundiu mais de 6 gramas de ácido cítrico, em 4 minutos, em indivíduos conscientes, foram observadas tetania, alteração do intervalo QT e alteração da consciência, seguidas por uma rápida recuperação, ao término da infusão do citrato17.


Toxicidade pelo citrato, durante as hemaféreses, é descrita em vários trabalhos, sendo, em geral, dependente da concentração de íon, rapidez da administração, volume sangüíneo individual e o peso corporal (Indivíduos de baixo peso são mais sensíveis a reações adversas)38,58,76. As reações adversas são constatadas particularmente nos doentes. Doenças, como insuficiência hepática, alteram a tolerância ao citrato. 


Têm-se documentado alterações eletrocardiográficas, como o prolongamento do intervalo QT em  doadores de plaquetas, quando há queda do cálcio iônico em cerca de 33% do limite normal58,75. Quedas na concentração do cálcio iônico entre   25-35% podem causar hiperexcitabilidade neuromuscular manifestada por parestesias, aumento da tensão muscular,  tremores e, mais raramente, náuseas, vômitos e tetania. Na maioria dos casos, ocorrem sintomas discretos que muitas vezes não necessitam suspensão do procedimento e melhoram com a redução da velocidade de reinfusão de sangue citratado. Raramente se registram reduções mais severas do cálcio iônico e conseqüentes sintomas muito expressivos38.


É difícil definir uma dose inteiramente segura de citrato para o organismo humano, já que muitos aspectos estão envolvidos. De forma geral, o citrato, em uma dose de 1 mg/kg/min, administrada durante a plaquetaférese,  é bem tolerado4,81.


A “World Apheresis Association” correlacionou a sintomatologia tipo citrato versus  o nível de infusão e determinou os seguintes parâmetros: quando a infusão for inferior a 1mg/kg/min, os doadores permanecem  assintomáticos; a infusão maior que 1mg/kg/min e inferior a 1,8 mg/kg/min produz sintomas leves nos doadores; nas infusões maiores que 1,8mg/kg/min,  esses indivíduos podem apresentar sintomas moderados e severos de hipocalcemia81.


Nas doses recomendadas, o procedimento é seguro e não acarreta diminuição do cálcio iônico a níveis inferiores a 0,42mmol/l.  Deve-se recordar que a infusão de cálcio também pode acarretar arritmias ventriculares e parada cardíaca, sendo necessário rígido controle da infusão.


Durante as hemaféreses, para impedir sintomas tipo citrato em seus doadores ou pacientes, alguns centros americanos utilizam rotineiramente cálcio oral ou infusão contínua de gluconato de cálcio, esta última somente em equipamentos de fluxo contínuo81.

Hipomagnesemia também tem sido descrita durante a plaquetaférese52,58. O íon magnésio é o segundo cátion divalente mais abundante no sangue e está presente em diversos processos metabólicos. Participa como cofator em mais de trezentas reações enzimáticas intracelulares, envolvendo metabolismo energético, síntese protéica, e síntese de ácido nucléico27.


 Hipomagnesemia pode induzir a sinais neuromusculares semelhantes aos da hipocalcemia, tais como  sinal  de  Trousseau, espasmos, fraqueza muscular. Assim sendo, é importante o diagnóstico diferencial52. 


O magnésio tem afinidade pelo citrato como o cálcio iônico e, na ausência de confirmação da redução sérica do magnésio, os sintomas podem ser falsamente atribuídos à hipocalcemia. A necessidade de suplementação do magnésio durante a plaquetaférese tem sido estudada52.

· 2.6 - Distribuição do cálcio no organismo


O cálcio constitui 1.5 a 2% do peso corporal de um adulto. O maior reservatório de cálcio é o esqueleto, onde se encontra em forma insolúvel e corresponde a mais de 99% do cálcio total corporal. O cálcio solúvel no meio extracelular corresponde a  cerca de 0,1% de todo o cálcio do corpo8,13. No soro, o cálcio é presente em três distintas frações que, em condições normais, encontram-se em equilíbrio: a fração ionizada, a complexada (ligada a pequenos aníons como citrato, fosfato e lactato) e ligado às proteínas, principalmente a albumina.  A forma ionizada corresponde a 45% da concentração de cálcio circulante59,75.  O cálcio iônico apresenta um  ritmo circadiano característico no sangue19,50,56.

: 
O cálcio iônico extracelular desempenha um grande papel na integridade das membranas celulares, na coagulação, na integridade do esqueleto e  na adesão intercelular.  A estabilidade da concentração iônica, nesse meio, é mantida por um complexo sistema homeostásico, envolvendo secreção hormonal e sua ação nos tecidos-alvo. O próprio cálcio extracelular está envolvido na sua regulação8,13,14.


O cálcio intracelular corresponde a menos de 1% do cálcio corporal mas desempenha nesse meio um papel muito importante. Regula uma variedade de funções celulares, incluindo a contração muscular, a secreção hormonal, a divisão celular e a regulação metabólica8,13.  Muitas dessas funções estão ligadas  a receptores ou a proteínas intracelulares (efetoras), como troponina e calmodulina8,13,61.


O cálcio citosólico é considerado um mensageiro secundário, envolvido na modulação da secreção do paratormônio. Diversas hipóteses têm sido formuladas para essa modulação. Entre essas, foi observado que, em células paratireóides bovinas e humanas, o aumento do  cálcio iônico extracelular suprimia a secreção glandular e era acompanhado pelo aumento no cálcio citosólico.


Diversos mecanismos regulam a movimentação do cálcio iônico para dentro e para fora da célula, existindo bombas e  canais  que regulam o seu nível intracelular. O gradiente de cálcio iônico extracelular assegura a oferta iônica para as funções intracelulares. .A concentração do cálcio citosólico pode aumentar, rapidamente, de dez a cem vezes, após um estimulo decorrente de um rápido fluxo de cálcio extracelular e da liberação dos estoques intracelulares8,61.


A regulação da composição iônica do meio extracelular é fundamental para todos os  vertebrados.  A manutenção de muitas funções celulares necessita de uma regular concentração de  aníons e cátions nesse meio. O controle do metabolismo iônico mineral tem dois componentes fundamentais: os receptores celulares e a resposta dos tecidos efetores aos hormônios15,61.


Na superfície das células existem  receptores para o cálcio iônico que reconhecem e respondem a mudanças fisiológicas na concentração do Ca2+ extracelular. Por este mecanismo, em resposta a hipercalcemia, as células paratireóides secretam menos hormônio (contrarregulação negativa) e as células parafoliculares (célula C) da tireóide secretam mais calcitonina (contrarregulação positiva) 13,14,15.


Nos intestinos, rins e ossos ocorrem alterações no fluxo de cálcio iônico em resposta a determinados hormônios, como a vitamina D, o paratormônio, etc13,15,61 

Estudos têm demonstrado a presença de receptores celulares onde o Ca2+ atua de maneira semelhante aos hormônios. Esses receptores seriam encontrados nos rins, na paratireóide e em outros tecidos, tais como placenta, pele, etc.  O cálcio extracelular regula não somente a secreção hormonal, mas também age diretamente sobre tecidos-alvo13,15.


As mutações nesses receptores podem causar doenças, ocorrendo   resistência ou aumento da sensibilidade do receptor ao cálcio extracelular. 


Recentemente foi clonado um receptor cálcio iônico, ligado à proteína G (CaR) em tecidos paratiroidianos de ratos, de bovinos e de humanos, o qual é capaz de detectar mudanças fisiológicas na concentração de cálcio iônico extracelular e de modular  a secreção hormonal15,60.


Mutações genéticas nesses receptores estão associadas a alterações na regulação da secreção hormonal. Grande parte desses receptores são membros da superfamília de receptores ligados à proteína G15, 60.

· 2.7 - Participação hormonal na homeostasia do cálcio


O paratormônio é considerado o hormônio dominante na homeostasia do cálcio, ligando-se a receptores de membrana e ativando a adenilciclase nos tecidos-alvo61.


A vitamina D atua principalmente sobre o balanço total do cálcio corporal e indiretamente sobre a homeostasia do cálcio no meio extracelular.  A síntese do seu metabólito ativo, 1,25 dihidroxivitamina D (1,25 ( OH)2 D3), é estimulada pela ação do paratormônio sobre a enzima 1,25 hidroxivitamina D  hidroxilase61. Essa vitamina, que na verdade pode ser considerada como um hormônio, atua sobre os ossos, rins, intestinos e paratireóide. A vitamina D é um inibidor  fisiológico da secreção do PTH, através de uma ação genômica8,65.  A influência da calcitonina sobre a homeostasia do cálcio é incerta. A calcitonina diminui a concentração do cálcio plasmático através da inibição da reabsorção óssea e diminuição da reabsorção tubular de cálcio. Entretanto a deficiência de calcitonina não teria conseqüências maiores. Em condições extremas, ela protege o organismo contra hipercalcemia. Não existe qualquer indicação de que a calcitonina seja essencial à vida8,23,55.


O paratormônio é um polipeptídio com 84 aminoácidos, sintetizado através de um complexo mecanismo que envolve transportes em organelas e clivagem protéica.  O hormônio é armazenado em vesículas citoplasmáticas e liberado por exocitose. Predominantemente secretado em sua forma ativa (1 - 84),  sua remoção da circulação é extremamente rápida. Seu metabolismo periférico ocorre principalmente nas células de Kupffer (70 %) e a nível glomerular renal (30 %)8,46,61.


A circulação sangüínea pode conter muitos fragmentos carboxilterminal ( C ) que correspondem a 50-90% da concentração total. O aumento periférico desses fragmentos ( C ) ocorre principalmente pela secreção glandular. Outros mecanismos que contribuem para esse aumento periférico são o fato de ser a sua meia vida maior em relação à forma intacta e ao retorno de uma pequena parte desses fragmentos metabolizados no fígado para a circulação8,46,61. A secreção do fragmento carboxilterminal é fortemente influenciada pela concentração do cálcio extracelular, e este é mais importante na degradação hormonal do que na síntese.


Em estudos “in vitro” de tecidos paratireóidianos porcinos foi observado que, na presença de hipercalcemia, mais do que 50% dos hormônios recém formados eram degradados dentro das células e,   na presença de hipocalcemia,  menos de 10 % eram degradados8,61.


Estudos “in vivo” também têm evidenciado a importância do cálcio extracelular no controle da degradação hormonal intracelular.  A glândula secreta principalmente PTH intacto durante o estímulo hipocalcêmico e principalmente fragmentos carboxilterminal ( C ) durante a hipercalcemia. A influência da concentração do cálcio iônico no soro sobre  o metabolismo hormonal periférico é controvertida25.  


Em condições normais, o fragmento aminoterminal (1-34) não é detectado na periferia ou, somente em pequenas quantidades. A atividade biológica do hormônio é ligada a esse fragmento, interagindo com receptores ligados à proteína G44,46,61.


O modo predominante da secreção glandular é tônica (apulsátil) e também apresenta secreção episódica (pulsos). Autores têm relatado uma freqüência de secreção episódica de uma a seis por hora35,45.  A secreção basal tônica corresponde a cerca de 70% da secreção e a liberação episódica a cerca de 30%63,64,65.


É sugerido que a liberação pulsátil tem grande importância fisiológica, melhorando os efeitos hormonais periféricos35,37,45. Harms e colaboradores observaram que, em condições normais, a secreção pulsátil inclui PTH intacto (1 - 84) e PTH (44 - 68) 35.


Estudos evidenciaram que a hipocalcemia induzida por agentes quelantes do cálcio, aumenta dramaticamente o componente pulsátil e há um discreto estímulo sobre o componente tônico. Na presença de hipercalcemia  induzida, ocorre supressão dos dois componentes, mas permanece um nível secretório basal64.

· 2.8 - Modulação da resposta hormonal


O cálcio iônico extracelular é o principal regulador da secreção do paratormônio. Entretanto, o mecanismo desta regulação não é totalmente conhecido8. A glândula é capaz de responder rapidamente a pequenas mudanças na concentração do cálcio extracelular e o aumento do hormônio circulante e sua ação nos tecidos-alvo produz uma série de conseqüências, como aumento da reabsorção tubular de cálcio, aumento da excreção renal de fósforo e aumento da reabsorção óssea8,13,61. A glândula paratireóide é um modelo experimental adequado para o estudo da dinâmica de regulação hormonal68.


Pesquisas iniciais concluíram haver uma relação inversa linear simples entre a concentração do cálcio iônico extracelular e o paratormônio. Posteriormente, esse conceito foi modificado com a demonstração de que a relação inversa é sigmóide e não linear, “in vitro” 12 e “in vivo” 11.


Em um estudo “in vitro” sobre a relação entre o cálcio iônico e o PTH em células paratireóides bovinas e humanas normais e patológicas, Brown (1983) concluiu que, nas células bovinas e em 82% das células paratireoides humanas, o aumento da concentração de cálcio extracelular acarretava supressão do nível máximo secretório glandular em mais de 50%. Estes resultados forneceram modelos matemáticos para o estudo da relação entre a secreção hormonal e a concentração do cálcio no meio extracelular, demonstrando a relação sigmóide inversa e definindo, hipoteticamente, um ponto médio, ou crítico, para o cálcio extracelular, acarretando, assim, modificações na secreção do paratormônio. Esse ponto também pode ser definido como a concentração do cálcio iônico no plasma,  que permite a estabilização dos mecanismos homeostásicos hormonais e não hormonais.

Assim foram descritos quatro parâmetros:

 - nível secretório máximo (reserva secretória aguda): corresponde ao aumento da secreção na presença de  hipocalcemia (Gráfico 1, ponto A);

- declínio abrupto na curva secretória: observado nas proximidades do “set point” (ponto crítico). Ocorrem grandes mudanças no nível secretório, com pequenas alterações na concentração do cálcio no meio extracelular. Isso é importante para manter o cálcio iônico sob rígido controle (Gráfico 1, ponto B);
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- “Set Point” (ponto crítico): corresponde a 1 mM na concentração de cálcio intr mínimo: está relacionado com a secreção basal não suprimível (Gráfico 1, ponto D) 
Representação esquemática dos quatro parâmetros da relação inversa sigmóide

Diversos autores têm utilizado modelos matemáticos para investigar a função da glândula paratireóide em indivíduos normais e em condições patológicas,
 utilizando a infusão de substâncias quelantes, como  o citrato,  e de cálcio49,60,62,67.71.


Esses trabalhos “in vivo”, realizando-se indução seqüencial de hipocalcemia e hipercalcemia, têm sido úteis no estudo dinâmico da regulação aguda do paratormônio para determinadas concentrações de cálcio  iônico. 


Este mecanismo de regulação tem sido considerado mais complexo, abrangendo outros aspectos, como a velocidade de mudança na concentração iônica periférica e/ou a direção de mudança dessa concentração do cálcio iônico, afetando a secreção hormonal11,22,34,70.


Durante a hipocalcemia induzida, a glândula apresenta um modelo secretório bifásico, há uma liberação imediata de hormônios pré-formados, um período  adaptativo, seguido por  um período de secreção, ainda elevado, mas em menor intensidade, com a estabilização da hipocalcemia. Nesta última etapa, ocorre aumento da síntese hormonal, com aumento mRNA e redução da degradação hormonal intracelular66,69,70. Tem sido postulado que a primeira fase seria causada pelo aumento seletivo do componente pulsátil. 


Todos esses eventos estariam relacionados com modificações em receptores de membrana sensíveis ao cálcio extracelular.


Recentemente tem sido estudada a participação de outros fatores na regulação da secreção hormonal, como as catecolaminas, cortisol, prostaglandinas, íons - como fósforo, magnésio e potássio. Entretanto, não foi estabelecida a importância desses fatores na regulação hormonal sob condições fisiológicas8,48. Também não se estabeleceu ainda definitivamente o papel dos fatores autocrinos e paracrinos na regulação da secreção hormonal26,30,32. 

Em condições normais, a glândula apresenta uma reserva pronta para responder à hipocalcemia.  Em estudos histológicos foram observadas heterogeneidade na população de células paratireóides e demonstrada a existência de células, algumas com atividade de biossíntese  e  outras, praticamente inativas.  Pode-se concluir que as células apresentam ciclos alternando atividade com inatividade8,61. Entretanto, a influência do número de células em atividade secretória, durante a resposta aguda hormonal, ainda não foi determinada48.

Em prolongadas hipocalcemias, a glândula necessita de mecanismos adicionais para aumentar sua atividade secretória. Isso é conseguido através de hipertrofia e proliferação celular, com o conseqüente aumento da massa celular. Esta ocorrência é particularmente observada na deficiência de vitamina D13.

· 3 - MATERIAL E MÉTODOS

· 3.1 - Controle e Doadores


Os vinte e cinco (25) doadores de plaquetas foram recrutados no Hemocentro do Rio de Janeiro e no Instituto Nacional do Câncer (INCA). Todos eram doadores de coleta tradicional.  Destes, dezoito (18) foram submetidos à técnica de separação celular, pela primeira vez. Os outros sete (7) doadores haviam doado num período  mínimo de quatro semanas entre as doações,  conforme protocolo do Serviço de Hemoterapia (Hemocentro do Rio de Janeiro).  


Todos os indivíduos eram clinicamente saudáveis para doação, conforme triagem clínica e sorológica, baseada nas normas técnicas de Hemoterapia do Ministério da Saúde. Os vinte e cinco doadores eram  do sexo masculino e com idade entre dezoito e quarenta e seis anos e foram recrutados na seqüência em que se apresentaram como voluntários para participar desta pesquisa. Todos estavam convenientemente hidratados, não utilizavam medicamentos e tiveram repouso noturno satisfatório. 


Durante a entrevista, os doadores foram detalhada e claramente orientados sobre os procedimentos que seriam  realizados e seus objetivos. Todos assinaram um termo formal de consentimento para realização dos exames, os  quais, posteriormente, foram colocados à disposição dos interessados.


Os doadores não foram submetidos a qualquer outro procedimento extraordinário durante a coleta de plaquetas. Somente foram colhidas amostras de sangue para avaliação laboratorial e pesquisa de sintomas tipo citrato .


O trabalho foi aprovado pelo Centro de Estudos do Hemocentro do Rio de Janeiro e do INCA.


O grupo controle foi constituído de vinte e cinco (25) doadores de coleta tradicional dos Serviços de Hemoterapia do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) e do INCA. Eram do sexo masculino com idade entre vinte e cinqüenta anos e estavam aptos pela triagem clínica e sorológica.

· 3.2 - Protocolo


Os exames foram realizados no Laboratório de Endocrinologia e no Laboratório Central do Hospital Universitário Pedro Ernesto. As amostras foram colhidas entre 9 e13 horas, estando todos os doadores de plaquetas sentados e reclinados, com exceção de 3 indivíduos que permaneceram deitados. 


Os doadores foram submetidos a duas coletas de sangue: Uma, imediatamente antes do procedimento e outra, ao final.

=> Tempo 0 - Coleta basal.

=> Tempo 1 - Pós citrato.


O sangue foi colhido em tubo com vácuo. Os soros das amostras foram separados 30 minutos após a coleta e divididos em duas alíquotas: uma delas foi armazenada em temperatura de 4 a 6ºC, para os exames bioquímicos, e a outra a menos 20ºC, para a realização das dosagens hormonais.


As doações de plaquetas  foram realizadas em máquina de separação celular de fluxo intermitente, com  5 a 9 ciclos de circulação extracorpórea e com velocidade de aspiração de  sangue de 70 ml por minuto. A proporção de citrato x sangue total foi de 1:9. O volume extracorpóreo é calculado pelo equipamento, baseado no peso, altura e, principalmente, hematócrito do doador. Os programas informatizados dos equipamentos calculam os fluxos de citrato através do peso, sexo e tipo de procedimento.  A quantidade de ciclos é calculada considerando-se a quantidade de plaquetas do doador e tendo como parâmetro a concentração de plaquetas no produto final (3-7x1011 mm3).


A fórmula B anticoagulante (Laboratório B - Braum) apresenta a seguinte composição :

glicose - 1,47 gramas

citrato de sódio diidratado :1,32 gramas

ácido cítrico : 0,44 gramas

água para injeção q.s.p. : 100 ml.


Esta fórmula contém 68 mM ou 13 gramas de citrato por litro.

· 3.2.1 - Análise das amostras  e as faixas de normalidade (N)


Foram realizados os seguintes exames nas amostras de soro dos doadores de plaquetas no tempo 0:

Cálcio total, Fósforo, Magnésio (equipamento Vitros 750 - Johnson e Johnson’s)

Cálcio total: N = 8,4 - 10,2 mg/dL.

Fósforo: N =  2,5 - 4,5 mg/dL.

Magnésio: N = 1,6 - 2,3 mg/dL.

Proteínas totais, Albumina, Creatinina sérica (equipamento Mega Merck)

Proteínas totais: N = 6,7 - 8,7 g/dL.

Albumina: N= 3,8 - 5,1 g/dL.

Creatinina sérica = 0,9 - 1,2 ml/dL.

Cálcio iônico (método eletrodo íon seletivo - equipamento Chiron 514). A dosagem foi realizada no soro, nas primeiras oito horas de coleta e feita correção para PH 7.405,54,77. 

N=1,13-1,32 mmol/l.

Paratormônio intacto (quimiluminescência - Immunolite DPC)


O limite de detecção do ensaio é aproximadamente  1pg/ml (0,1 pmol/l) A variação do coeficiente de interensaio sob duplicata é 5,0% - 5,5%

N = 12 - 72 pg/ml.

Tempo 1 - após o procedimento.

Foram repetidos todos os exames da 1ª coleta exceto a creatinina sérica.

· 3.3 - Análise das amostras do grupo controle


Nesses doadores dosou-se apenas o paratormônio e o cálcio iônico. Foi colhida uma amostra de cada um, entre 9 e 12 horas, estando todos eles sentados e reclinados. A metodologia de análise do soro obedeceu aos mesmos parâmetros seguidos para os doadores de plaquetas. 

· 3.4 Análise estatística


Realizou-se o teste de “Lilliefors” para verificar a normalidade de distribuição de dados. A comparação das médias dos resultados entre o grupo controle e a dosagem basal (tempo 0) do grupo de doadores de plaquetas foi realizada pelo teste T de “Student”. As médias dos resultados, obtidos entre a coleta basal (tempo 0) e após o procedimento (tempo 1) dos doadores de plaquetas, também foram comparadas pelo mesmo método estatístico. A relação entre a variação do cálcio iônico no tempo 0 e no tempo 1 com a variação do paratormônio foi analisada pela correlação linear de Pearson. Esta correlação foi utilizada para relacionar o cálcio total, o cálcio iônico e o paratormônio com a quantidade de citrato infundida e ajustada pelo peso do doador e o tempo de infusão (cit/mg/kg/min) e, assim, construiu-se um modelo de regressão linear

 para as correlações estatisticamente significativas. Nesses estudos foram considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05.  Para o cálcio iônico extracelular  também se utilizou o cálculo de variação (%) e/ou da variação média ():

 = dosagem no tempo 1 - dosagem basal.

% =          x 100___       

         dosagem basal

· 4 - RESULTADOS


Os vinte e cinco doadores de coleta tradicional (Grupo Controle), apresentavam dosagem de Ca2+ 1,23 ± 0,05 mmol/l, paratormônio  30,9 ± 10,6 pg/ml - Tabela I.


Os vinte e cinco doares de plaquetas apresentavam dosagem de cálcio iônico na etapa 0, 1,24  - ±  0.06 mmol/l - paratormônio 25,8 ±  15,9 pg/ml Tabela I.


Na comparação das médias das dosagens do cálcio iônico e paratormônio do Grupo Controle versus Doadores de Plaquetas na etapa 0, não observamos diferenças estatisticamente significativas, cálcio iônico, p =0,18 paratormônio, p=0,62 - Tabela I.


Durante o procedimento, o volume extracorpóreo processado foi 3261 - ± 656ml; tempo de procedimento: 81 - ± 9min;  quantidade de ciclos: 7,4 - ± 1,1.  A infusão do citrato foi de 3468 - ± 481 mg/l correspondendo à infusão  de 0,55 -  ± 0,09 mg/kg/min - Anexo III.


Os resultados dos valores das médias ± desvio padrão das variáveis analisadas no estudo encontram-se na Tabela II. 


A comparação entre as médias das dosagens do cálcio iônico, antes da infusão de citrato, 1,24  ±  0,06mmol/l versus sua concentração, após o citrato, 1,11 - ± 0,13 mmol/l, demonstrou uma variação estatisticamente significativa: p<0,0001. Estes resultados estão representados no Gráfico II.


Apesar da queda na concentração do cálcio iônico extracelular, os doadores não apresentaram sintomatologia durante e/ou após o procedimento. O delta percentil do cálcio foi  -10,2 ± 0,10% - Anexo III.


Também observamos uma variação estatisticamente significativa na concentração do cálcio total p < 0,05 após a utilização do citrato - tabela II.


A concentração sérica do paratormônio, antes da infusão de citrato, era 25,8  ± 15,9 pg/ml versus sua concentração, após o citrato, 97,9 - ± 60,2 pg/ml. A comparação entre as médias demonstrou uma variação  hormonal estatisticamente significativa: p<0,0001. Os resultados estão representados no Gráfico III.


Não foi observada correlação estatisticamente significativa entre a variação  do paratormônio, antes e após o citrato, versus variação do cálcio iônico, antes e após o citrato -  r=0,15, p=0,46, representada no Gráfico IV.


Observamos uma correlação estatisticamente significativa entre o paratormônio e a quantidade de citrato infundida e ajustada pelo peso do doador r=0,44, p < 0,05, representada pelo Diagrama de Espalhamento - Gráfico V.


Não observamos correlação entre o cálcio total, cálcio iônico e a quantidade de citrato infundida e ajustada pelo peso do doador e o tempo de infusão - Anexo IV.

Observamos uma variação sérica estatisticamente significativa na concentração do fósforo, p < 0,05, bem como uma variação estatisticamente significativa na concentração das proteínas totais e albumina, ambas p< 0,0001. Não observamos variação estatisticamente significativa do magnésio total durante o procedimento. Os valores das médias ± desvio padrão, valor do p encontram-se na Tabela II.


Os resultados individuais e estatísticos encontram-se nos Anexos, como especificado a seguir: Doadores de coleta tradicional - Anexo I; doadores na etapa 0 (pré citrato)  - Anexo II; doadores na etapa 1, inclusive o delta % do cálcio iônico (pós citrato)- Anexo III; resultados estatísticos - do Anexo IV ao Anexo IX, inclusive.

TABELA I:

Resultados do cálcio iônico e paratormônio dos doadores de coleta tradicional e doadores de plaquetas no tempo 0)

	
	Doadores de Coleta Tradicional
	Doadores de Plaquetas na Etapa 0
	Valor de p

	Ca2+ (mmol/L pH 7,40)
	  1,23    0,05
	    1,24    0,06
	= 0,18

	PTH (pg/ml)
	30,9    10,6
	  25,8    15,9
	= 0,62


TABELA II: 

   Parâmetros pré e pós citrato dos doadores de plaquetas

​​​​​​​​​​​​​​

	
	Pré Citrato
	Pós Citrato 
	Valor de p

	Ca2+ (mmol/L pH 7,40)
	  1,24    0,06
	  1,11    0,13
	< 0,0001

	PTH (pg/ml)
	25,8    15,9
	97,9    60,2
	< 0,0001

	Ca T (mg/dl)
	  9,7      0,62
	  9,30    0,79
	< 0,05

	P2+ (mg/dl)
	  3,38    0,64
	  3,00    0,62
	< 0,05

	PTN Total (g/dl)
	  7,35    0,58
	  6,64    0,65
	< 0,0001

	ALB (g/dl)
	  4,64    0,29
	  4,10    0,35
	< 0,0001

	Mg (mg/dl)
	  2,09    0,22
	  2,07    0,26
	= 0,77


Ca2+  - Cálcio iônico extracelular, PTH - paratormônio, Ca T - cálcio total,  P2+ - fósforo, 

PTN Total - proteína total, ALB - albumina, Mg - magnésio 

· GRÁFICOS 2 E 3
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· GRÁFICOS 4 E 5
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5-DISCUSSÃO


Plaquetaférese é um processo dinâmico de retirada e reinfusão de grandes volumes de sangue, cerca de três a cinco litros de sangue citratado, em uma a duas horas. Portanto, a reinfusão do sangue pode ser considerada uma autotransfusão maciça. Durante o procedimento podem ocorrer sinais de hiperexcitabilidade neuromuscular, principalmente observamos parestesias nos doadores24,38. O surgimento precoce desses sinais é fortemente relacionado com a tensão emocional e hiperventilada. Não obstante, quando surgem mais tardiamente, em geral, são relacionados com acúmulo de citrato e diminuição do cálcio iônico.


Vários estudos têm enfatizado uma grande freqüência de reações discretas, tipo citrato, nos doadores, quando se utiliza a fórmula anticoagulante A.  Huestis e colaboradores observaram que 40 a 50% dos doadores experimentavam parestesias, quando se utilizava a fórmula ACD-A (22 g de citrato por litro)39. Em seu trabalho, Szymanski observou que quase 100% dos doadores apresentavam sintomas, quando utilizavam essa fórmula durante a plaquetaférese75. Em um trabalho recente, 50% dos indivíduos afirmaram sintomas discretos relacionados à infusão de citrato73. Essa sintomatologia, associada às soluções anticoagulantes e circulação extracorpórea, tornou-se virtualmente aceita como rotina, em Centros americanos. Em geral, não há necessidade de intervenção médica, porém recomenda-se redução da infusão do sangue citratado com a conseqüente redução da velocidade do fluxo de citrato e desaparecimento da sintomatologia24,51,73,74,80. 

A “American Association of Blood Banks” (AABB) considera leve parestesia e discreta cefaléia, associadas a infusão do citrato e fluxo dependente com fácil reversão, como efeito fisiológico da substância51.


Nas hemaféreses terapêuticas também é observada uma alta freqüência  dessas reações18,24,74. Entretanto, existem outras variáveis associadas, tais como: a possibilidade de estar a concentração do cálcio iônico alterada, já antes do procedimento, por doença pré-existente; função hepatorrenal anormal e outras situações clínicas38.  Em geral, essas reações são observadas com maior freqüência em mulheres jovens, mais susceptíveis80. 


Diversos estudos são realizados visando desenvolver fórmulas com concentrações de citrato que diminuam o desconforto de pacientes e doadores e, durante a plaquetaférese não terapêutica, permitam um bom aproveitamento das plaquetas no produto final. Tem sido preconizado por alguns autores a reposição de cálcio durante esses procedimentos52,80. Entretanto, a “American Association of Blood Banks” não recomenda, como procedimento rotineiro, a suplementação de cálcio durante as hemaféreses, já que muitos estudos concluem que o procedimento é bem tolerado80.


Alterações metabólicas, associadas à infusão de sangue citratado, são conhecidas de longa data e têm despertado recente interesse médico com a expansão de doações dos componentes do sangue, das hemaféreses terapêuticas e das transfusões maciças. Esses estudos foram facilitados com o surgimento de uma metodologia mais sensível de dosagem do cálcio iônico e magnésio iônico no sangue, através do método eletrodo íon seletivo. Anteriormente o valor do cálcio iônico era calculado freqüentemente através da concentração do cálcio total no soro ou plasma. Essa medida, porém, não era totalmente satisfatória pois não refletia adequadamente os distúrbios no metabolismo do cálcio5.


Tradicionalmente a doação de sangue é realizada por indivíduos jovens, do sexo masculino, sendo menos freqüente a doação de indivíduos do sexo feminino, principalmente em procedimentos especiais como as aféreses.  O acesso ao grupo masculino, associado aos critérios gerais e específicos para doação de sangue, proporcionou homogeneidade nos grupos e permitiu um bom intervalo de confiança no trabalho.

Durante o estudo comparativo entre os doadores de coleta tradicional e os doadores de plaquetas na etapa 0, não observamos diferenças entre as concentrações de cálcio iônico e paratormônio nesses dois grupos de doadores .


Como já foi enfatizado, o citrato torna o cálcio indisponível para os fenômenos da coagulação e reduz o pH do sangue, o que ajuda a inibir a agregação plaquetária4. Uma concentração de citrato de 15 a 24 mmol no circuito extracorpóreo é necessária para reduzir o cálcio iônico extracelular  para a concentração de  0,2-0,3 mmol/l e, então, impedir  a coagulação na circulação extracorpórea. Durante a plaquetaférese, caso se reinfundisse 15 gramas de citrato com a velocidade de 0,55 ml/kg/min em um doador de 70 kg, isto acarretaria uma queda na concentração sérica de cálcio iônico  para 0,2mmol/l, um valor provavelmente incompatível com a vida73. Entretanto, o citrato é rapidamente redistribuído, metabolizado e excretado, o que, acompanhado de outros mecanismos compensatórios, como a elevação do paratormônio, impede  a queda do cálcio a níveis críticos24, 73.


Estudos enfatizam que a infusão de um 1mg/kg/min de citrato é inócua à maioria dos indivíduos e as infusões de 1,7mg/kg/min, ou mais,  são associadas com  o surgimento de reações moderadas ou severas nos doadores e pacientes4,38.  É descrito que a infusão de 1-1,8mg/Kg/min de citrato acarreta redução de 25 a 38 por cento na concentração do cálcio iônico sérico e a infusão de citrato abaixo de lmg/kg/min não acarreta significativas reduções na concentração do cálcio iônico sérico4,38. Em nosso trabalho a infusão média de 0,55mg/kg/min não produziu desconforto nos doadores e observou-se uma queda de 10,2% na concentração sérica iônica no final do procedimento, o que está de acordo com o que vem sendo observado.


Outro aspecto interessante é o tempo de eliminação e o acúmulo de citrato no organismo. Estudos realizados durante a plaquetaférese têm descrito que o acúmulo de citrato no final do procedimento é pequeno. Oslon e colaboradores observaram uma concentração final de citrato de 26,7mg/dl e 16mg/dl, com as respectivas infusões de 69-128 mg/kg/h e a infusão máxima de 79mg/kg/h. Foi observado também, que nenhum doador apresentava sintomatologia quando a dose era menor que 65mg/kg/h e que a dose de 46mg/kg/h acarretava uma queda de 16% na concentração do cálcio iônico no final do procedimento58. Em nosso trabalho, a infusão de 33mg/kg/h não produziu sintomatologia  em nossos doadores e, como já referido, a queda do cálcio iônico extracelular foi discreta.


Szymanski observou um acúmulo de citrato orgânico de 17mg/dL em doadores que receberam a média de 10mg de citrato, concluindo que noventa e cinco por cento (95%) do citrato infundido era metabolizado durante o procedimento. Neste estudo, também foi observada uma relação inversa significativa entre a concentração do citrato no soro e a concentração do cálcio iônico no final do procedimento75. Não utilizamos esta correlação, já que não era disponível a técnica de dosagem do citrato. Não conseguimos demonstrar, em nosso trabalho, uma correlação entre o cálcio iônico e a infusão do citrato, ajustada pelo peso e o tempo de infusão. Observamos na literatura  que a correlação entre o cálcio iônico e o citrato, em geral, é feita com o acúmulo de citrato orgânico, que está diretamente relacionado com a capacidade do organismo de eliminar este íon. Em um trabalho recente com equipamentos de fluxo contínuo, foi observado que, em um grupo de doadores, durante a segunda hora, no estudo referido, a duração do período de administração do citrato era igual a sua eliminação fisiológica29.


Observamos em nosso trabalho uma queda na concentração do cálcio iônico sérico e um aumento do paratormônio sérico no final do procedimento. Entretanto, em nosso estudo, a correlação linear entre o cálcio iônico e o paratormônio não foi significativa. Na literatura, os trabalhos iniciais não conseguiram demonstrar, uniformemente, a participação do paratormônio na manutenção dos níveis de cálcio iônico extracelular durante as aféreses e eram observadas respostas hormonais marcadamente diferentes. As justificativas para esses achados eram a infusão descontinuada de citrato, amostras insuficientes e a limitada sensibilidade dos testes de dosagem hormonal. Muitos desses testes detectavam fragmentos inativos ou o fragmento N-terminal, com meia vida curta no sangue, tornando-se difícil sua dosagem9,75,76. O desenvolvimento de técnicas mais sensíveis e específicas para detectar a forma bioativa hormonal, paratormônio intacto, e maior número de coletas de sangue permitiu comprovar a resposta hormonal durante esses procedimentos52,78.


Toffaletti demonstrou em seu trabalho em equipamento  de fluxo contínuo uma resposta hormonal aguda limitada e que, apesar da queda do cálcio iônico, o paratormônio não mantinha um pico sustentável, não demonstrando uma correlação inversa significativa entre o cálcio iônico e o paratormônio intacto78.


Mercan e colaboradores, em trabalho mais recente em equipamento de fluxo contínuo, observaram elevação do paratormônio no procedimento, apesar da infusão contínua de gluconato de cálcio. Entretanto, a resposta hormonal era marcadamente diferente entre os doadores52.


Os trabalhos pioneiros, durante as aféreses, nem sempre demonstraram a participação do paratormônio no mecanismo compensatório da hipocalcemia induzida pelo citrato, entretanto, serviram como modelos para estudos fisiológicos experimentais, mais detalhados e precisos, sobre a relação do cálcio  iônico no meio extracelular e a secreção do paratormônio66. Esses estudos empregam a técnica de indução seqüencial de hipocalcemia e hipercalcemia, “técnica de CICA Clamp”, e proporcionam novos conceitos sobre o mecanismo de regulação cálcio iônico extracelular e paratormônio. O mecanismo tem sido considerado complexo e as mudanças observadas na secreção hormonal durante esses estudos não podem ser explicadas apenas pela concentração de cálcio isolada. São observadas respostas secretórias diferentes para determinado valor final na concentração de cálcio iônico, diretamente relacionadas com a velocidade na queda do íon, sendo outro aspecto importante, a habilidade da célula paratireóide de sentir a mudança de direção na concentração do cálcio iônico sérico através de receptores de membrana23,34,68,70.


Esses novos conhecimentos têm questionado modelos matemáticos de investigação baseados, apenas, no conceito secreção do paratormônio e concentração do cálcio iônico sérico. Muitos investigadores acreditam que o mecanismo da regulação hormonal ainda está por ser feito, devido a sua complexidade37. Embora o objetivo de nosso trabalho não tenha sido estudar a dinâmica da regulação aguda da secreção hormonal, durante a hipocalcemia induzida pelo citrato, a heterogeneidade da resposta hormonal entre os doadores, a ausência da correlação cálcio iônico e paratormônio, e a correlação moderada do hormônio com a quantidade de citrato infundida podem ter a participação desses fenômenos fisiológicos.Os fenômenos  interligados com a quantidade de citrato infundida, a velocidade e o tempo da infusão e a velocidade na queda da concentração do cálcio iônico sérico e a capacidade de eliminação do íon citrato pelo organismo. Entretanto, não podemos afirmar isto, uma vez que só realizamos duas coletas de sangue para os exames.


Ressaltamos que o doador número 5 apresenta dosagens séricas hormonais abaixo dos valores normais, apesar da queda na concentração do cálcio iônico após o procedimento e deveria ser melhor estudado.


Em nosso trabalho observamos também uma queda nas concentrações do cálcio total, fósforo, proteínas totais e albumina, conforme já descrito na literatura.


Diversos estudos têm enfatizado o papel da hemodiluição na redução sérica de eletrólitos e proteínas durante as hemaféreses e hemorragias31,75. A hemodiluição tem sido documentada após a retirada de apenas uma unidade de sangue; ela reflete expansão plasmática compensatória e também pode ocorrer por mudanças posturais31,41,75,76. Reduções  na  concentração das proteínas totais e albumina também estão relacionadas à dificuldade dos solutos em atravessar a parede vascular do compartimento intersticial para o compartimento vascular, durante o mecanismo compensatório da perda de sangue e, ainda, à perda plasmática para o produto final (concentrado de plaquetas) e  têm sido descritas reduções nas concentrações séricas das proteínas até vinte e quatro horas após o procedimento75. Em nosso trabalho não calculamos a hemodiluição, pois não acreditamos que fosse significativa, uma vez que em nossos protocolos não utilizamos rotineiramente infusão de líquidos durante a plaquetaférese e calculamos um volume extracorpóreo por ciclo em torno de 510 ml, o que corresponde a menos de 10% da volemia de um indivíduo de 80 kg. Este cálculo foi baseado no hematócrito do doador e o volume de hemácias retirado por ciclo (225 ml). 


A redução do cálcio total pode ser atribuída também a sua disponibilidade para manutenção dos níveis de cálcio iônico livre,  sua queda não foi importante, e  ele não participa diretamente das reações biológicas. Hipofosfatemia tem sido encontrada durante esses procedimentos e sua redução sérica pode ser explicada também pelo aumento da secreção do paratormônio76. Hiperexcitabilidade neuromuscular associada a queda de fósforo tem sido documentada nesses procedimentos29.


O magnésio existe em forma ativa e inativa no sangue27. Sua forma iônica (ativa) demonstra uma grande afinidade pelo citrato. Recentemente  tem-se dado ênfase ao papel da hipomagnesemia durante as transfusões maciças6 e hemaféreses. Tem sido descrito, inclusive, que sua presença associada à hipocalcemia pode afetar a secreção do paratormônio52.


Em nosso trabalho, não observamos alteração do magnésio total. Na literatura não têm sido demonstradas mudanças significativas no magnésio total52,78.  O fato é que as pesquisas caminham em direção ao papel do magnésio iônico  produzindo sintomas durante esses procedimentos. Esses estudos são facilitados pelo surgimento da técnica de dosagem do íon magnésio com o 

eletrodo íon seletivo, que, infelizmente não esteve disponível para realização do nosso trabalho.

6- CONCLUSÔES

1 - Durante a plaquetaférese em fluxo intermitente ocorreu uma queda estatisticamente significativa do cálcio iônico sérico  p< 0.0001.

2 - Foi observado  um  aumento  estatisticamente  significativo do  paratormônio, p< 0.0001.

3 - Não houve correlação linear entre as variações séricas do cálcio iônico e as variações séricas do paratormônio no procedimento.

4 - As variações do paratormônio, após a plaquetaférese em fluxo intermitente, tiveram uma correlação linear estatisticamente significativa  com a quantidade de citrato  infundida  quando  ajustada  pelo  peso  do   doador  e   tempo  de   infusão   

 p < 0,05.

5. A dose de citrato utilizada em nossos doadores é bem tolerada, não acarretando grandes alterações metabólicas e não produzindo sintomas tipo citrato.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

 1 - AABB. American Association of Blood banks. Hemapheresis. Maryland: Technical Manual 12th ed. 1996: 115-133.

  2 - Abel J. 1914 (apud  Valbonesi M, Pineda AA, Biggs JC. Therapeutic Hemapheresis: wichitig Editore Milano 1986: 1-8).

 3 - Agote L. 1914 (apud ROSSI E, SIMON TL, MOSS GS, GOULD SA. Principles of Transfusion medicine. 2nd ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1996: 1-11).

 4 - AMERICAN SOCIETY FOR APHERESIS. Principles of apheresis technology. 2nd ed. TUCSON. 1998: 18-44.

 5 - Andersen CS, Thode J, Wandrup J. The concentration of free calcium ions in the blood plasma. In: Workshop Ionized “Calcium”. Departement of Clinical Chemistry: University of Copenhagen. 1980: 165-189.

 6 - Benett MWR, Webster N, Sadek S. Alterations in plasma magnesium concentrations during liver transplantation. Transplantation 1993; 56: 859-861.

 7 - Bithell TC. Blood coagulation. In: Lee CR, Bithell TC, Foerster J, Athens JW, Lukens JN. Wintrobe’s Clinical Hemathology. Philadelphia: Lea & Febiger 9th ed. 1993: 566-615.

 8 - Bonga SEW, Pang PK. Control of calcium regulating hormones in the vertebrates: parathyroid hormone, calcitonin, prolactin and stanniocalciun. Int. Rev. Cytol. 1991; 128: 139-213.

 9 - Bonjiovany MB, Strauss JE, Ziselman EM, Wurzel HA. Parathyroid response during therapeutic plasma exchange. Transfusion 1983; 23:535-536.

10 - BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE. Portaria No 1376 de 19 de novembro de 1993. Diário Oficial da União de 2 de dezembro de 1993; seção 1:18405-18415.

11 - Brent GA, LeBoff MS Seely EW, Conlin PR, Brown EM. Regulationship between the concentration and rate of change of calcium and serum intact parathyroid hormone levels in normal humans. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1988; 67: 944-950.

12 - Brown EM. Four-parameter model of the sigmoidal relationship between parathyroid hormone release and extracelular calcium concentration in normal and abnormal parathyroid tissue. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1983; 56: 572-581.

13  -   _________ Extracelular Ca2+ sensing, regulation of parathyroid cell function, and role of Ca2+ and other ions as extracelular (First) messengers. Physiol. Rev. 1991; 71: 371-411.

14 - __________ Homeostatic mechanism regulating extracelular and intracelular calcium metabolism. In Bilezikiam JP, Marcus R, Levine MA eds. The parathyroids basic and clinical concepts. New York: Raven Press, 1993: 15-45.

15 - Brown EM, Pollak M, Seidman CE et als. Calcium-ion-sensing cell-surface receptors. N. Engl. J. Med. 1995; 33: 234-239.

16 - Bruneau J, Graham EA. A caution against too liberal use of citrated blood in transfusion. Arch. Surg. 1943; 47: 319-325.

17 - Bunker JP. Metabolic effects of blood Transfusion. Anesthesiology. 1966;27:446-453.

18 - Burger SR, Fautsch SK, Stroncek DF, Muccullough J. Concentration of citrate anticoagulant in peripheral blood progenitor cell collections. Transfusion. 1996; 36: 798-801.

19 - Calvo MS, Eastell R, Offord KP, Bergstralh EJ, Burritt MF. Circadian variation in ionized calcium and intact parathyroid hormone: evidence for sex diferences in calcium homeostasis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1991; 72: 69-76.

20 - Cohn EJ (apud Rossi E, Simon TL, Moss GS, Gould SA. Principles of Transfusion Medicine. 2nd ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1996: 1-11).

21 - Collins JA, Knudson MM. Metabolic effects of massive transfusion. In: Rossi EC, Simon TL, Moss GS, eds. Principles of Transfusion Medicine. 2nd ed Baltimore: William & Wilkins, 1991: 419-427.

22 - Conlin PR, Fajtova VT, Mortensen RM, Le Boff MS, Brown EM. Hysteresis in the relationship between serum ionized calcium and intact parathyroid hormone during recovery from induced hyper- and hypocalcemia in normal humans. J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1989; 69: 593-599.

23 - Coop H. The discovery of calcitonin. Bone Miner.1992; 16: 157-159.

24 - Couriel D, Weinstein R. Complications of therapeutic plasma exchange: a recent assessment. J. Clin. Apheresis 1994; 9: 1-5.

25 - D’Amour P, Palardy J, Bahsali G et al. The modulation of circulation parathyroid hormone immunoheterogeneity in man by ionized calcium concentration. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1992; 74: 525-532.

26 - Eguchi S, Hirata Y, Imai T et al. Endothelin receptors in human parathyroid gland. Biochem. Biophy. Res. Commun. 1992; 1448-1455.

27 - Elin RJ. Magnesium: The fifth but forgotten Electrolyte. Am. J. Clin. Pathol. 1994; 102: 616-622.

28 - Fakhry SM, Messick JW, Sheldon GF. Metabolic effects of massive transfusion. In Rossi EC, Simon TL, Moss GS, Could AS eds. Principles of Transfusion Medicine. 2nd ed Baltimore: William & Wilkins, 1996: 615-625.

29 - Farrokhi P, Farahmand H, Bismuth A,  et al. How to stabilize the level of ionized calcium and citrate during plateletpheresis. Vox Sang. 1998; 74: 7-12.

30 - Fasciootto BH, Gorr SU, Bourdeau AM, Cohn DU. Autocrine regulation of parathyroid secretion: Inhibition of secretion by chromogranin-A (secretory protein I) and pancreastatin antibodies. Endocrinology 1990; 127: 1329-1335.

31 - Friedman BA, Schork MA, Alm SK, Jones AS, Oberman HA. Plasmapheresis induced hemodilution and its effects on serum constituents. Transfusion 1976; 16: 155-161.

32 - Funjimi, Baba H, Fukase M, Fujita T. Direct inhibitory effect of amino-terminal parathyroid hormone fragment [PTH (1-34)] on PTH secretion from bovine parathyroid primary cultured cells in vitro. Biochem. Biophy. Res. Commun. 1991; 3: 953-958.

33 - Gilcher RO. Apheresis: principles and practices. In Rossi EC, Simon TL, Moss OS, Gould AS. Principles of Transfusion Medicine. 2nd ed. Batimore: Willians & Wilkins, 1996: 537-550.

34 - Grant FD, Conlin PR, Brown EM. Rate and concentration dependence of parathyroid hormone dynamics during stepwise changes in serum ionized calcium in normal humans. J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1990; 71: 370-378.

35 - Harms HN, Raptaina U, Hulpmann WB, Brabant G, Hesch RD. Pulse amplitude and frequency modulation of parathyroid hormone in plasma. J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1989; 69: 843-851.

36 - Hastings AB, McLean FC, eichelberger L, Hall JL, Costa ED. The ionization of calcium, magnesium and strontium citrates. J. Biol. Chem. 1934; 107: 351-370.

37 - Heidbreder E, Maujoks H, Brosa V, Schramm L, Gotz R. Parathyroid hormone secretion and serum calcium concentration - A deterministic view of its regulation. Horm. Metab. Res. 1994; 27: 244-250.

38 - Hester JP, MC Cullough J, Mishler JM, Szymanski IO. Panel IV: dosage regimens of citrate anticoagulants. J. Clin. Apheresis 1983; 1: 149-157.

39 - Huestis DW, Fletcher JL, White RF, Price MJ. Citrate anticoagulants for plateletpheresis. Transfusion 1977; 17: 151-155.

40 - Huestis DW. Risks and safety practices in hemapheresis procedures. Arch. Pathol. Med. 1989; 113: 273-278.

41 - Husdan H, Rapoport A, Locke S. Influence of posture on the serum concentration of calcium. Metabolism. 1973; 22: 787-797.

42 - Hustin A. 1914 (apud Rossi E, Simon TL, Moss GS, Gould SA. Principles of Transfusion Medicine. 2nd ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1996: 1-11).

43 - Jemings A, Beland AJ, Cope JA, Ellestad R, Monroe C, Shadle OW. Citrate toxicity and the use of anticoagulant acid citrate dextrose blood for extracorporeal circulation. Surg. Gyn. Obstet. 1965; 120: 997-1008.

44 - Jüppner H, Samra AAB, Freeman M et al. A G protein-linked receptor for parathyroid hormone and parathyroid hormone relate peptide. Science 1991; 254: 10245-1025.

45 - Kitamura N, Shigeno C, Shiomi K et al. Episodic fluctuation in serum intact parathyroid hormone concentration in men. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1990; 70: 252-265.

46 - Kronenberg HM, Bringhurst FR, Segre GV, Potts JT jr. Parathyroid hormone biosynthesis and metabolism. In Bilezikiam JP, Marcus R, Levine MA eds. The parathyroids basic and clinical concepts. New York: Raven Press, 1994: 125-137.

47 - Landesteiner K. 1900 (apud Rossi E, Simon TL, Moss GS, Gould SA. Principles of Transfusion medicine. 2nd ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1996: 1-11).

48 - Lewin E, Nielsen PK, Olgaard K. The calcium / parathyroid hormone concept of the parathyroid glands. Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 1995; 4: 324-333.

49 - Madsen JG, Rasmussen AQ, Sadefoged SD, Shwarz P. Parathyroid hormone secretion in chronic renal failure. Kidney Int. 1996; 50: 1700-1705.

50 - Markowitz ME, Arnauds, Rosen JF, Thorpy M, Laximinarayan S. Temporal interrelationships between the circadian rhytms of serum parathyroid hormone and calcium concentrations. J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1988; 67: 1068-1072.

51 - McLeod BC, Price TH, Owen H, Cravarella D, Snieciniski I, Randels MJ. Frequency immunomediate adverse effects associated with apheresis donation. Transfusion, 1998; 38: 938-943.

52 - Mercan D, Bastin G, Lambermont M, Dupont T. Importance of ionized magnesium measurement for monitoring of citrate anticoagulated plateletpheresis. Transfusion 1997; 37: 418-422.

53 - Mishler JM, Janes AW, Lowes B, Farfav C, Emerson PM. The utilization of new strenght citrate anticoagulant during centrifugal plateletpheresis. BR. J. Haematol. 1976; 34: 387-394.

54 - Moore EW. Ionized calcium in normal serum ultrafiltrates and whole blood determined by ion exchange electrodes. The J. Clin. invest. 1970; 49: 318-333.

55 - Munson PL, Hirsch PF. Importance of calcitonin in physiology, clinical pharmacology and medicine. Bone Miner. 1992; 16: 162-165.

56 - Nielsen HK, Laurberg P, Brixen K, Mosekilde L. Relations between diurnal variations in serum osteocalcin, cortisol, parathyroid hormone and ionized calcium in normal individuals. Acta Endocrinol. (copenh.) 1991; 124: 391-398.

57 - O’Brien JR, Shoobigde SM Finch WJ. Comparison of the effect of heparin and citrate on platelet aggregation. J. Clin. Path. 1969 22: 28-31.

58 - OSLON PR, COX C, MC CULLOUGH J. Laboratory and clinical effects of the infusion of ACD solution during plateletpheresis. Vox Sang 1977;33:79-87.

59 – Perkins HA, Snyder M, Thacher C, Rolfs MR. Calcium ion activity during rapid exchange. Transfusion 1971; 11: 204-212.

60 - Portale AA, Lonergan ET, Tanney DM, Halloran BP. Aging alters calcium regulation of serum concentration of parathyroid in healthy men. Am j. Physiol. 1997; 272: E139-E146.

61 - Potts JT jr. Kronenberg HM, Rosenblatt M. Parathyroid hormone: chemistry, biosynthesis, and mode of action. Adv. Protein Chem. 1992; 35: 323-396.

62 - Ramirez JA, Goodman W, Gornbein J, et al. Direct in vivo comparasion of calcium-regulated parathyroid hormone secretion in normal volunteers and patients with secondary hyperparathyroidism. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1993; 76: 1489-1494.

63 - Samuels MH, Veldhuis J, Cawlwy C, et al. Pulsatile secretion of parathyroid hormone in normal young subjects: assessment by deconvolution analysis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1993; 77: 399-403.

64 - Schmitt CP, Schaefer F, Bruch A, et al. Control of pulsatile and ionic parathyroid hormone secretion by ionized calcium. J. Clin. Endocrinol. Metabol. 1996; 81: 4236-4243.

65 - Schmitt CP, Schaefer F, Huer D, et als. 1,25 (OH)2 Vitamin D3 reduces spontaneous and hypocalcemia-stimulated pulsatile component. J. Am. Soc. Nephrol. 1998; 9: 54-62.

66 - Schwarz P, Sorensen HA, Transbol I, McNair P. Induced hypocalcemia controlled by a citrate Clamp techinque and the intact parathyroid hormone response obtained. Scand. J. Clin. Lab. Insvest. 1990; 50: 891-897.

67 - Schwarz P, Sorensen HA, Momsen G et al. Hypocalcemia and parathyroid hormone responsiveness in diabetes mellitus: a tri-sodium-citrate clamp study. Acta Endocrinol. 1992; 126: 260-3.

68 - Schwarz P, Sorensen HA, Transbol I, McNair P. Regulation of acute parathyroid hormone release in normal humans: combined calcium and citrate Clamp study. Am. J. Physiol. 1992; 26: E195-E198.

69 - Schwarz P, Sorensen HA, McNair P, Transbol I. Cira-clamp techine: a method for quantifying parathyroid hormone secretion: a sequential citrate and calcium Clamp study. Euro J. Clin. Invest. 1993; 23: 546-553.

70 - Schwarz P. Dose response dependency in regulation of acute PTH (1-84) release and supression in normal humans: a citrate and calcium infusion study. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1993; 53: 601-605.

71 - Schwarz P, Sorensen HA, Transbol I. Inter-relations between the calcium set-points of Parfilt and Brown in primary hyperparathyroidism: a sequential citrate and Clamp study. Euro J. Clin. Invest. 1994; 24: 553-558.

72 - Simon TL Plateletpheresis (In: Rossi E, Simon TL, Moss GS, Gould SA., eds. Principles of Transfusion medicine. 2nd ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1996: 547-550).

73 - Strauss RG. Mechanisms of adverse effects during hemapheresis. J. Clin. Apheresis 1996; 11: 160-164.

74 - Sutton DMC, Nair RC, Rock G, and The Canadian Apheresis Study Group. Complications of plasma exchange. Transfusion 1989; 29: 124-127.

75 - Szymanski IO. Ionized calcium during plateletpheresis. Transfusion 1978;18: 701-707.

76 - Toffaletti J. Changes in protein-bound, complex-bound, and ionized calcium related to parathyroid hormone levels in healthy donors during plateletpheresis. Transfusion 1983;23:472-475.

77 - Toffaletti J, Blosser N, Kirvan K. Effects of storage temperature ant time before centrifugation on ionized calcium in blood collected in plain vacutainer tubes and silicone separator (SST) tubes. Clin. Chem. 1984; 30: 553-556.

78 - Toffaletti J, Nissenson R, Condres D et als. Influence of continuous infusion of citrate on responses of immunoreactive reactive parathyroid hormone, calcium and magnesium components, and other electrolytes in normal adults during plateletapheresis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1985; 60: 874-879.

79 - Weil R. Sodium citrate in the Transfusion of blood. Jama 1915, 64: 425-426.

80 - Weinstein R. Prevention of citrate reactions during therapeutic plasma exchange by constant infusion of calcium gluconate with return fluid. J. Clin. Apheresis 1996; 204: 204-210.

81 - Word Apheresis Association Therapeutic Apheresis. In VII International Congress. Therapeutic Apheresis Synposium. São Paulo – 1998.

· ANEXO I

[image: image5.emf]

· ANEXO II

[image: image6.emf]
· ANEXO III

	
	Cit-mg/Kg/m

	1
	0,50

	2
	0,57

	3
	0,70

	4
	0,54

	5
	0,63

	6
	0,51

	7
	0,66

	8
	0,52

	9
	0,60

	10
	0,57

	11
	0,51

	12
	0,74

	13
	0,68

	14
	0,58

	15
	0,47

	16
	0,45

	17
	0,44

	18
	0,55

	19
	0,37

	20
	0,45

	21
	0,66

	22
	0,52

	23
	0,47

	24
	0,46

	25
	0,56


· Anexo IV – Valores Individuais das Variáveis Analisadas no Estudo

	
	D-Ca2+
	· D-Cat
	D-PTH
	D-Mg
	D-P
	D-prot
	D-Alb

	1
	-0,08
	-0,1
	5,3
	0,3
	-0,3
	-0,50
	-0,4

	2
	-0,09
	1,4
	67
	0,0
	0,6
	0,80
	0,7

	3
	-0,16
	-1,0
	72,2
	-0,2
	0,1
	-0,80
	-0,7

	4
	-0,29
	-0,7
	66,5
	-0,1
	-1,2
	-1,20
	-0,8

	5
	-0,08
	-0,2
	2,3
	0,0
	-0,2
	0,20
	-0,3

	6
	-0,08
	-0,5
	71,6
	0,1
	-1,3
	-0,60
	-0,6

	7
	-0,06
	-0,2
	96,5
	0,0
	0,0
	-0,50
	-0,6

	8
	-0,26
	-0,8
	100,8
	-0,3
	-0,6
	-0,90
	-0,9

	9
	-0,18
	-0,1
	34,4
	0,0
	-0,3
	-0,50
	-0,3

	10
	-0,04
	-0,6
	24,1
	-0,1
	-0,7
	-0,80
	-0,6

	11
	-0,03
	-0,4
	105,8
	-0,1
	-0,3
	-1,10
	-0,9

	12
	-0,14
	-0,3
	196,6
	0,2
	-0,7
	-0,80
	-0,5

	13
	-0,13
	-0,6
	165,7
	0,1
	-0,5
	-0,80
	-0,8

	14
	-0,04
	-0,7
	93
	-0,2
	-0,6
	-1,20
	-0,9

	15
	-0,04
	-0,8
	19,9
	0,2
	-0,9
	-0,70
	-0,6

	16
	0,00
	-0,5
	105,5
	-0,1
	-0,4
	-0,70
	-0,6

	17
	-0,13
	-1,4
	111,7
	-0,1
	-0,4
	-1,30
	-0,7

	18
	-0,20
	-0,8
	58,7
	0,0
	-0,5
	-0,80
	-0,8

	19
	-0,09
	-0,7
	31,3
	-0,4
	0,3
	-1,10
	-0,6

	20
	-0,49
	-0,3
	89,6
	0,3
	-0,3
	-0,50
	-0,4

	21
	-0,18
	-0,7
	149,4
	-0,1
	-0,3
	-1,00
	-0,8

	22
	-0,04
	-0,8
	37,9
	0,0
	-0,6
	-1,00
	-0,5

	23
	-0,39
	-0,9
	31,6
	-0,1
	-0,3
	-0,90
	-0,6

	24
	-0,08
	-0,3
	47
	0,0
	0,2
	-1,00
	-0,5

	25
	-0,05
	-0,1
	16,8
	0,1
	0,1
	0,00
	0,1

	
	
	
	
	
	
	
	

	Pré e pós citrato (p) 
	0,0001
	0,024
	0,0001
	0,77
	0,04
	0,0001
	0,0001

	
	
	
	
	
	
	
	

	Correlação PTH 
	r=  0,13

    p=ns
	r=-0,14 p=ns
	r=0,22 p=ns
	r=-0,01 p=ns
	r=0.10 p=ns
	r=-0,28 p=ns
	r=-0,33 p=ns

	Correlação  cit/mg/kg/min
	r=0,03

p=0.89
	 r=0,18

 p=0,4   
	r=0,44

p=0,03
	
	
	
	


M = média; DP= desvio padrão; ns= não significativo.

ANEXO V - Teste T “Student” Não Pareado (Grupo Controle Ca2+ x Doadores na Etapa 0 Ca2+)

	Valor de P
	0.6210

	Intervalo de Confiança 95%
	-0.02192 a 0.03632

	R quadrado
	0.005133


ANEXO VI - Teste T “Student” Não Pareado (Grupo Controle PTH x Doadores na Etapa 0)

	Valor de P
	0.1849

	Intervalo de Confiança 95%
	-12.82 a 2.549

	R quadrado
	0.03632


ANEXO VII - Teste T “Student” Pareado - Cálcio Iônico

	Valor de P
	< 0.0001

	Intervalo de Confiança 95%
	0.07594 a 0.1793

	R quadrado
	0.5199


ANEXO VIII - Teste T Student Pareado - Paratormônio

	Valor de P
	< 0.0001

	Intervalo de Confiança 95%
	-92.76 a -51.34

	R quadrado
	0.6824


ANEXO IX - Correlação Linear de Pearson (Ca2+ x PTH)

	r Pearson
	-0.1521

	Intervalo de Confiança 95%
	0.5163 a 0.2587

	R quadrado
	0.02312



