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RESUMO

Introducédo: A doacdo de plaquetas por aférese € um método de coleta que vem
aumentando em relevancia. Sabe-se que esta técnica apresenta inimeras vantagens
em comparacao a doacdo de sangue total. Observamos que ha uma preocupacao na
gualidade dos hemocomponentes enviados ao paciente, no entanto, ndo se
observam muitas pesquisas em busca do cuidado com o doador. Orgdos como o
Food and Drug Administration (FDA) ja publicaram normas mais restritivas em
relacdo a doacdo de plaguetas por aférese, pois pesquisas apontaram uma
diminuicdo de algumas células e proteinas do sistema imunologico em doadores de
repeticao.

Objetivos: Analisar doadores de plaguetas de repeticdo quanto a parametros
hematimétricos e quantificacdo de subpopulacdes linfocitarias comparando-0os com
um grupo controle composto por doadores de sangue total que ndo doam ha no
minimo um ano ou doando pela primeira vez e, ainda avaliar se a frequéncia de
doacdes, o tempo de procedimento e o numero de plaquetas doadas influenciam na
contagem de leucdcitos totais e nas subpopulagdes de linfocitos.

Metodologia: Foram analisados 88 individuos em um estudo caso-controle, sendo
gue o grupo controle (CO) incluido foi de doadores de sangue total que haviam
doado pela primeira vez ou haviam doado sangue total ha mais de um ano. Os casos
(CA) incluidos foram os doadores de repeticdo de plaquetaférese (quatro ou mais
doacdes no ultimo ano). O pareamento foi feito por sexo e idade. As amostras de
sangue periférico foram coletadas em tubos contendo EDTA e analisadas em até 6
horas por citometria de fluxo, através da utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-
CD3, CD4, CD8, HLADR, CD19 e CD56.

Resultados: Foram avaliados 44 pares de doadores (caso vs controle). Destes,
81,8% eram homens, a média de idade dos grupos foi de 46 +13 anos nos casos e
47 +11 nos controles. Comparando os dois grupos, observou-se diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) na média de quantificacdo de leucdcitos
absolutos CA= 6476,6/uL vs CO=7115,4/uL (p=0,017), na média de linfocitos
absolutos CA= 1862,6/uL vs CO= 2239,2/uL (p=0,007) e nos marcadores:
CD3+/CD8+ (absoluto) CA= 437/uL vs CO= 597/uL (p=0,01), CD3+/CD4+(%) CA=
47,3/uL vs CO= 42,77/uL (p=0,007).



Conclusdes: Neste estudo foi possivel observar que ha uma diminuicdo em algumas
células linfoides dos doadores de repeticdo em relacdo aos doadores convencionais,
no entanto essa diferenca ndo tem relevancia clinica, demonstrando que o0s
intervalos de doacdes que estes doadores estdo sendo submetidos é adequado. A
contagem de plaguetas dos doadores de repeticdo se mantiveram no decorrer do
ano, este dado nos auxilia para mantermos um banco de dados de doadores de
repeticdo com uma quantificacdo de plaquetas adequada, podendo ser convocado

sem risco de ser blogueado por contagem inferior ao preconizado.
Palavras-Chaves: apheresis, blood platelet, blood donation, lymphocyte

immunophenotyping, flow cytometry.



ABSTRACT

Introduction: The donation of platelets by apheresis as a collection method has
lately grown in relevance. This technique presents several advantages when
compared to total blood donation. We understand there is a concern about the quality
of the hemocomponents that are administered to the patients; however, there are not
many researches concerned with caring for the donor. Entities such as the Food and
Drug Administration (FDA) have published more restricting regulations regarding the
donation of platelets by apheresis, since researches indicate a decrease in some cells
and proteins present in the immunological systems of repeat donors.

Objectives: To analyze repeat donors of platelets with regards to hematimetric
parameters and quantification of lymphocyte sub-populations by comparing them with
a control group consisting of total blood donors that have not donated blood for the
past year at least or that are donating for the first time. Additionally, to evaluate if the
frequency of donations, the duration of the procedure, and the donated platelet
counts influence in the total leukocyte counts and in the sub-populations of
lymphocytes.

Methodology: We analyzed 88 individuals in a control case study. The control group
(CG) consisted of total blood donors in their first donation or that had donated for the
last time more than a year before. The cases (CA) included were the repeat donors
by platelet apheresis (four or more donations in the past year). We matched the
individuals by gender and age. Peripheral blood samples were collected in tubes
containing EDTA and analyzed up until 6 hours later by flow cytometry, through
monoclonal antibodies anti-CD3, CD4, CD8, HLADR, CD19, and CD56.

Results: 44 pairs of donor were evaluated (case vs control). Among them, 81.8%
were men, the average age of the groups was 46 (x13) years in the cases and 47
(x11) in the controls. When comparing the two groups, we observed a statistically
significant difference (p<0,05) in the average of the quantification of absolute
leukocytes CA= 6476.6/uL vs CG=7115.4/uL (p=0.017), in the average of absolute
lymphocytes CA= 1862.6/uL vs CG= 2239.2/uL (p=0.007), and in the markers:
CD3+/CD8+ (absolute) CA= 437/uL vs CG= 597/uL (p=0,01), CD3+/CD4+(%)
47.3/uL vs CG= 42.77/uL (p=0.007).

Conclusions: We were able to note in this study that there is a significant decrease



in some lymphoid cells of repeat donors when compared to conventional donors. This
difference, however, is not clinically relevant, which demonstrates that the donation
intervals to which the donors are subject are appropriate. Platelet numbers of repeat
donors remained the same throughout the year. This piece of data helps us keep a
database of repeat donors with an adequate platelet number. These donors can be
called for without risking of their being blocked in the screening for a number lower

than the recommended.

Key-words: apheresis, blood platelet, blood donation, lymphocyte

immunophenotyping, flow cytometry.



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 1.

LISTA DE FIGURAS

Estratégia para localizagcéo e selecionar as informacoes .............cccc....... 19

Separacdo dos hemocomponentes por aférese .........cccccvvevevvvvvvicceneennn. 25

Parametros morfoldgicos relativos a dispersdo da luz...............ccccceeeeennnnn. 27
Subpopulacdes de acordo com FSC/SSC ........ccoeiieiiiiiiiiieeeeeee e, 28
Selecéo de gate das células CD45 poSItivas ..........ccevvvvvivviiiiiiiinieeeeeeeeee, 29
Localizacéo da proteina transmebrana CD3...............cco oo, 30
Transducao de sinais da molécula CD3 ap0s ligacdo do TCR ao peptideo
=T a1 ({0 =7 o 1o o RPN 31
Vias de processamento e apresentacao de antigenos...........cccceeeeevevvnnnnn. 32
Representacdo esquematica do complexo co-receptor das células B....... 33
ESquema marco tEOFICO........cooii ittt 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Riscos Associados a Transfuséo de Plaquetas nos Estados Unidos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APCs Células apresentadoras de antigenos

BCR Receptor de célula B

CD Cluster of differentiation

EDQM European Directorate for The Quality of Medicines and HealthCare
FDA Food and Drug Administration

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FSC Forward scatter

VHB Virus da hepatite B

VHC Virus da hepatite C

VHC Hepatite C virus

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

HLA Antigeno leucocitario humano

HLA-Is Antigeno leucocitario humano | solavel

HPA Antigeno plaguetario humano

IP Inativacao de patdégenos

MHC Complexo maior de histocompatibilidade

NHSBT National Health Service Blood and Transplant

NK Natural killer

OMS Organiza¢do Mundial da Saude

PQF Plaquetas por aférese ou plaquetaférese

RE Reticulo endoplasmatico

SaBTO Safety of Blood, Tissues and Organs

SSC Side scatter

ST Sangue total

TAP Transportador associado ao processamento do antigeno
TCPH Transplante de células progenitoras hematopoiéticas
TCR Receptor de célula T

TNK T natural killer

TRALI Transfusion Related Acute lung Injury

vCJD Variante da doenca de Creutzfeldt-Jakob



SUMARIO

L. INTRODUGAO ...ttt tttttee ettt e e ettt e e e ettt e e ettt e e e e st e e e e st e e e ensbeeeeesnteeeeeanneeeaeannnneeeeanns 16
2. REVISAO DA LITERATURA . ....cttetttttteaaitteeaeanttetaeaanteeeeaantaeeaeaseseeesanteeeeeannsseeessnseeeeeanes 18
2.1. Estratégias para Localizacdo e Selecionar as Informacoes........c......cceeeeens 18
2.2. TransfusS80 de PlagUetas ........cooouviiiiiiiiie e e e 20
2.3, ATBIESE .. 21
2.4, PlaqUetali@reSe. .. oo 22

2.4.1. Legislagc0es €m AfEIreSE ........ccoiiiiiiieeiiie e 23
2.5. A lImporténcia de um Doador de REepPetiGa0..........cceevviiieeeiiiiiiiiiiii e, 24

2.6. Imunossupressao na Doacdo de Plaguetaférese — Possivel Mecanismo ... 25

2.7. IMUNOTENOTIPAGEIM .ottt e e e e e 26

2.7.1. Andlise de Subpopulacdes LInfOCIHArias ...........ccceeeevviiiiiiieeiiiiiiie e, 28
3. MARCO TEORICO ..cuiteieeeiuiteee e ettt e e e sttt e e s st e e e e sttt e e e s bbb e e e e an bt e e e e nbb e e e s enbbeeeennnnneaens 34
A, JUSTIFICATIVAS ...ttt t e et et e et et e e e e e et e e e e e e e e nea e e e ean s 35
T2 N1 =5 1Y 0 TR PRPPRPRURS 36
5.1. ODJEtiVO PrIMANTO ..oevviiiiiiiiiiiee ettt e 36
5.2. ODjetivoSs SECUNUAIIOS .uvuuiiiiiieiiie et e e e e eanans 36
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA REVISAO ..ottt 37
A N2 4 T To TSRO 42
8. CONSIDERAGOES FINAIS ...uitueetieeeteeeteeataeeateesaaeeetaeeaneeaaeeanaeaneeanaeesnaesnneesnaeananes 53

9. PERSPECTIVAS FUTURAS ...ttt ittt ettt ettt e et e st e st e st s e et s e et e e et e e et e et s e et e e et e eannaannaees 54



16

1. INTRODUCAO

7

A doacdo de plaquetas por aférese é um método de coleta que apresenta
vantagens em comparacdo a doacdo de sangue total. Em relacdo ao tipo de
obtencédo do concentrado de plaguetas, se compararmos com a doagao de sangue
total, a coleta por aférese ndo precisa ser processada para ser obtida, pois o préprio
equipamento seleciona o hemocomponente de interesse, devolvendo o0s outros
componentes ao doador e com isso possibilitando que seja coletada uma maior

concentracdo de plaquetas.

Os pacientes se expbem a menos doadores para que possa receber uma
concentracdo de plaquetas adequada, tendo em vista que para obtermos a mesma
concentracdo de uma coleta simples de plaquetaférese de um Unico doador, teremos
gue coletar e processar até seis unidades de sangue total coletados de doadores
diferentes. O seja, € possivel reduzir em até seis vezes a exposi¢cao do receptor a

diferentes doadores.

Apesar de o Brasil estar aumentando a qualidade dos hemocomponentes
enviados para pacientes que necessitam de transfusdo, ndo se observa o mesmo
cuidado com o doador, ndo sendo observado artigos que abortem esse assunto.
Orgaos internacionais como o Food and Drug Administration (FDA) ja publicaram
normas mais restritivas em relacédo a doacao de plaquetas por aférese, pois algumas
pesquisas apontaram problemas em relagdo ao sistema imunolégico e quantidade de

plaguetas em doadores de repeticdo de plaguetaférese.

Apoés revisdo de literatura, podemos observar que poucos trabalhos foram
realizados para analisar os efeitos das doacdes de repeticdo sobre o sistema imune
e plaquetéario destes individuos, sendo que, estes trabalhos foram gradativamente

diminuindo conforme as restricbes foram aumentando por parte do FDA. O ultimo
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trabalho encontrado foi publicado em 2006, um ano apOs as Ultimas restricoes
publicadas. No Brasil ndo encontramos nenhum trabalho que abordasse este

assunto.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para Localizagcdo e Selecionar as Informacdes

Esta revisdo da literatura esta focada na importancia da coleta de plaquetas
pelo equipamento de aférese e, principalmente, na relevancia de investigarmos se
nossos doadores estdo sendo bem assistidos, no que tange a regularidade de
doacles, tendo em vista que ha literaturas cientificas que apontam para alteracoes
no sistema imune e plaquetario dos individuos que doam com maior regularidade. A
estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: LILACS e SciELO,
PubMed, no periodo de 1980 a 2016. Foram realizadas buscas através dos termos
“apheresis”, “blood platelet”, “blood donation”, “T-limphocyte subset”, “B-limphocyte

subset”, “Killer cells, natural”, “flow cytometry” e suas combinacoes.
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Figura 1. Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam os
objetivos deste estudo. Este é o resultado da busca da combinac¢do das palavras-chave. Fonte:

elaborado pela Autora (2016).
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2.2. Transfuséo de Plaquetas

As plaquetas representam uma parte crucial da homeostase de organismos
vivos, contribuindo de forma importante para a manutencao da integridade vascular.
Sao capazes de responder rapidamente a uma lesdo, sendo assim, pacientes com
baixos niveis de plaquetas circulantes estdo em risco aumentado de hemorragia®. A
existéncia de plaquetas e a sua possivel contribuicdo para a hemostasia foi descrita
na década de 1870, mas foi apenas em 1910 que foi possivel observar que a
transfusdo de plaquetas poderia reverter o0 risco de sangramento em pacientes

trombocitopénicos?.

Atualmente, uma grande proporcdo de plaquetas sao transfundidas
profilaticamente para reduzir o risco de hemorragia espontanea em pacientes que
estdo trombocitopénicos apds terapia citotdxica ou transplante de células
progenitoras hematopoiéticas (TCPH)?3. Ao contrario de outros componentes do
sangue, plaquetas devem ser armazenadas a temperatura ambiente, o que limita o
tempo de armazenamento para apenas 5 dias por causa do risco de crescimento
bacteriano durante o armazenamento. Este tempo curto dificulta a manutencdo do

estoque e o controle para evitar o desperdicio deste componente?.

Transfusdo de plaguetas esta associada a varios riscos para o receptor
(Tabela 1), incluindo reacdes alérgica e febril ndo hemolitica®. Sepse causada por
uma unidade de plaquetas contaminada por bactérias representa a mais frequente

complicacéo infecciosa se comparado com qualquer outro produto sanguineo®.
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Tabela 1: Riscos associados a transfusdo de plaquetas nos Estados Unidos

Evento Adverso Risco aproximado por transfuséo de

plaquetas
Reacao Febril 1/14
Reacéo Alérgica 1/50
Sepse Bacteriana 1/75.500
TRALI 1/138.000
Infecgao por HBV 1/2.652.580
Infeccéo por HCV 1/3.315.729
Infeccao por HIV 0al/1.461.888

TRALI = Transfusion Related Acute Lung Injury; VHB = virus da hepatite B; VHC = virus da
hepatite C; HIV = human immunodeficiency virus (adaptado)®
As plaquetas expressam antigenos que podem influenciar na sobrevivéncia e
na contagem das plaquetas pos-transfusdo; estes incluem o sistema ABO, o
antigeno leucocitario humano (HLA) da Classe | (A e B) e o antigeno plaquetario
humano (HPA), que sdo responsaveis por causar refratariedade plaquetaria’.
Embora maioria dos casos de refratariedade tenha sido atribuida a fatores néo
imunolégicos, causas imunes envolvendo aloimunizacdo contra HLA e HPA apés a

exposicao através de transfusdo, gravidez ou transplante, também estéo envolvidas?®.

Em qualquer situacdo em que a transfusdo de plaquetas esta sendo
considerada, estes riscos devem ser ponderados com 0s potenciais beneficios

clinicos.

2.3. Aférese

Aférese é um termo utilizado para designar um procedimento automatizado
de coleta de componentes do sangue. E derivado da palavra grega aphairos, que
significa "tirar". A técnica de centrifugacéo foi desenvolvida no século 19 e inicio do
século 20. Na década de 70, varias tecnologias foram desenvolvidas para a

separacdo dos componentes do sangue de doadores e pacientes®.
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Assim, a aférese representa um progresso consideravel na automacdo e
padronizacdo de produtos do sangue, permitindo a coleta, separacdo e
leucorreducdo do hemocomponente concomitantemente!’. E, as vantagens desta
técnica sdo: a padronizagdo, a reducdo de etapas de preparacdo, o controle da

unidade coletada e a reducéao do risco transfusional (doador Unico).

2.4. Plaquetaférese

A coleta de plaquetas por aférese ou plaquetaférese (PQF) € usada para obter
plaquetas de doadores voluntarios, de reposi¢cdo, ou de doadores com fenotipos
especificos do HLA e do HPA®!! . Este procedimento destina-se a recolher um
grande numero de plaquetas a partir de um Unico individuo, proporcionando assim
uma maior quantidade de plaquetas quando comparada a doacdo de sangue total
(convencional) e diminuindo, consequentemente, a exposicdo dos pacientes a

multiplos doadores®!2.

O uso de equipamentos de aférese para coleta de hemocomponentes tem
aumentado rapidamente nos Ultimos anos e o0 avango tecnolégico nestes
equipamentos melhorou a produtividade e a qualidade da coleta de plaquetas por

aféresels,

Uma coleta simples de plaguetaférese equivale a 3,0x10'! de plaquetas por
unidade!?, isso representa entre 4 a 6 unidades de concentrado de plaguetas obtidas
de sangue total (ST)°, em uma coleta dupla a contagem de plaquetas deve ser igual

ou superior a 6,0x10% .14

Nos Estados Unidos, o uso de plaquetas por aférese tem aumentado ao longo
dos ultimos 25 anos. Em 2009, estimava-se que 86% das doses terapéuticas de
plaguetas transfundidas nos Estados Unidos eram de PQF'%, e no Ultimo relatério
publicado em 2013 pelo Department of Health and Human Services - USA, houve um
aumento de 11,9% nas transfusGes deste hemocomponente . Na Alemanha,
Vamvakas E.C. e Hitzler W.E., publicaram em 2013 um artigo que analisou um
modelo matematico que apresentou um aumento no risco de transmissao de virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite C (HCV), virus da hepatite B

(HBV), se comparado transfuséo de Pool de plaquetas de quatro doadores (buffy-
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coat) com uma doacdo de aférese. Esse risco, segundo o estudo, seria
proporcionalmente o mesmo de transmissdo de HIV 1 e HCV antes da triagem por
RNA ser implantada. Por estes motivos, eles sugerem que se faga uma transi¢cao

para utilizacdo de 100% de plaquetas por aférese *’.

No ano de 2013, foi publicado pela European Directorate for The Quality of
Medicines and HealthCare (EDQM) o Relatério “The collection, testing and use of
blood and blood components in Europe”, que apontou uma tendéncia dos paises em
aumentarem as plaquetas por aféreses. Cerca de 31% dos paises aumentaram em
mais de 50% esta producdo 8. Uma das possiveis causas desse aumento foram as
discussbes sobre seguranca do sangue em relacdo a variante da doenca de
Creutzfeldt-Jakob (vCJD), criando programas para aumentar a utilizacdo de

plaquetas por aférese a fim de reduzir a exposicdo dos pacientes®®.

No ano seguinte, observou-se uma forte tendéncia a diminuicdo de coletas de
plaquetas por aférese devido ao aumento do uso da inativacdo de patdgenos (IP),
com consequente diminuicdo dos riscos aos virus emergentes, e da utilizacdo de
solucéo aditiva, fazendo com que a validade das plaquetas passe de cinco para sete
dias, facilitando a manutencdo do estoque. O Advisory Committee on the Safety of
Blood, Tissues and Organs (SaBTO) publicou um relatério demonstrando uma
tendéncia a diminuicdo do uso de aférese (em 80%) com a implantacédo da utilizacéo
da tecnologia de IP'°. Este ano no Simpdsio Europeu para otimizar a utilizacdo dos
fatores de coagulacao e plaquetas a National Health Service Blood and Transplant
(NHSBT) langou um planejamento de oferta e demanda de hemocomponentes,
aonde eles pretendem reduzir em 40% as doac¢les de aférese e apos revisdo, reduzir
60%, se valendo da IP e do uso de solugdo aditiva que aumenta a validade das
plaguetas para sete dias?®®. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
aprovou em margo desse ano a utilizagéo de IP, no entanto a solugao aditiva ainda

nao obteve aprovacédo deste 6rgao.

2.4.1. Legislacdes em Aférese

No Brasil, a legislagédo estabelece alguns parametros para doacao de aférese,
como uma contagem inicial minima de 150 x 102 plaquetas/uL e o intervalo minimo

entre duas plaquetaféreses de um doador sendo de 48 (quarenta e oito) horas,
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podendo um mesmo doador realizar doac¢des, no maximo, 4 (quatro) vezes por més e
24 (vinte e quatro) vezes por ano?4 . No entanto, ndo se observa uma
determinacdo especifica sobre a quantidade de plaquetas coletadas durante o

procedimento.

Em 1988, o FDA publicou o “Guideline for Industry and FDA Review Staff
Collection of Platelets by Automated Methods” onde a frequéncia de doagdes de PQF
nao deveria ultrapassar 24 vezes em um ano, pois a magnitude de potenciais riscos,

como a perda de leucécitos ainda ndo estava clara??.

Em 2005, um dos itens que foi abordado neste documento € que o intervalo de
doacdes deve ser proporcional ao numero final de plaquetas coletadas. Entéo, se o
doador fizer uma coleta dupla (6,0x10**/unidade) deve haver um intervalo minimo de
7 (sete) dias, ou se for tripla (9,0x10*/unidade) 14 (quatorze) dias seria o intervalo

minimo para doar novamente?3,

2.5. A Importancia de um Doador de Repeticdo

Os avancos técnico-cientificos da area meédica, somados ao consequente
envelhecimento da populacdo vém aumentando naturalmente a demanda de
transfusbes de sangue e, consequentemente, a preocupagdo pela escassez de
doadores?*?5, Nos Ultimos anos houve uma forte tendéncia em se distribuir material
explicativo aos candidatos a doacédo, apresentando o que seria a doa¢ao voluntaria e
de repeticdo, quais as implicacdes para o paciente durante o ato transfusional e por
gue € necessario que o doador esteja em condicdes ideais de saude para doar o seu

sangue.?®

No Brasil, apenas 1,9% da populacdo brasileira é doadora de sangue?®,
sendo que o indice adequado de coleta é de 3%?’. Diante desses dados é
fundamental para servicos de hemoterapia fidelizar seus doadores para manter o
estoque, além de ser possivel acompanhar o estado de satde do doador?®. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na Declaracdo de Melbourne, a
disponibilidade de sangue seguro € possivel através de doacédo voluntaria, regular e

nao remunerada?®.
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2.6. Imunossupressao na Doacéo de Plaquetaférese — Possivel Mecanismo

Durante a doacéo de plaquetaférese o que ocorre é que por centrifugacéo os

hemocomponentes vao sendo divididos e separados conforme figura 1:

Separacado dos hemocomponentes por aférese

Figura 2. O sangue total entra na centrifuga (1) e separa o plasma (2), os leucécitos (3), e os
eritrécitos (4). Componentes vao subindo pela forga da centrifugacao (5) e um sensor identifica onde

inicia e termina a camada de plaquetas (imagem adaptada)®°.

Logo apos a centrifugacdo (aférese de fluxo intermitente), ou
concomitantemente (aférese de fluxo continuo) as fragbes do sangue que nao serdo

coletadas sao reinfundidas no doador.

A camada onde se encontra a maior concentracao de plaquetas chama-se
camada leucoplaquetaria®!, ou seja, além das plaguetas uma parte dos leucécitos do
doador também séo separados durante a centrifugacdo para serem retirados e ndo
sdo mais reinfundidos. Aproximadamente 30 por cento dos linfocitos circulantes

totais, sdo removidos durante cada procedimento de plaquetaférese.

Os critérios restritivos para doacdo de PQF foram discutidos por Strauss
R.G, e a preocupacdo era de que, sem levar em consideracdo o numero de
plaguetas coletadas, poderia ocorrer imunossupressédo resultante da perda de
leucdcitos, sobretudo os linfécitos (que se encontram nas camadas mais externas do

buffy coat e mais contiguos as plaguetas), durante o procedimento3,
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Outro mecanismo possivel é a ja relatada imunomodulagéo por HLA-I soluvel
(HLA-Is), onde durante a centrifugacédo, moléculas de HLA-Is sdo adsorvidas pelos
polimeros de plastico do Kit de aférese®*. Os linfécitos T do doador que passam por
essas moléculas durante o procedimento podem se ligar e se ativar3>36; apés uma
guantidade adequada de células T ativadas comeca a ocorrer uma cascata de

processos até a morte celular induzida pela ativagao®>37,

Entre os anos de 1981 e 1994 observaram-se trabalhos que relatavam uma
diminuicdo das células e proteinas do sistema imune nos doadores de repeticdo de
aférese’®40, Senhauser D.A e col. relataram em seu estudo que encontraram
diferencas significativas nos doadores de aférese quando comparados com seus
controles, como uma média 23 (vinte e trés) por cento menor na contagem absoluta
de linfécitos (p < 0,01), média de contagem de células T 25 (vinte e cinco) por cento
menor (p < 0,01) e a média de células B 46 (quarenta e seis) por cento menor (p <
0,001). Além disso, foi encontrado uma média 27 (vinte e sete) por cento menor de
gamaglobulina (p < 0,01), e niveis de IgG 14 (quatorze) por cento menor (p < 0,05)

nos dadores de aférese, quando comparado com o grupo controle*°,

Apdés a implementacdo da orientacdo do FDA em 1988 observou-se uma
diminuicdo nos estudos que examinavam as alteracbes de quantificacdo de
leucocitos em doadores de PQF. Tendo em vista que em 2005 aumentaram as
restricbes, foi encontrado um artigo publicado em 2006, onde Katz L. e col.
acompanharam doadores de PQF simples e ndo encontraram diferenca clinicamente
significativas nas contagens de leucdcitos, sustentando que, esse aumento na
restricdo exigiria uma aumento de 20% na base de doadores para recuperar 0S
hemocomponentes que deixaram de ser coletados e que essas restricdes ndo seriam
necessarias* e em 2015 Ghio M. e col. relataram uma imonomodulcdo de curta

duracdo mediada por HLA-Is em doadores de plaguetas e plasma*?.

2.7. Imunofenotipagem

Técnicas de imunofenotipagem, como a citometria de fluxo revelam
informagbes relevantes ao diagnostico. Nos dltimos 10 anos houveram muitos
avancgos nesta técnica, tanto de instrumentacdo quanto de disponibilidade de uma

ampla gama de anticorpos e fluorocromos, melhorando a capacidade de identificar
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diferentes populacfes de células normais e reconhecer fenétipos aberrantes, mesmo
guando presentes em uma pequena porcéo das células analisadas®.

A citometria de fluxo mede certas propriedades das particulas, tais como
tamanho e complexidade, usando a luz. Quando se coloca um tubo com amostra no
citometro, o material vai até o local de injecdo de amostra numa corrente separada e
pressurizada. Chega na camara inferior do fluxo a uma pressao ligeiramente mais
elevada em relacdo ao fluido. A camara tem uma forma coOnica que cria uma
focalizacdo hidrodinamica, aonde as particulas da amostra numa corrente estavel
para cima, para prevenir a formacdo de pequenas bolhas. Dentro a célula de fluxo,
os feixes de laser interceptam a amostra, uma particula de cada vez. Quando uma
célula ou particula passa através de um raio laser focado, a luz espalhada e/ou
emitida € capatada por lentes de captacdo frontal e lateral. A dispercao frontal
(forward scatter — FSC) € proporcionalao tamanho da célula, enquanto a dispersao
lateral (side scatter — SSC) é usada para diferenciar populacdes celulares com base

em sua granularidade intraculular (Figura 2)*,

Parametros morfolégicos relativos a disperséo da luz

Laser ﬁ FSC
488nm — N —
% ¥

Figura 3. Os citometros de fluxo tém um ndmero de detectores diferentes que medem a alteracao
no feixe de luz & medida que a célula passa. Diferentes caracteristicas da célula podem ser
detectadas com base em determinados parémetros. A dispersao frontal (FSC) é detectada como
alteracdes a luz que passa relativamente diretamente através da célula (linhas pretas). O grau de
dispersao para a frente é proporcional a area ou tamanho da superficie da célula. A disperséo lateral
(SSC) é detectada como luz que se desvia significativamente da passagem reta através da célula
(linhas laranjadas). As cores diferentes do lazer na figura é para melhor visualizagédo, o feixe nédo

possui duas cores. Fonte: Elaborado pela autora, 2016.



28

Cada vez que uma célula passa através da célula de fluxo, mede-se o grau
de dispersdo para frente e para a dispersao lateral e é tracado um ponto,
representando a disperséao lateral contra a disperséao frontal.

Usando suas caracteristicas FSC/SSC, uma populacéo de células pode ser

dividida em subpopulacdes (Figura 3)

Subpopulag¢des de acordo com FSC/SSC
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Figura 4. Células rosas: linfocitos — células pequenas ( low FSC ) e com poucos granulos (low SSC);
células azuis: mondcitos — células grandes (high FSC) e com poucos granulos(low SSC); células
amarelas: neutrofilos — células grandes (high FSC) e com muitos granulos (high SSC). Fonte:

elaborado pela autora, 2016.

Os fluorocromos utilizados em citometria, sdo essencialmente compostos
fluorescentes que emitem radiacdo apOs a excitagdo. Por exemplo, quando o
isotiocianato de fluoresceina (FITC) é excitado pela luz de um comprimento de onda
de 495 nm (luz azul), emite luz a um comprimento de onda de 519 nm (luz verde)*4.

Os corantes fluorescentes podem ser conjugados com anticorpos
monoclonais que se ligam a proteinas caracteristicas de certos tipos de células. Isto
permite que as células sejam marcadas fluorescentemente de acordo com as

proteinas nas suas superficies*.

2.7.1. Anélise de Subpopulacgdes Linfocitarias

No sangue periférico humano é possivel identificar mais de cem tipos de
subpopulacdes de linfécitos com funcionalidades distintas e, cada um desses tipos

de células, sem duvida, tem um papel Unico na organizacao e eficicia da resposta do
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sistema imunol6gico®®. O inicio e término de uma resposta imune, seja celular ou
humoral, dependem da interacédo celular entre os subgrupos da série de linfécitos e
macrofagos. Um equilibrio entre células T auxiliares e T supressoras determina a
protecdo do hospedeiro contra a invasdo de tecidos ndo proprio, infeccdo e

neoplasia“®.

O cluster of differentiation (CD) sdo moléculas celulares que séo
reconhecidas pelos anticorpos monoclonais e que permitem a identificagdo de

propriedades bioquimicas de cada molécula e sua distribuicéo celular.

A populacdo de leucécitos é caracterizada, principalmente, pela presenca de
CD45, que é utilizado para diferenciar a populacdo de linfocitos das populagbes de
granuldcitos e mondcitos. Este marcador refere-se a uma proteina transmembrana
tirosina fosfatase que participa e regula importantes processos celulares, como ciclo

mitético, transformacgédo oncogénica, crescimento e diferenciacdo celular?’.

Na analise de imunofenotipagem, ap0s selecionar o gate com as células
positivas para CD45 (Figura 4)* é possivel separar as demais subpopulacdes,

utilizando-se outros marcadores.

Selecdo de gate das células CD45 positivas
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Figura 5. Exemplo de como foram selecionadas as células CD45 positivas, que apresentam pouca

granulosidade e grande intensidade de fluorescéncia para CD45. Fonte: elaborado pela autora, 2016
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7

O CD3 determina linhagem especifica de linfécitos T, € uma proteina
transmembrana que interage com o receptor de célula T (TCR - T cell receptor)
(Figura 5)%.

Localizacao da proteina transmebrana CD3

Meio intracelular

Meio extracelular

Figura 6. Proteina CD3 e sua localizag&o na membrana celular (adaptado)®°.

Apoés a ligacdo do TCR ao peptideo antigénico, o CD3 transmite sinais ao
interior da célula, sendo considerada uma molécula acessoéria, responsavel por um

dos sinais de ativacdo das células T (Figura 6)4951.



31

Transducdo de sinais da molécula CD3 ap6s ligacdo do TCR ao peptideo antigénico

Célula apresentadora de antigeno/1

Transducdo de
sinal

Figura 7. Onde MHC=Complexo maior de histocompatibilidade; TCR=Receptor de célula T.
Apesar de ser necesséario que mais de um TCR se ligue ao MHC, apenas um é mostrado para
simplificar o esquema, aonde as proteinas CD3 liga-se de modo n&do covalente as cadeias a e 8

do TCR para iniciar a transdugéo de sinais (adaptado)®..

As células CD3 positivas (CD3+) ainda podem se dividir entre CD4 positivas
(CD4+) que séo as células T auxiliares, CD8 positivas (CD8+) células T citotdxicas,
duplas positivas (CD4+CD8+) e duplas negativas (CD4-CD8-).5%:52,

O CD4 e o CD8 sdo moléculas correceptoras que se ligam ao MHC
juntamente com o TCR, a CD4 reconhece a molécula do MHC de classe Il e a CD8
reconhece a molécula de classe 1°?4°, As moléculas do MHC de classe | sdo
responsaveis por apresentar antigenos proteicos presentes no citoplasma da célula,
por sua vez, 0s antigenos proteicos que estdo no meio extracelular, sdo englobados
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), confinados em visiculas
citoplasmaticas, transformados em peptideos e apresentados pelas moléculas do
MHC de classe Il (Figura 7)524951,
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Vias de processamento e apresentacéo de antigenos.

' Captagéo‘ 'Processamento' : Biossintese - Associacao
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Figura 8. Onde RE= Reticulo endoplasmético; TAP=Transportador associado ao processamento do
antigeno. Resumo da vias de processamento e apresentacdo de antigenos: Na via do MHC de
classe | (painel superior), os antigenos proteicos do citosol sédo processados por proteossomas, € 0s
peptideos séo processados até o RE, onde se ligam a moléculas MHC de calsse |. Na via do MHC de
classe Il (painel inferior), os antigenos proteicos extracelulares sofrem endocitose em vesiculas,

onde os antigenos sédo processados, e os peptideos ligam-se a moléculas do MHC de classe II.

O HLA-DR é um isotipo do MHC de classe II, é um dos responséaveis pela up
regulation (regulacdo positiva) dos leucdcitos, em conjunto com o CD3 sdo o0s

marcadores de células T ativadas®2-°3.

As células T natural killer (TNK)sdo assim denomidas por apresentarem
marcadores de células NK quanto de células T°* Estas células reconhecem
antigenos apresentados pela molécula CD1 e estao envolvidas no reconhecimento
de patégenos, imunidade tumoral e de doenca autoimune, além de um forte potencial

imunomodulador>423,

O CD 56 € uma proteina de superficie celular, utilizado como marcador tando
de TNK quanto de natural killer (NK), esta ultima sendo diferenciada por néo
apresentar o0 CD3%6. As células NK sao linfdcitos efetores do sistema imune inato que

controlam vérios tipos de tumores e infec¢cbes por limitar a sua propagacdo e
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subsequente dano tecidual®’. Além disso, também células reguladoras envolvidas em

interagGes com células dendriticas, macréfagos, células T e células endoteliais®®.

As células B fazem parte da imunidade humoral, sua principal funcdo é a
producédo de anticorpos policlonais responsaveis por bloguear infec¢des e eliminar os
microorganismos extracelulares. Seu principal marcador é o CD19%°. O complexo
CD19, CD81 e CD21 forma, juntamente com CD225, o complexo co-receptor das
células B, sendo que o CD19 é uma molécula transmembrana e sua parte intracelular
possui multiplos residuos de tirosina-quinase, para realizacdo da sinalizacéo,
diminuindo assim o limiar para ativacdo dependente receptor de célula B (BCR - B

cell receptor) 696162 (Figura 8).

Representacdo esquematica do complexo co-receptor das células B

Antigen

' @

C3d

Sinalizagdo dupla /

Figura 9. Representacao esquematica do complexo co-receptor de célula B, aonde o CD21 é capaz
de se ligar ao antigeno através do BCR, fazendo com que o CD19 faca a sinalizacdo de ativagdo em

conjunto com o BC Fonte: adaptado®?.



3. MARCO TEORICO

Doadores de Repeticdo de Plaquetaféerese

Doador se expbe mais que 0s
doadores de sangue total:
* Intervalo minimo de doagdo &
de 45hs;
* Tempo de doacdo € em média
4 yvezes maior;
# Coleta-se 30% mais leucocitos;
» O sangue do doador circula
pelo equipamento por
aproximadamente sete vezes.

Doador ja fidelizado, que apresenta
maior comprometimento com a doacio,
com isso auxiliando na manutengdo do
estoque de plaguetas

~

Qualidade do hemocomponente fornecido ao paciente
X
Cuidado com a saude do doador -possivel diminuic&o
das células do sistema imune

Figura 10. Esquema marco tedrico. Fonte: elaborado pela autora (2016).
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4. JUSTIFICATIVAS

Desde 2005 o FDA sugere que o intervalo de doagdes de PQF seja proporcional ao
namero de plaquetas doadas, tendo em vista que alguns trabalhos observaram uma reducao
na contagem de leucécitos e de plaquetas destes doadores. No Brasil, nossa legislacdo néo

contempla este item, o que pode estar expondo esta populacéo desnecessariamente.

A plaqueta é um hemocomponente de grande relevancia no tratamento de inUmeras
doencas, ter um numero adequado de doadores de repeticdo, junto a um controle adequado
do estoque auxilia a dar suporte a estes tratamentos. No entanto, para podermos contar com
esses doadores e ndo causarmos danos a sua saude, precisamos avaliar se a frequéncia de

doacfes a que 0s submetemos esta adequada.

Este trabalho visa quantificar os linfécitos e suas subpopulacdes para verificar se
existe efetivamente uma reducdo absoluta e relativa de sua contagem nos doadores de
aférese de repeticdo e se esta reducdo € significativa, além de verificar se a contagem de
plaguetas também diminui. Com isso, poderemos delimitar intervalos mais seguros de doacao

de plaquetas por aférese.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Primario

Avaliar se a frequéncia de doacdo de plaquetaférese influencia no sistema

imune dos doadores.
5.2. Objetivos Secundarios

e Analisar doadores de plaguetas de repeticAo quanto a parametros
hematimétricos e quantificacdo de subpopulacdes linfocitarias comparando-
0S com um grupo controle composto por doadores de sangue total que néo

doam h& no minimo um ano ou que doaram pela primeira vez;

e Avaliar se a frequéncia de doagbes, o tempo total de coleta, o volume
processado e o volume coletado influenciam na contagem de leucdcitos
totais e nas subpopula¢cbes de linfocitos através da quantificacdo de CD3,
CD4, CD8, HLADR, CD19 e CD56;

e Avaliar se a contagem de plaquetas se mantém nos doadores de repeticao e

comparar essas contagens entre eles;
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7. ARTIGO
Quantification of lymphocyte subpopulations in repeat platelet apheresis

donors: control case study

Abstract

Introduction: The donation of platelets by apheresis as a collection method has
lately grown in relevance. This technique presents several advantages when
compared to total blood donation. We understand there is a concern about the quality
of the hemocomponents that are administered to the patients; however, there are not
many researches concerned with caring for the donor. Entities such as the Food and
Drug Administration (FDA) have published more restricting regulations regarding the
donation of platelets by apheresis, since researches indicate a decrease in some cells
and proteins present in the immunological systems of repeat donors.

Objectives: To analyze repeat donors of platelets with regards to hematimetric
parameters and quantification of lymphocyte sub-populations by comparing them with
a control group consisting of total blood donors that have not donated blood for the
past year at least or that are donating for the first time. Additionally, to evaluate if the
frequency of donations, the duration of the procedure, and the donated platelet
counts influence in the total leukocyte counts and in the sub-populations of
lymphocytes.

Methodology: We analyzed 88 individuals in a control case study. The control group
(CG) consisted of total blood donors in their first donation or that had donated for the
last time more than a year before. The cases (CA) included were the repeat donors
by platelet apheresis (four or more donations in the past year). We matched the
individuals by gender and age. Peripheral blood samples were collected in tubes
containing EDTA and analyzed up until 6 hours later by flow cytometry, through
monoclonal antibodies anti-CD3, CD4, CD8, HLADR, CD19, and CD56.
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Results: 88 pairs of donor were evaluated (case vs control). Among them, 81.8%
were men, the average age of the groups was 46 (x13) years in the cases and 47
(¥11) in the controls. When comparing the two groups, we observed a statistically
significant difference (p<0,05) in the average of the quantification of absolute
leukocytes CA= 6476.6/uL vs CG=7115.4/uL (p=0.017), in the average of absolute
lymphocytes CA= 1862.6/uL vs CG= 2239.2/uL (p=0.007), and in the markers:
CD3*/CD8* (absolute) CA= 437/uL vs CG= 597/uL (p=0,01), CD3*/CD4*(%) CA=
47.3/uL vs CG= 42.77/uL (p=0.007).

Conclusions: We were able to note in this study that there is a significant decrease
in some lymphoid cells of repeat donors when compared to conventional donors. This
difference, however, is not clinically relevant, which demonstrates that the donation
intervals to which the donors are subject are appropriate. Platelet numbers of repeat
donors remained the same throughout the year. This piece of data helps us keep a
database of repeat donors with an adequate platelet number. These donors can be
called for without risking of their being blocked in the screening for a number lower

than the recommended.
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Introduction

The collection of platelets by apheresis or plateletpheresis is used to obtain
platelets from voluntary donors, for replenishment, or from donors with specific
human leukocyte antigen phenotypes (HLA) and specific human platelet antigen
(HPA) phenotypes'?. The procedure collects a great number of platelets from one
single individual, thus offering a greater amount of platelets when compared to total
blood donation and, consequently, reducing the exposure of the patients to multiple
donors®3. A simple plateletpheresis collection equals 3.0x10*! platelets per unit*. This
represents 4 to 6 units of platelet concentrate obtained from blood donation®. In a
double collection, the number of platelets should be equal to or larger than 6.0x10% 4.

According to the World Health Organization (WHO), in the Melbourne
Declaration, the availability of safe blood is made possible by voluntary, regular and
non-compensated blood donation®. Technical and scientific advances in the medical
field, as well as the resulting aging of the population have increased the need for
blood transfusions, and, therefore, the shortage of donors’®. A database of loyal
repeat donors helps to maintain the stocks of our hemotherapy service. However, the
layer with the largest concentration of platelets is the leuko-platelet layer®, i. e.,
besides the platelets some of the donor leukocytes are also separated during the
spinning the be collected and are not reinfused in the donor. Approximately 30 per
cent of the total circulating lymphocytes are removed during each plateletpheresis
procedure!’. Immunomodulation of short duration mediated by HLA-Is in platelet and
plasma donor was also reported*’.

Between the decades of 1980 and 1990 and beginning of the 2000's, studies
reporting a decrease in immune cells and proteins in repeat apheresis donors started
to appeart®121314 |n Brazil, regulations determine a few parameters for apheresis
donation, such as a minimum initial count of 150 x 103 platelets/uL and a minimum
interval of 48 (forty-eight) hours between two plateletpheresis in one donor, with the
possibility of the same donor donate, at most, 4 (four) times a month and 24 (twenty-

four) times a year**,

This study intends to quantify lymphocyte sub-populations in repeat
plateletpheresis donors in our service to verify if the donation frequency of our donors

is appropriate to prevent harm to their health.
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Materials and Methods

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
Selection and Collection of Samples

During 2016, we analyzed 88 individuals in a control case study. The control group
(n=44) consisted of total blood donors in their first donation or that had donated for
the last time more than a year before. The cases (n=44) included were the repeat
donors by platelet apheresis (four or more donations in the past year) that donated
with the intermittent flow equipment Haemonetics MCS-PLUS (Boston,

Massachusetts, USA). We matched the individuals by gender and age.
Sample Preparation

The volume of the sample to be processed was adjusted in order to obtain a
final concentration of 1x10° cells/ml After pipetting the samples, both tubes were
incubated at room temperature in the dark for 30 minutes. After the appropriate time,
we added 2mL of FACSLYSE (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and incubated
the samples for 10 more minutes at room temperature in the dark to lyse the
erythrocytes. The sample was centrifuged (5 minutes at 540g) and the supernatant
was discarded by inversion. 2 mL of PBS (phosphate buffered saline) were added
and the sample was briefly placed in a vortex to achieve homogenization. Later, the
sample was centrifuged once more (5 minutes, 540g). After discarding the
supernatant by inversion, the pellet was re-suspended with 250 uL of PBS and a brief

run through the vortex.



46

Tabela 1: Used markers and fluorescence

FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7

Tubol CD19 CD3 CDA45 HLADR

Tubo2 CD3 CD8 CD45 CD56 CD4

FITC= Fluorescein isothiocyanate; PE= Phycoerythrin; PerCP=Peridinin-chlorophyll-protein PE-Cy7=
combining R-PE and a cyanine dye; APC= Allophycocyanin

The volume of the sample to be processed was adjusted in order to obtain a
final concentration of 1x10° cells/ml. After pipetting the samples, both tubes were
incubated at room temperature in the dark for 30 minutes. After the appropriate time,
we added 2mL of FACSLYSE (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) and incubated
the samples for 10 more minutes at room temperature in the dark to lyse the
erythrocytes. The sample was centrifuged (5 minutes at 540g) and the supernatant
was discarded by inversion 2 mL of PBS (phosphate buffered saline) were added and
the sample was briefly placed in a vortex to achieve homogenization. Later, the
sample was centrifuged once more (5 minutes, 540g). After discarding the
supernatant by inversion, the pellet was re-suspended with 250 uL of PBS and a brief

run through the vortex.
Data Acquisition

The samples were acquired with a flow cytometer FACScanto Il (Becton
Dickinson, San Diego, CA, USA) using the BD FACSDiva software (Becton
Dickinson, San Diego, CA, USA). The calibration of the device was performed before
data acquisition based on previously established protocols, and, when processing the
samples, a total of 100.000 events were acquired, in order to achieve a detection
sensibility of 0,01%.

Data Analysis

The obtained data were analyzed using the analysis software Infinicyt,
version 1.7 (Santa Marta de Tormes, Salamanca, Spain). Both for the analysis of
tube 1 and of tube 2, first all the CD45" cells that presented low granulation and great

fluorescence were selected, in order to make the exclusive analysis of lymphocytes
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possible. T lymphocytes were identified by means of the expression of auxiliary
CD3*CD4* T, cytotoxic CD3*CD8* T, natural killer CD3*CD56*T(TNK), and activated
CD3'HLADR®. To identify natural killer (NK) cells, we searched for a negative
expression of CD3 and positive for CD56 and the cells were identified by a negative

expression of CD3 and a positive expression of CD19.

Statistical analysis

The normal distribution of the primary endpoint variables was assessed using
the Shapiro-Wilk test. The differences between the groups (case and control) were
analyzed through a T-test for matched samples and Wilcoxon test for asymmetrically
distributed samples. The data are presented as average values, including confidence
intervals of 95% (CR) or median, with an interquartile interval of 25 and 75
percentiles. A value of p<0.05 was considered statistically significant. Statistical

analysis were performed using the SPSS (version 20, IBM Corp., Armonk, NY).
Results

Table 2 describes demographic and typing ABO/RhD data for the case group

and control groups.

Table 2 Demographic and typing characteristics of the
matched groups

Case Control
Parameter (n=44) (n=44) P
Males - n (%) 36(81.8) 36 (81.8)
Age — Mean* (years) 46 (13) 47 (11) 0.338
ABO Group
A -n (%) 13(29.5) 23 (52.3) 0.13
B - n (%) 3(6.8) 3(6.8)
AB - n (%) 4(9.1) 1(2.3)
O -n (%) 24(54.5) 17(38.6)
RhD Group
D positive - n (%) 41 (93.2) 33(75) 0.04
D negative n - (%) 3(6.8) 11(25)

* Results are reported as means + standard deviation (SD)
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There was no significant difference of age between the two groups. The most
frequent ABO type (n=88) was O (n=41-46%), followed closely by A (h=36-41%).

We observed a significant difference in the markers and parameters
presented in Table 3. Besides ABO typing and the number of donations per year, we
assessed data such as number of cycles of the equipment, processed volume,
collected volume, initial and final platelet counts of the donor, as well as platelet count

of the bag. None of these data presented any statistical significance.



Table 3. Comparison of means (percentages and absolute counts) with significant statistical differences or trends.
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Global data (n=88) 6 or less donations/year (n=48)

7 or more donations/year (n=40)

Parameter Case Control P Case Control P Case Control P

Abs Leukocytes* 6476.6 (1312.1) 7115.4 (1012.9)  0.01  6420.4 (1237.2) 7215.4 (1041.3)  0.03 6543.9 (1426.4) 6995.5 (990.9) 0.24
Abs Lymphocytes*  1862.6 (733.8) 2239.2 (477.2)  0.007  2117.3 (586.2) 2260.6 (498.1) 0.42 1557 (788.9) 2213.45 (462.5)  0.002
Abs CD3* 1415.7 (480.5) 1625.2 (464.6) 0.08 1498.3 (444.6) 1635.8 (519.2) 0.39 1316.5 (514.2) 1612.5 (402.4) 0.10
CD3/CD4%* 47.3 (8.2) 42.77 (6.8) 0.007 46.2 (8.9) 42.2 (5.7) 0.053 48.70 (7.5) 43.45 (8.1) 0.06
CD3/CD8%* 23.9 (8.9) 27.5 (8.5) 0.07 25.6 (9.7) 28.7 (9.0) 0.28 21.85 (7.6) 26.05 (7.9) 0.13
Abs CD3/CD8t 437 (274.5-586.0) 597 (402.75-747.5) 0.01 528.5(357-649.2) 651.0 (452.5-870.2) 0.13 322.5(270-478.25) 563.50(375.7-732.25) 0.02

* Results are reported as means * standard deviation (SD)

1 Variable reported as median (interquartile range).
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Discussion

In 2005, the Food and Drug Administration (FDA) published in the
Guideline for Industry and FDA Review Staff Collection of Platelets by
Automated Methods that the donation interval should be proportional to the final
number of collected platelets'®. Thus, if the donor has a double collection
(6,0x10/unit), there should be a minimum interval of 7 (seven) days, or, if it is a
triple collection (9,0x10'/unit) the minimum interval for a new donation should
be of 14 (fourteen) days!®. The increase in restrictions shows a greater concern
for the health of donors. However, despite the fact that previous guidelines
pointed to a clinically significant decrease in the immune system cells of repeat
plateletpheresis donors, this was not observed in our work.

We observed a decrease in the amount of leukocytes (absolute),
lymphocytes (absolute), auxiliary T cells (%) and cytotoxic cells (absolute). Our
data show that the decrease in immune cells dos not depend exclusively on the
number of donated platelets and our statistics suggest that this endpoint is multi-
factorial. In any case, the decrease in cells is not clinically relevant!’, which
corroborates the data of Katz L. et. al.'8, which demonstrate that we are not
exposing our repeat donors to risk. Besides, the initial platelet count was stable
in all of the donors, having no influence in the final platelet count. This data will
help us create a list of donors with higher platelet counts so as to take greater
advantage of the collection. In our service, the apheresis equipment is
programmed to keep the donors from leaving with a platelet count under
100x10° platelets/uL. This limit probably helps reduce donor exposure.

The platelets collected by apheresis is a greatly relevant
hemocomponent in the treatment of several diseases. Having an adequate
number of repeat donors, along with an adequate stock control helps support
these treatments.

Our results demonstrate that there is no risk in maintaining a group of
loyal donors and in actively pursuing their donation more times a year to help us
maintain our stocks. We suggest a cohort study with repeat donors with a
greater control of the intervals between donations and the quantification of sub-

populations in all of the collections.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Manter um estoque de hemocomponentes adequado é um dos desafios
gue todos os servicos de hemoterapia enfrentam, principalmente com o
envelhecimento da populagdo é a diminuicdo do numero de doadores de

sangue.

Com este trabalho foi possivel observar que a frequéncia de doacgbes
gue o Hospital de Clinicas de Porto Alegre expde seus doadores de repeticao
de aférese ndo influencia negativamente na contagem das células do sistema
imune representadas pelos marcadores utilizaods. Poderemos manter nossa
politica de busca ativa, sabendo ainda, que o numero de plaquetas dos
doadores se mantém linear, o que também ira auxiliar em nosso banco de
dados, tendo em vista que a nossa portaria exige um minimo de 150.000

plg/mm? para que a doacéo ocorra®®.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A realizacdo de um estudo de coorte, onde fosse possivel acompanhar
0 doador desde a sua primeira doacdo e incluir intervalos menores entre uma
doacao e outra auxiliaria para que pudéssemos observar se este intervalo mais
reduzido influenciaria em algum marcador. Além disso poderia ser solicitado ao
mesmo que se mantenha doando no minimo por sete doac¢des, que foi aonde

conseguimos observar que a reducéo de algumas linhagens celulares ocorre.

O incentivo a doacdo deve ser constante e trabalhos que visem a
seguranca do doador podem auxiliar na montagem de estratégias de captacao

efetivas e seguras.
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