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RESUMO

A prética da transfusdo sanguinea teve inicio no século passado na medicina
humana, e vem evoluindo desde entdo. A pesquisa nesta area é essencial para a melhor
capacitacdo de médicos veterinrios e para garantir a qualidade e a rapidez do
atendimento dos animais que necessitam de transfusdo. O curto tempo de
armazenamento limita a quantidade de concentrados de plaquetas (CP) que podem ser
efetivamente utilizados nos centros de hemoterapia, 0 que resulta em muitas unidades
sendo descartadas, com consequente geracdo de despesas e necessidade de busca de
novos doadores para atender a continua demanda por este hemocomponente. O
desenvolvimento de meios e solugbes de preservacdo de plaquetas possibilita o
armazenamento de CP por tempo prolongado e sdo capazes de diminuir ou evitar 0s
efeitos prejudiciais durante o seu armazenamento, chamados de lesdo plaquetéaria de
estoque, para que, ao final, se obtenha um CP de melhor qualidade para ser
transfundido. O presente trabalho teve como objetivos avaliar o CP canino armazenado
com diferentes solucBGes aditivas plaquetarias sintéticas (SAP) durante 13 dias, e
comparar as solugdes aditivas com base no metabolismo plaquetario in vitro. Neste
estudo foram utilizadas 40 unidades de CP canino, obtidos através do método de plasma
rico em plaguetas, conservadas nas solucfes aditivas a seguir: Grupo controle (100%
plasma; n= 13), Grupo SSP+ (n= 13) e Grupo Composol (n= 14). Os parametros
avaliados nos dias 1, 5, 9 e 13 incluiram: ATP, lactato, glicose, lactato desidrogenase
(LDH), pH, sbdio, potassio, bicarbonato, pO,, pCO,, swirling, contagem de plaquetas,
leucdcitos residuais, agregacdo plaquetaria, cultura bacteriana, marcacdo com
anticorpos monoclonais CD61 e CD62P (p selectina), exposicdo da fosfatidilserina (PS)
(Anexina V) e viabilidade mitocondrial (A¥m) (sondas JC-1 e Mitotracker Red e
Green). Durante o tempo de armazenamento foi observado comportamento metabdlico
semelhante ao relatado em trabalhos com plaquetas humanas. Houve reducéo de ATP,
pCO,, pH, A¥m (JC-1 agregado e Mitotracker Red), bicarbonato e glicose; e aumento
marcacdo de CD62-P, Mitotracker Green e JC-1 mondmero, aumento de pO,, LDH,
PDW e lactato. Ao comparar as SAP com os CP 100% plasma houve diferenca
significativa nos seguintes parametros: swirling, PDW, CD62-P, glicose, lactato, pH,
p0O2, pCO2, bicarbonato, PS ¢ em ambas técnicas de avaliacdo de A¥Ym. De forma geral
pode-se afirmar que o grupo 100% plasma manteve os parametros de viabilidade até o
quinto dia de armazenamento, exceto o valor médio de pH (6,1+ 0,59). As SAP
avaliadas mantiveram os parametros até o nono dia, com destaque para a solugdo SSP+
gue manteve estes parametros estaveis até o 13° dia de estoque. SSP+ e Composol
parecem ser uma excelente alternativa de SAP para serem utilizadas no lugar do plasma
na produgdo dos CP em bancos de sangue veterinarios. O estoque prolongado, com
manutengdo da qualidade in vitro parece ser viavel e com resultados semelhantes aos
observados em trabalhos com plaquetas humanas.

PALAVRAS - CHAVE: hemoterapia veterinaria, lesdo plaquetaria de estoque,
solucdes aditivas plaquetérias.
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ABSTRACT

The practice of blood transfusion began in the last century in human medicine,
and has been evolving ever since. Research in this area is essential for better
capacitating of veterinarians and to ensure the quality and promptness in assistance of
the animals that require transfusion. The short storage time limits the amount of platelet
concentrates (PC) that can be effectively used in transfusion centers which result in
many units being discarded, with subsequent generation of expenditures and the need of
finding new donors to meet the continuous demand for this blood component. The
development of platelets preserving solutions provides storage of PC for long periods
and is capable of reducing or avoiding adverse effects during storage, called platelet
storage lesion. So, it will be possible to have a concentrate of better quality platelet to
be transfused. This study aimed to evaluate the canine CP stored in different synthetic
platelet additive solutions (SAP) for 13 days, and compare the additive solutions based
on in vitro platelet metabolism. This study used 40 canine CP units, obtained with
platelet rich plasma method, stored in the following additive solutions: Control group
(100% plasma; n=13), SSP+ Group (n=13) and Composol Group (n=14). The
parameters were evaluated on days 1, 5, 9 and 13 included: ATP, lactate, glucose,
lactate dehydrogenase (LDH), pH, sodium, potassium, bicarbonate, pO,, pCO,,
swirling, platelet count, residual leukocyte, platelet aggregation, bacterial culture
labeling with monoclonal antibodies CD61 and CDG62P (p-selectin), exposure of
phosphatidylserine (PS) (Annexin V) and mitochondrial viability (4%m) (JC-1 and
Mitotracker Red and Green dyes). During the storage time was observed if the
metabolic behavior is similar to that reported in studies with human platelets. In the
storage period there was a reduction of ATP, pCO,, pH, 4¥m (JC-1 aggregate and
Mitotracker Red), bicarbonate and glucose; and increased percentage of CD62-P,
Mitotracker Green and JC-1 monomer, increase of pO,, LDH, lactate and PDW levels.
When comparing the SAP with the CP 100% plasma there were no significant
differences in the following parameters: swirling, PDW, CD62-P, glucose, lactate, pH,
pO2, pCO2, bicarbonate, PS and both 4%¥m techniques. In general it can be said that
the 100% plasma group maintained the viability parameters until the fifth day of
storage, with the exeption of pH average (6.1 £ 0.59). SAP evaluated parameters
remained until the ninth day, highlighting the SSP+ solution that kept these parameters
stable until the 13th day of storage. SSP+ and Composol seems to be an excellent
alternative for use in place of the plasma in the production of the CP in veterinary
blood banks. Prolonged storage time and in vitro quality maintenance appears to be
feasible and have similar results to those observed in studies with human platelets.

KEY WORDS:, platelet storage lesion, platelet storage media, veterinary hemotherapy.
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1. INTRODUCAO

A medicina transfusional esta gradualmente tornando-se mais viavel em
pequenos animais. Isso se deve ao melhor acesso a produtos de sangue, através da
compra de produtos de banco de sangue, programas de doadores externos, ou a
disponibilidade de substitutos de componentes sanguineos. No entanto, 0 uso seguro de
hemocomponentes requer o conhecimento dos grupos sanguineos, da prevaléncia de
anticorpos, dos meios para minimizar o risco de reagdes adversas, incluindo a utilizagéo
de doadores e hemocomponentes adequados. Dentre todos os hemocomponentes, o
concentrado de plaquetas (CP) é o que traz mais dificuldades quanto a disponibilidade e
acessibilidade devido a sua curta vida de prateleira, e a dificuldade de administrar um
namero suficiente de plaquetas para atender as necessidades de transfusdo de um cao.

Tendo em vista as dificuldades de armazenamento e administracdo do
concentrado de plaguetas, desde 1980 diversas pesquisas buscam uma forma de estoca-
las em meio artificial, livre de plasma. Os pesquisadores sugerem que ao usar solucoes
aditivas plaquetarias (SAP), além de aumentar o tempo de prateleira dos CP, h4 menor
risco de reagOes transfusionais associadas aos constituintes do plasma (Tynngard,
Trinks e Berlin, 2010; Van Der Meer et al., 2012). Desde que as SAP comecaram a ser
comercializadas na Europa e Estados Unidos, foi possivel controlar com mais facilidade
a contaminacédo bacteriana, sugerindo que o uso destas solucgdes reduz a formacao de
biofilme bacteriano (Gulliksson et al., 2003; Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

A procura por novas formas ou soluc@es aditivas de preservacdo sempre foi uma
preocupacdo para a medicina humana, e hoje também é em medicina veterinaria. A
existéncia de diferentes solugcdes comercialmente disponiveis, ou recentemente
reformuladas, que ainda ndo foram avaliadas para o uso em cées, torna esta area da

medicina veterinaria transfusional um campo interessante que precisa ser explorado.

Para contextualizar a tese, foram abordados temas como uso de
hemocomponentes, estrutura, funcdo e metabolismo plaquetéario, particularidades do CP
canino. Topicos como bolsas plésticas para armazenamento de CP e caracterizacdo de
SAP, sdo contetdos frequentes de artigos da area e podem ter influéncia nos resultados
de viabilidade plaquetaria, portanto também foram abordados na fundamentacdo tedrica.
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As lesdes plaquetérias de estoque (platelet storage lesion — PSL), critérios e testes para
avaliacdo in vitro de CP norteiam o0 experimento realizado, a partir do estudo destes
topicos apresentam-se os procedimentos metodologicos utilizados. Posteriormente 0s
resultados e discussdo dos dados obtidos no experimento sdo apresentados, e por fim,

estes sdo apresentados em formato de artigo cientifico.

Com as informac0Oes desta tese e resultados do experimento espera-se fornecer
dados técnicos que propiciem mais estudos nesta area. E ainda, dar o primeiro passo
para que as SAP sejam utilizadas como potencial alternativa para armazenamento de CP

em bancos de sangue veterinarios.
1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Geral

Realizar avaliacdo bioguimica do CP canino em diferentes solucdes de
armazenamento, com a finalidade de estender o periodo de estocagem, otimizando e

viabilizando a utilizacdo deste hemocomponente em bancos de sangue veterinarios.

1.1.2. Especificos

Comparar os parametros do metabolismo plaquetario in vitro de CP caninos

armazenados em plasma e em duas SAP;

Comparar a eficicia in vitro das SAP em caninos com os resultados destas

mesmas solucdes relatados em humanos;

Descrever parametros do uso das SAP em CP obtidos pelo método de plasma

rico em plaquetas.

1.2. JUSTIFICATIVA

Na medicina humana, assim como na medicina veterinaria, o curto tempo de
armazenamento é um dos fatores que dificulta e limita a quantidade de
hemocomponentes que pode ser efetivamente armazenada e é uma desvantagem na
medicina veterinaria, pois 0 acesso a caes doadores € restrito e a demanda é continua e
cada vez maior na pratica de clinicas e hospitais veterinarios. O CP esta entre os
hemocomponentes com maior dificuldade para armazenamento nos bancos de sangue,

pois este é viavel por apenas 5 dias, tendo maior risco de contaminag¢do bacteriana
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(temperatura de armazenamento de 22°C), alem de evidéncias de perda de qualidade
durante o seu estoque. A avaliagdo bioquimica durante o armazenamento do CP canino
com diferentes SAP constitui uma informacdo pratica para a medicina veterinaria,
gerando assim maior conhecimento, motivando novos projetos de estudos in vitro e in
vivo, criando um nucleo de pesquisa e extensdo no auxilio @ hemoterapia veterinaria, e
proporcionando evidéncias cientificas em modelos animais que podem ser utilizados

como base para estudos em humanaos.

1.3. FOMENTO

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ);

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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2. CARACTERIZACAO E RELEVANCIA DO TEMA

2.1. HISTORICO DA MEDICINA TRANSFUSIONAL

Os primeiro relatos ndo cientificos de hemoterapia estdo relacionados a
utilizacdo da sangria na Grécia e em Roma, método utilizado para equilibrar os quatro
humores que determinavam a salde ou a doenca do individuo. Mil anos mais tarde, a
sangria era o trabalho do cirurgido barbeiro que utilizava a hemoterapia
indiscriminadamente, submetendo a sangria tanto o individuo indisposto, bem como o
saudavel. No século 19 foi sugerido que a transfusdo de sangue seria uma forma mais
heroica e dificil de hemoterapia se comparada a sangria, mas que poderia ser mais
benéfica para alguns pacientes. Entretanto, ndo deveria ser realizada por cirurgides
barbeiros (Schmidt e Ness, 2006).

A terapia com componentes sanguineos e plaquetas tornou-se uma realidade
com a introducdo dos recipientes de plastico para sangue na década de 1960, quando
entdo se estabeleceram o0s bancos de sangue. Mas em 1970, mesmo com O
estabelecimento dos bancos de sangue, ainda existiram relatos de plasmaférese
terapéutica utilizada sem motivo para desordens clinicas. O método de sangria era a
maneira de submeter amostras para perfis laboratoriais. Estas transicdes na hemoterapia

sdo resultantes de mudancas politicas, religiosas, filosoficas e cientificas.

Mesmo que inicialmente utilizada para “libertar maus espiritos” ou “controlar os
quatro humores”, a hemoterapia cresceu e tornou-se uma ciéncia médica com objetivo
de repor o sangue ndo produzido ou perdido. Hoje, é conhecida como medicina
transfusional e aplica terapias celulares em cuidados clinicos, assim como biologia
molecular e outras tecnologias de ponta em imunohematologia (Martin Villar, 1980;
Schmidt, 2006; Schmidt e Ness, 2006).

No Brasil, a medicina transfusional teve um periodo empirico, que vai até 1900,
e outro cientifico, de 1900 em diante. Em 1879, um relato de autoria de José Vieira
Marcondes, discutia se a melhor transfuséo seria com sangue de animais para humanos
ou entre seres humanos. Mas, somente por volta de 1920 surgiram 0s primeiros servicos
organizados de transfusdo de sangue. Destaca-se o STS (Servigo de Transfusdo de
Sangue) na década de 1940 no Rio de Janeiro. Nos anos 1980, a Constituicdo de 1980, a

criagdo do Programa Nacional de Sangue, campanhas de doacéo de sangue promovidas
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pela Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, preocupa¢des com a
transmissdo da Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIVV/AIDS) aos receptores e
novos conceitos de hemoterapia clinica, deram uma nova dimensdo a hemoterapia
brasileira (Jungueira, Rosenblit e Hamerschalk, 2005; Silva e Nogueira, 2007; Pereima
etal., 2010).

Mesmo com a evolugdo tecnolégica na area, questdes béasicas como
recrutamento de doadores, e as dificuldades de atender a demanda de hemocomponentes
solicitados pelos hospitais, ainda norteiam discussdes e publicacGes cientificas na area.
Contreas e Martinez (2015) descrevem uma analise retrospectiva do século 21 onde
somente 25% das doacGes de sangue humano séo altruistas no Chile, em contrapartida,
no Reino Unido estas representam aproximadamente 100% das doagdes. A grande
maioria das doacdes se da por reposicdo, logo ha necessidade de haver uma doenca ou
um desastre para que as pessoas se voluntariem a doar sangue. Os autores também
trazem uma comparacdo entre bancos de sangue do Chile e Reino Unido, em relacdo a
estrutura fisica e controle de qualidade da coleta, producdo e estocagem, e doencas
infecciosas. O exemplo do Chile pode ser extrapolado para outros paises da America
Latina. Neste contexto, para que se possa acompanhar a demanda tecnoldgica
relacionada ao desenvolvimento de solucdes de preservacdo de hemocomponentes antes
sdo necessarios aperfeicoamentos de outras demandas como: novos testes de triagem
pré doacdo e pré transfusdo, equipamentos sofisticados para processamento e estocagem
dos componentes sanguineos, implementacdo de regras de hemovigilancia eficazes e
programas de doacdo baseados em doadores altruistas e regulares (Junqueira, Rosenblit
e Hamerschalk, 2005; Murphy et al., 2013).

2.1.1. Medicina transfusional veterinaria

Na medicina veterinaria, o processo foi um pouco mais lento, mas atualmente
existem grandes bancos de sangue veterinarios em varios paises do mundo que tornaram
possiveis a pratica da medicina transfusional veterinaria de alta qualidade. A primeira
transfusdo sanguinea relatada em animais foi em 1665, quando Richard Lower retirou
sangue de um cdo e reinfundiu em outro. Entretanto, somente na década de 1950 com a
viabilidade de técnicas e equipamentos adaptados da medicina humana, que a medicina

veterinaria transfusional tornou-se mais proeminente, e fez avancos importantes. Tais
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avancos tornaram possivel a producdo e estocagem de hemocomponentes, adequada
triagem dos doadores, tipagem sanguinea e testes de compatibilidade; fazendo com que
0 processo seja mais complexo do que anteriormente, mas possibilitando os clinicos a
escolher adequadamente a terapia a ser utilizada (Callan, Appleman e Sachais, 2009;
Davidow, 2013). O aumento do interesse na medicina veterinaria transfusional vem
acompanhado pelos avangos na oncologia veterinaria e terapia intensiva. Atualmente os
componentes sanguineos sdo rotineiramente preparados por certas instituicbes e
empresas na Europa, Estados Unidos e mais recentemente no Brasil (Lanevschi e
Wardrop, 2001; Goncalves, 2005; Ulata, 2005).

No Brasil, observa-se um aumento significativo na disponibilidade e frequéncia
de transfusdes de sangue para 0s pequenos animais. Um desenvolvimento importante na
medicina transfusional veterinaria foi o reconhecimento que nem todos os pacientes
necessitam de sangue total para tratar a sua condi¢do. Em vez disso, 0 sangue é agora
frequentemente dividido em componentes, maximizando assim os beneficios de cada
unidade doada. Muitos hospitais veterinarios tém programas internos de doadores de
sangue. Normalmente, a diferenca é que as instituicGes maiores tém infraestrutura que
Ihes permite separar o sangue e produzir hemocomponentes. Obviamente, uma solugéo
facil e pratica para os hospitais e clinicas com menor infraestrutura seria encomendar
sangue e seus componentes dos bancos de sangue locais ou regionais. No entanto, ainda
existem muitos estabelecimentos que preconizam a coleta dos doadores na prépria
clinica através das técnicas de coleta aberta/fechada, assim como a administracdo de
sangue total fresco, sem a triagem adequada do doador e muitas vezes sem teste de
compatibilidade sanguinea.

Na ultima década pode-se observar um aumento do interesse no tema da
comunidade cientifica no Brasil, e alguns estudos sobre armazenamento de
hemocomponentes, frequéncia de tipo sanguineo, reagdes transfusionais e estudos
clinicos tém sido realizados (Reichmann e Dearo, 2001; Gongalves, 2006; Callan, M.
B. et al., 2008; Lacerda et al., 2009; Baumgarten et al., 2011; Costa, 2011; Esteves et
al., 2011; Viana, 2011; Casari, 2012; Kohn, Classe e Weingart, 2012; Souza et al.,
2012; Lacerda et al., 2014; Thomovsky e Bach, 2014). Entretanto, nota-se que s&o
necessarias mudancas nas praticas de hemoterapia atualmente utilizadas nos hospitais
veterinarios brasileiros, estabelecendo programas de cadastro de doadores que permitam

atender a demanda de cada regido e também o fracionamento dos hemocomponentes,
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com o controle de qualidade requerido de forma a atender melhor a cada caso que
necessite de transfusédo (Bucheler e Cotter, 1992; Lacerda, 2005; Baumgarten et al.,
2011; Davidow, 2013).

2.2.0 USO DE HEMOCOMPONENTES

Transfusdo € a palavra que define a terapia intravenosa com sangue total ou seus
subprodutos. H& anos, a hemoterapia tem se baseado no uso de sangue total, e este ainda
é o principal uso em medicina veterinaria (Rozanski e De Laforcade, 2004; Gibson e
Abrams-Ogg, 2012). Os componentes sanguineos sdo o0s subprodutos do sangue e
podem ser obtidos através de centrifugacdo ou, menos comumente, através de aférese
(técnica que utiliza equipamentos especializados que permitem a separacdo de apenas
um componente do sangue do doador, devolvendo-lhe o restante). Sabe-se que muitas
vezes 0 paciente requer transfusdo de apenas um componente sanguineo especifico.
Assim, a separagdo dos hemocomponentes permite que mais de um paciente possa se
beneficiar de apenas um doador e reduz os riscos de uma reagéo transfusional contra os
outros componentes desnecessarios (Aubuchon, 2003; Tocci e Ewing, 2009; Gibson e
Abrams-Ogg, 2012).

Entretanto, sabe-se que isto ndo depende somente da disponibilidade de
componentes sanguineos e do uso adequado de cada um deles, mas também da
qualidade destes componentes. Respeitar normas adequadas para coleta, processamento
e armazenamento é a melhor maneira de alcancar os melhores resultados (Abrams-Ogg
e Schneider, 2010; Aubuchon, Custer e Sher, 2011)

Ambos, sangue total e seus componentes, podem ser utilizados logo apds a
coleta (produtos frescos) ou apds o0 armazenamento (produtos armazenados/estocados).
A biopreservacdo é o processo de manutencdo da integridade e funcionalidade das
células mantidas fora do seu ambiente de origem por periodos extensos de tempo e 0
armazenamento hipotérmico é a técnica mais antiga e mais estudada no mundo todo
(Blajchman, 2001; Scott, Lecak e Acker, 2005; Eder e Moroff, 2010).

O armazenamento permite acesso imediato ao sangue total e seus subprodutos,
mas a coleta sanguinea e a preparacdo destes podem ser intensivamente trabalhosas e
consumir bastante tempo, 0 que justifica a existéncia de um banco de sangue em

clinicas/ hospitais que realizam transfusdes rotineiramente. Além disso, a terapia com
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hemocomponentes permite opgOes para reduzir o volume a ser transfundido, reduzir o
namero de transfusdes, escolha do componente ideal de acordo com a enfermidade e
também, reduz a frequéncia de reacGes transfusionais (Aubuchon, 2003; Gulliksson,
2003; Abrams-Ogg e Schneider, 2010; Kisielewicz, Self e Bell, 2014).

Na coleta de sangue inicial se tem o sangue total fresco. O sangue completo
pode ser armazenado como tal ou separado em componentes plasméticos e concentrado
de eritrocitos. A preparacdo dos hemocomponentes requer técnicas especificas em que
had variacdo da velocidade, tempo e temperatura de centrifugacdo, além de requerer
outros equipamentos auxiliares. Para evitar a contaminagdo microbiana prioriza-se por
usar sistema de coleta fechado, com bolsas satélites de transferéncia e sistema de
conexdo esteéril. A vida de prateleira é variavel, dependendo do produto e do método de
armazenamento. Apoés a coleta do sangue total fresco, se realizada centrifugacdo pesada,
pode-se obter o concentrado de eritrécitos ou o plasma fresco congelado. Entretanto,
quando se usa método de centrifugacdo leve, pode-se obter, além do concentrado de
eritrocitos, o plasma rico em plaquetas, que dara origem ao concentrado de plaquetas e
plasma fresco congelado. Independente do método de centrifugacédo, este ultimo pode
ainda ser processado em crioprecipitado e criosobrenadante (Abrams-Ogg e Schneider,
2010; Gibson e Abrams-Ogg, 2012).

Alguns casos requerem ainda 0 uso de substitutos sanguineos, que possuem
algumas propriedades semelhantes a do sangue como a capacidade de carrear oxigénio,
de expandir o plasma e a capacidade de coagulacdo. Entretanto, o custo destes produtos
ainda é elevado e os efeitos adversos ndo sdo bem reconhecidos (Rentko, 2012). Os
principais hemoderivados em estudos clinicos na veterindria s&o a imunoglobulina
intravenosa humana e a oxiglobina. Ambos possuem indica¢des variadas, o primeiro é
utilizado em distarbios imunomediados e 0 segundo em anemias severas e choque. Ha
risco de reacOes adversas, mas estas parecem ter uma baixa prevaléncia, em detrimento
da eficacia clinica dos produtos. Mas, entre as limitacGes destes produtos esta o custo
elevado, e o fato de ndo serem de facil acesso em todos os centros do Brasil (Zambelli e
Leisewitz, 2009; Spurlock e Prittie, 2011; Balog et al., 2013).
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2.2.1. Indicacg0es para uso de concentrado de plaquetas

Na década de 1950 as transfusdes de plaquetas eram utilizadas para reduzir a
mortalidade por hemorragia em pacientes com leucemia aguda, e a utilizacdo da terapia
vem crescendo desde entdo. O procedimento tornou-se parte essencial do tratamento de
cancer, neoplasias hematoldgicas, faléncias medulares e transplante de células-tronco
hematopoiéticas em humanos. Em centros de hemoterapia humanos sabe-se que mais de
1,5 milhdes de componentes plaquetarios sdo transfundidos a cada ano nos Estados
Unidos, e 2,9 milhdes na Europa (Stroncek e Rebulla; 2007). N&o existem dados sobre o
namero de transfusbes de plaquetas realizadas em pequenos animais, entretanto ha um
aumento significativo em estudos sobre indicacGes clinicas, protocolos de administracao
e testes de viabilidade plaquetaria (Abrams-Ogg; Callan, Appleman e Sachais, 2009;
Abrams-0gg, 2010; Kisielewicz, Self e Bell, 2014).

As transfusdes de plaquetas séo indicadas quando a trombocitopenia € detectada.
Resumidamente, a trombocitopenia pode ser causada pela diminuicdo da producéo
(trombocitopenia hipoproliferativa decorrente de hipoplasia megacariocitica ou
trombopoiese ineficaz), remocao acelerada de plaquetas como resultado de um aumento
do consumo (coagulagdo intravascular disseminada) ou destruicdo (trombocitopenia
imunomediada), sequestro (esplenomegalia) e hemodiluigdo macica (hemorragia macica
com substituicdo de hemocomponente pobre em plaquetas) (Abrams-Ogg; Rozanski e
De Laforcade, 2004; Collins, Murphy e Stanworth, 2006).

Na prética clinica, a trombocitopenia imunomediada (TIM) é a causa mais
comum de trombocitopenia grave nos cédes. Entretanto, as transfusdes de plaquetas séo
raramente administradas a cdes com TIM, pois as plaquetas transfundidas podem ser
rapidamente destruidas ap6s a sua administracdo. No entanto, nos cdes com TIM que
evoluem com hemorragia descontrolada ou com risco de vida (por exemplo, suspeita de
hemorragia no cérebro, miocardio, trato gastrointestinal e pulmdes), transfusdes de
plaquetas podem fornecer hemostasia de curto prazo, apesar de haver um aumento
insignificante na contagem de plaquetas apos a transfusdo (Scott e Jutkpwitz, 2010;
White e Hohenhaus, 2012). O sangramento associado com trombocitopatias
hereditarias, como trombopatia do Basset Hound, trombastenia de Glanzman e doenca
do estoque plaquetario no Cocker Spaniel Americano, podem ser graves e necessitar de
transfusdes de plaquetas profilaticas (Abrams-Ogg, 2010; Boudreaux, 2010a).
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Recomenda-se a infusdo de uma unidade de CP (com aproximadamente 60 mL)
para cada 10 kg de peso a cada 24 horas. Ndo é necesséria a realizagdo do teste de
compatibilidade, uma vez que nao existem antigenos de superficie que poderiam causar
reacao transfusional hemolitica. As principais reacdes transfusional associadas a infusao
de CP sdo a reacdo ndo hemolitica febril e de hipersensibilidade (Gongalves, 2006;
Callan, Appleman e Sachais, 2009; De a Lucidi et al., 2011).

Outra possivel indicacdo para a administracdo de plaquetas é a transfuséo
massiva, definida como transfusdo de um volume de sangue total ou hemocomponente
em volume maior que o requerido pelo paciente em um periodo de 24 horas; ou a
infusdo da metade do requerimento do paciente em um periodo de trés horas. Protocolos
de reanimacdo em traumas humanos enfatizam o uso de cristaloides e concentrado de
hemaécias para melhorar o débito cardiaco e a oferta de oxigénio, com o uso de plasma e
plaquetas reservados para pacientes com hipotensao persistente que ndo respondem a
infusédo de cristaloide (Jutkowitz et al., 2002; Buckley, Aktay e Rozanski, 2009; Godier,

Samama e Susen, 2013).

Estudos clinicos mostram resultados positivos em pacientes de trauma
politransfundidos que recebem transfusdes de plaquetas e plasma anteriores, e em uma
propor¢do inferior a transfusdes de eritrocitos. Alguns pesquisadores defendem a
administracdo agressiva de plasma e de transfusdes de plaquetas no processo de
ressuscitacdo, como forma de prevenir o desenvolvimento de coagulopatia e
trombocitopenia (Blajchman; Jutkowitz et al., 2002; Abrams-Ogg, 2010; Godier,
Samama e Susen, 2013). Outros estudos também relatam que os pacientes submetidos a
transfusdo massiva ou Unica transfusdo em transoperatério possuem taxas de sobrevida
menores em comparagdo aos nao transfundidos ou aqueles que usaram protocolos de
transfusdo profilatica prévia ao procedimento cirargico (Lynch, O'toole e Hamilton,
2015). No entanto, essas mudangas ndo estdo sendo universalmente adotadas, séo
provenientes de estudos retrospectivos e relato de casos isolados. Para determinar os
riscos e beneficios desta politica de transfusdo mais agressiva, sdo necessarios mais
ensaios clinicos randomizados e maior acessibilidade aos hemocomponentes de
qualidade no momento em que as transfusdes séo requeridas (Rozanski e De Laforcade,
2004; Callan, Appleman e Sachais, 2009).
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Todavia, diferentemente das praticas na medicina veterinaria transfusional
indicadas h& 20 anos, onde se preconizava pelo uso do sangue total fresco para
incremento plaquetario, ha o entendimento das vantagens de transfundir CP. Sabe-se
que o CP ira representar uma reducdo de reacdes transfusionais, e de sobrecarga
circulatéria; além do incremento adequado da contagem plaquetaria do receptor
(Abrams-Ogg, 2010; Kisielewicz e Self, 2014).

2.3. AS PLAQUETAS

As plaguetas sdo o menor elemento celular presente na circulacdo sanguinea.
Foram descobertas por Max Shultze em 1865, sendo consideradas massas ou moléculas
granulares dispostas isoladas e em grupos. Em 1882, Giulio Bizzozero as descreveu
como terceiro elemento do sangue. Sua participacdo na manutencdo da hemostasia foi
reconhecida no século 19 (Coller, 1984; Brewer, 2006). Mais recentemente foi
identificado seu envolvimento na inflamacdo e na biologia do céancer, além de sua
capacidade de recrutar leucocitos. Desta forma, compreender a estrutura e metabolismo
plaquetario € importante ndo s6 para o tratamento de pacientes com distarbios
plaquetarios adquiridos ou hereditarios, mas também como marcadores de doengas com

envolvimento sistémico (Franco, Corken e Ware, 2015).

2.3.1. Estrutura das plaquetas

A plaqueta € um tipo celular especializado com uma estrutura complexa e
metabolicamente ativa. Sdo células anucleadas, discoides, com aproximadamente de 2 a
5 um de didmetro, e volume celular médio de 6 a 10 fL. A porcdo externa da membrana
plasmatica possui receptores (proteinas e glicoproteinas) que estdo envolvidos nas
fungdes plaquetarias. Entre eles destaca-se o receptor GPIlIb-Illa que & um importante
mediador da adesdo e agregacdo plaquetéria, e a glicoproteina Ib-IX-V, conhecido
como fator de vonWillebrand (Boudreaux, 2010b). A camada lipidica da membrana
permite mobilidade lateral, aumenta a sinalizacdo na fase inicial da ativacdo, e permite
a reorganizacao do citoesqueleto nos momentos de retracdo do coagulo (Hartwig, 2006;
Boudreaux, 2010b).

O citoplasma plaquetario possui um sistema de canaliculos abertos (open

canalicular system — OCS) responsaveis pela liberacdo de granulos e ativacdo das
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plaquetas. Os OCS fornecem um canal de ligacdo com a membrana plasmética durante a
formacdo de pseudopodes necessarios para adesdo em uma regido lesionada. Além
disso, particulas como virus ou bactérias capturados por estes canaliculos sdo
responsaveis por desencadear a ativacdo plaquetaria. Granulos de glicogénio e organelas
como a mitocondria, complexo de Golgi, ribossomos, lisossomos e peroxixomos
também estdo presentes no citoplasma. As mitocondrias sdo responsaveis pela
manutencdo do metabolismo energético fornecendo ATP para o0s eventos de agregacéo e
ativacdo. Além disso, essa organela possui um papel importante no mecanismo de
apoptose (Pereira et al., 2002; Devine e Serrano, 2010). O sistema tubular denso é uma
estrutura presente no citoplasma das plaquetas, semelhante a um reticulo
endoplasmatico liso que, possivelmente, se originou dos megacariocito. Este participa
da ativacdo plaquetaria através da liberacdo e sequestro de célcio e producdo de

prostaglandinas (Hartwig, 2006).

O citoesqueleto plaquetario, possui diversos tipos de proteinas como filamina,
aducina, tetrametros de espectrina interconectados a filamentos de actina. As moléculas
de espectrina sdo responsaveis por formar uma membrana densa adjacente no lado
citoplasmatico da membrana plasmatica. Os microtbulos presentes no citoplasma séo
responsaveis pela manutencdao do formato discéide (Figura 1). A 1 tubulina é um dos
componentes dos microtubulos, e possui importante papel na formacgdo das plaquetas

através da fragmentacdo do citoplasma dos megacariécitos (Boudreaux, 2010Db).

Durante a ativacdo plaquetaria, trés tipos de granulos de estogue (densos, alfa e
lisossomais) sdo exteriorizados. Os granulos densos servem para estoque de
nucleotideos de adenina (incluido adenosina difosfato (ADP) e adenosina trifosfato
(ATP), serotonina, calcio, magnésio e fosfatos inorganicos. Além disso, foram
identificadas nos granulos densos proteinas de sinaliza¢do da via glicolitica, chaperonas,
proteinas de citoesqueleto, além de proteinas envolvidas na glicolise e na funcao
plaquetaria. A membrana dos granulos densos possui receptores que S0 expressos na
membrana plasmatica quando a plaqueta libera a reacdo de agregacdo plaquetaria.
Alguns destes receptores sdo compartilnados com outros granulos de membrana (ex. p-
selectina ou CD62P) (Mcnicol e Israels, 1999; Boudreaux, 2010b).

Os granulos alfa sdo o0s mais numerosos, sua regido nucledide possui

proteoglicanos que os conferem maior estabilidade. Nesta regido estdo localizados o
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fator plaquetario 4 (platelet factor 4 — PF4) e B-tromboglobulina, importantes para
ativacdo da reacdo de hemostasia primaria. Na regido tubular dos granulos alfa estéo
localizados o fator de von Wilebrand e fator V, e na matriz estdo localizados o
fibrinogénio, trombospondina e fibronectina. Diversas proteinas sdo sintetizadas
especificamente pelos megacariécitos, e as proteinas seletivas as plaquetas sao
produzidas de forma paracrina por outros tipos celulares. Estas proteinas se tornam
componentes das plagquetas através de endocitose mediada pelo receptor glicoproteina
IIb-Illa (CD61 ou integrina allb-f3). Os granulos alfa e densos sdo expressos na
superficie plaquetéria apos a secre¢do como resultado da fusdo destes com os OCS. A
fusdo dos granulos alfa € um dos indicadores morfoldgicos mais precoces de leses
plaquetarias de estoque. A proteina de membrana granulo alfa mais conhecida é a p-
selectina que estd expressa na superficie das plaquetas ativadas (CD62P) (Rendu e
Brohard-Bohn, 2001).

A identificacdo de glicoproteina Ilb-Illa (CD61) e p-selectina com anticorpos
monoclonais podem ser realizadas por citometria (CD62P) (Umeki et al., 2011). A p-
selectina, além de ser um marcador de ativacdo plaquetaria, € um mediador
inflamatorio. Ela é secretada na superficie plaquetéaria durante a ativagdo, forma um
complexo com a glicoproteina-1 ligante de p-selectina (P-selecting protein ligand-1 -
PSGL-1), e induz os mondcitos a secretar fator tecidual e agonistas para o sistema de
coagulacdo. Quando agregados de plaqueta-leucocito ou agregados somente de
plaquetas circulam, ha um potencial para trombose, inflamacdo e coagulacdo. As
plaquetas ativadas também produzem microparticulas que contém fatores de adesdo
como a p-selectina e fosfatidilserina (phosphatidylserine — PS), permitindo uma maior
interacdo com os fatores de coagulagdo. Esta interacdo pode contribuir com a
inflamacdo e coagulacdo, predispondo o paciente a um evento tromboembdlico (Wills,
Wardrop e Meyers, 2006; Franco, Corken e Ware, 2015)

Por fim, os granulos lisossomais plaquetarios contém hidrolases acido-
dependentes incluindo glicosidases, proteases e lipases, com fung¢bes ainda néo
totalmente compreendidas. A membrana lisossomal possui proteinas que sdo
exteriorizadas durante a liberacdo da reacdo plaquetaria. A grande importancia das
proteinas da membrana lisossomal é mediar o transporte de ions e aminoacidos,
promovendo a manutengdo do pH luminal acido (Metzelaar e Clevers, 1992; Malini et
al., 2015).
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Superficie conectada ao
sistema calicular

Microtabulos
Gramulos alfa

Grénulos densos

Glicogénio

Mitocondria

Figura 1. A. Microscopia eletronica do corte transversal de uma
plaqueta em repouso (21000X) com as indica¢cbes das estruturas internas. B
e C. Microscopia eletronica do corte transversal de uma plaqueta ativada
(30000X) de uma plagueta ativada demonstrando a contracdo do anel
microtubular ao redor dos grénulos e a formacdo de pseuddpodes. Fonte:
adaptado de George, 2000.

2.3.2. Formacdo e senescéncia plaquetaria

Com relacdo a cinética plaquetaria, sabe-se que o0 megacaridcito recém-
diferenciado da célula tronco pluripotencial hematopoética possui intensa marcacdo
para a proteina CD34 e uma menor marca¢do para CD41. Entretanto, ao longo da
diferenciacdo na linhagem megacariocitica, adquire a marcacdo para CD61 e CD42, e
diminui de CD41. Nos estagios tardios de diferenciacdo apresentam 0s marcadores
CD61, CD42 e CD36. A identificacdo das plaguetas com o anticorpo monoclonal
CD61, também pode ser realizada através de citometria de fluxo. Estudos em caninos,
equinos e humanos ja demonstraram a eficacia deste anticorpo na detec¢do dessa
molécula (Kingston Jk Fau — Bayly et al, 2002a; b).
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Os grénulos alfa e densos sdo formados na fase de megacariocito, sendo que
algumas das proteinas associadas aos granulos alfa (ex. Von Willebrand) s&o
sintetizadas endogenamente. A trombopoietina é a principal citocina que regula todos os
estagios de diferenciagdo e producdo plaquetdria e 0s progenitores megacariociticos
podem ser influenciados por interleucinas (IL-3, 6, 11, e 12), fator estimulador de
colénia granulocitico-monocitico (GM-CSF) e eritropoietina. A trombopoietina €

produzida pelo figado, e em pequena quantidade pelo rim (Chang et al., 2007).

O complexo actina/miosina participa ativamente da formacdo proplaquetéria, ou
seja, na transformacdo do megacariocito em proplaqueta. A tubulina e os polimeros de
actina estdo envolvidos na manutencdo do tamanho da plaqueta discoide madura. Na
medula déssea, 0 megacaridcito migra para uma regido proxima ao endotélio vascular.
Isso permite que os pseuddpodes das proplaquetas se estendam aos sinuséides da
medula, facilitando a migracdo do megacaridcito para a circulacdo periférica. O
processo final de formacdo plaquetaria ocorre na circulacdo periférica, prevenindo sua
retencdo na medula 6ssea. O mesmo processo pode ocorrer no pulméo, sendo este

6rgdo, um sitio alternativo de trombopoiese (Russell, 2010).

As plaquetas circulam por cinco a nove dias e depois sdo fagocitadas por
macréfagos do baco e figado. A curta meia vida plaquetaria suscita uma melhor
compreensdo sobre os fatores que interferem na remocéo destas células da circulacao e,
principalmente, nos mecanismos relacionados a “morte celular programada”. Tais
mecanismos estdo diretamente relacionados as limitagdes no tempo de estoque dos
concentrados de plaquetas, que € um ponto critico que merece especial atengédo
(Hartwig, 2006; Chang et al., 2007).

Os mecanismos envolvendo exposicdo da PS, dano ou desnaturacdo de
glicoproteinas e proteoglicanos e a formacdo de fragmentos e/ou microparticulas
plaquetarias sdo fatores envolvidos com a senescéncia desta célula. A PS induz a
fagocitose direta pelos macrofagos ou atraves da ligacdo dos receptores de PS a
proteinas macrofagicas (Russell, 2010). A exposicdo da PS e a formacdo de
microparticulas € um marcador de apoptose bem reconhecido em células nucleadas e
plaquetas. Diversos estudos demonstram o aumento da exposi¢do da PS na membrana

de plaguetas senescentes através da ligacdo desta com Anexina V. Os mecanismos
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utilizados pelos macréfagos e células endoteliais no reconhecimento e fagocitose de
plaquetas senescentes envolvem a ativacdo da via de sinalizacdo de apoptose. Neste
contexto as mitocondrias sdo organelas que desempenham um papel chave na regulagéo

deste processo (Pereira et al., 2002; Cookson et al., 2010).

A apoptose é caracterizada pela condensacdo da cromatina e nucleo, seguido da
fragmentacdo da célula em corpos apoptdticos que poderdo ser removidos pelos
fagocitos. E um processo controlado e dependente de energia, associado a reducéo dos
niveis de ATP. Essa via de sinalizacdo esta diretamente relacionada com uma familia de
proteases chamadas caspases. As caspases-8 e 9 agem como mediadores da ativagao das
caspases-3 e 7, que sdo responsaveis pela morte e rompimento das estruturas celulares.
Existem dois principais mecanismos envolvidos na apoptose: uma via extrinseca (via
receptor de morte celular); e uma via intrinseca (via mitocondrial) (Hengartner, 2000)
(Figura 2).

A via extrinseca € iniciada pela ativacdo de varios receptores de morte por seus
ligantes especificos, incluindo CD95. Ativacdo destes receptores leva a formacdo do
complexo de sinalizacdo de inducdo de morte (death-inducing signalling complex —
DISC) que recruta maltiplas cépias de procaspase-8 ao DISC com auxilio da proteina de
morte associada ao Fas (Fas-associated death domain protein - FADD). A proximidade
das moléculas de procaspase-8 resulta na sua ativacdo em caspase-8. A caspase-8 é um
efetor da ativacao da procaspase-3 em caspase-3 e, esta por sua vez, ativa um complexo

multimérico chamado de apoptossomo (Pereira et al., 2002; Saunders et al., 2013).
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Figura 2. Principais componentes das vias intrinseca e extrinseca da
via da sinalizacdo da apoptose. S8o componentes da via intrinseca citocromo
c, Apaf-1, procaspase-9; e da via extrinseca CD95, FADD, procaspase-8 e
caspase-8. As vias ativam a caspase-3, que por sua vez ativa 0 apoptossomo
culminando com o rompimento das estruturas celulares e formacdo dos
corpos apoptoticos. Fonte: adaptado de Hengartner (2000).

Na via intrinseca, ha liberacdo de sinais intracelulares que resultam na
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial. A permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial € um requisito para a liberacdo dos fatores pré-apoptoticos. O
citocromo ¢ é o principal componente pro-apoptéticos do espaco intermembrana da
mitocondria. Ao ser liberado no citosol, o citocromo ¢ se liga com o fator protease
ativador de apoptose-1 (Apaf-1) que leva a formacéo do apoptossomo. Apaf-1 também
é responsavel por recrutar a procaspase-9, que se autoativa em caspase-9 e age
mediando a ativagdo de procaspase-3 em caspase-3 €, consequentemente na ativacao do
apoptossomo (Pereira et al., 2002; Saunders et al., 2013). Outras condi¢des podem levar
a formacéo de poros e consequente permeabilizacdo da membrana mitocondrial, como

baixos niveis de ATP e dano oxidativo.

33



A perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) foi reconhecida em
concentrados de plagueta humanos estocados em plasma e em solucGes aditivas
sintéticas (Composol e SSP+) através de testes in vitro com sondas fluorescentes (J-
aggregate forming cation - JC-1). A permeabilizacio da membrana externa
mitocondrial leva a despolarizagdo ou perda do A¥Ym, reduzindo a capacidade de
sintetizar ATP, desta forma, ocorre o estimulo para formacdo do complexo Citocromo
c-Apaf-1-caspase-9-apoptossomo-caspase-3. A redugdo do A¥m esta diretamente
correlacionada com o aumento da exposi¢do da PS (Anexina V) (Pereira et al., 2002;
Cookson et al., 2010; Hayashi et al., 2011). Estudos mostram que plaquetas de caninos
sofrem apoptose mediada pela mitocondria de forma semelhante ao que acontece em

plaquetas humanas (Pereira et al., 2002).

2.3.3. Funcdo das plaquetas

Sabe-se que as plaquetas fazem parte da hemostasia priméria realizando cinco
funcdes primarias: aderéncia, agregacao, secrecdo, e proporcionando a superficie pro-
coagulante e de retracdo do codgulo. A elucidacdo dos mecanismos moleculares que
realizam estas funcdes levou a uma melhor compreensdo da patofisiologia da
hemorragia e do desenvolvimento de novas abordagens de tratamento para pacientes
com distarbios plaquetérios qualitativos e quantitativos. O conhecimento deste
metabolismo também contribui para a aplicacéo de testes in vitro e in vivo utilizados em
estudos que envolvem hemocomponentes, solucdes aditivas, filtros de leucorreducéo e

bolsas de armazenamento (Kickler, 2006).

Em relacdo a funcdo, as plaquetas aderem as superficies subendoteliais expostas,
formam agregados e liberam substéncias amplificadoras do processo hemostatico
presente nos granulos citoplasmaticos. O conteddo dos granulos desempenha uma
variedade de funcdes que inclui o recrutamento de plaquetas adicionais, liberagéo local
de proteinas de coagulacdo e agentes fibrinoliticos. Além disso, fornecem proteinas
quimiotaticas para fibroblastos e outras células necessarias para a reparacéo de tecidos,
como os neutréfilos e macrofagos. As plaquetas também servem como suporte para o
conjunto de proteinas de coagulagdo necessarias para a formacéo eficiente de fibrina. A

retracdo e estabilizacdo do coadgulo sdo eventos fundamentais na prevencdo da
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dissolucdo prematura do codgulo e necessitam da participagdo ativa das plaquetas
(Boudreaux e Catalfamo, 2010; Christopherson, Spangler e Boudreaux, 2012).

A ligacdo de agonistas plagquetarios a receptores especificos, induz uma
sinalizagdo “de dentro para fora” que resulta em uma mudang¢a conformacional das
glicoproteinas da superficie de membrana, facilitando a ades&o e agregacdo plaquetéria.
A ativacdo plaquetéria altera a conformacao dos receptores de membrana de adeséo para
o colageno (receptor a2B1) e fibrinogénio (receptor alllbpB3). Por sua vez, a ligacdo das
proteinas aos receptores promove/aumenta a liberacdo de granulos e permite a
agregacdo plaquetaria, formacdo de fibrina e retracdo do coédgulo (Saunders et al.,
2013). As moléculas sdo geradas por varias vias de sinalizacdo em resposta ao controle
interno e externo de ligacdo ao colageno ou fibrinogénio. Ha formacdo de complexos
firmes e irreversiveis que consolidam a adesdo e agregacdo. O célcio ionizado
plaquetério fica elevado por tempo prolongado e o receptor alllbB3 torna-se
secundariamente inativado. Na forma inativa o receptor alllbB3 perde a capacidade de
ligagdo com o fibrinogénio, promovendo a exposi¢do de PS. Quando a PS é
externalizada, algumas proteinas de coagulacdo podem se ligar a superficie plaquetaria.
Sendo assim, a plaqueta ira atuar como um esqueleto para o complexo tenase-
protrombinase, que acelera a formacéo de trombina e permite a formacdo do coagulo no

local de leséo vascular (George, 2000; Boudreaux e Catalfamo, 2010).

A criagdo de um plug hemostético inicial direciona a coagulagdo para o exato
local da lesdo. O confinamento espacial das rea¢fes que envolvem a coagulacao auxilia
a atividade de varias enzimas e facilitar a formacdo do coagulo. A exposicdo da PS na
superficie plaquetaria é um dos fatores que auxilia neste processo. Para que este evento
ocorra € essencial manter a assimetria da plaqueta, sendo este processo dependente de
ATP (George, 2000). Receptores acoplados a proteina G (GPCR) sdo responsaveis por
ligar as vias de sinalizacdo interna e externa. Os receptores extracelulares para
ADP/ATP (P2yl e P2y12), trombina (PAR1 ¢ PAR4) e colageno (0231 e GPVI)
interagem com seus ligantes especificos mediados pelas vias de sinalizagdo “de fora

para dentro” (Boudreaux e Catalfamo, 2010).

Embora a funcdo hemostatica da plaqueta seja considerada sua funcéo primaria,
observa-se cada vez mais interesse no entendimento da sua contribui¢do na inflamacao,

através do recrutamento dos leucdécitos para os locais de lesdo vascular e a liberagdo de
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mediadores associados a condigdes inflamatdrias. Além de seu envolvimento na
oncogénese e doencas neuroldgicas (Shrivastava et al., 2011; Franco, Corken e Ware,
2015).

2.3.4. Metabolismo plaquetéario

Embora a plaqueta seja um fragmento de célula anucleada, ela é
metabolicamente ativa, possui mitocondria e produz ATP através da glicolise
anaerdbica e aerdbica. Assim como em outros tipos celulares, a oxidagdo da glicose a
piruvato ocorre no citosol e a oxidacdo do piruvato ocorre na mitocdndria via ciclo dos
acidos tricarboxilicos (tricarboxylic acid cycle — TCA). Sendo assim, podemos inferir
que esses pequenos fragmentos de células possuem a capacidade de produzir
paralelamente lactato, pela condicdo anaerdbica, e piruvato decorrente da oxidacao
aerobica (Figura 2). Como a glicolise e a fosforilacdo oxidativa sdo processos
continuos, o produto de uma via serve como substrato para a outra (Devine e Serrano,

2010; Gyongyossy-Issa, 2011).

Em resposta a situacbes de baixa disponibilidade de oxigénio, as plaquetas
fazem a conversdo de glicose a lactato (efeito Pasteur). O efeito Pasteur ocorre quando
ha diminui¢do da fun¢do mitocondrial ou perda do A¥Ym; e também em situagdes em
que a pO,< 2,0 mmHg (estudos in vitro em plaquetas humanas) (Guppy et al., 1995). Os
primeiros estudos relatavam um metabolismo plaquetario predominantemente
anaerdbico. Atualmente se sabe que o metabolismo aerdbico é o maior contribuinte para
producdo de ATP, e este por sua vez, é proporcional a0 nimero de mitocondrias
presentes/viaveis. O aumento dos niveis de lactato (glicolise anaerdbica) em plaquetas
armazenadas sugere uma restricdo da oxigenacao ou diminuicao da funcdo mitocondrial
(Gyongyossy-Issa, 2011; Ohto e Nollet, 2011). No estado de ativacdo plaquetéria a
maioria da energia metabdlica é proveniente da glicélise. A atividade glicélitica se torna
mais intensa pela degradacdo dos granulos de glicogénio plaquetario em mdleculas de
glicose que, na sequéncia, sao reduzidas a lactato (Gyongyossy-Issa, 2011).

As plaquetas também possuem capacidade de produzir lactato pela glicolise
anaerdbica, mesmo na presenca de oxigénio suficiente para suportar a respiracao
mitocondrial. 1sso ocorre pois 0s metabolitos intermediarios produzidos na via

glicolitica sdo necessarios para a biossintese, manutencdo e expansdo da biomassa
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(Devine e Serrano, 2010; Gyongyossy-Issa, 2011). Esse fendbmeno foi descrito pela
primeira vez por Otto Warburg e é referido como "efeito Warburg". As plaquetas
também sdo capazes de metabolizar &nions organicos, como propionato e glutamina;
acidos graxos, como palmitato, triglicerideos, corpos cetdnicos e beta-hidroxibutirato.
Intermediarios glicoliticos como piruvato, citrato e acetato podem alimentar a via

oxidativa aerdbica (Gyongyossy-Issa, 2011).

O destino das vias de respiracdo celular ¢ modulado de acordo com as fontes de
carbono disponiveis. Quando os combustiveis de preferéncia (acetato, citrato, acidos
graxos) estdo disponiveis, diminui a glicélise, entretanto a producdo de lactato nunca
deixa de existir. O acetato parece ser a fonte de energia preferencial destas células.
Estudos demonstraram que plaquetas armazenadas em solucgdes aditivas sintéticas livres
de glicose e com acetato ndo conseguem manter sua funcdo e niveis energéticos
adequados. Indicando que o acetato é um dos combustiveis preferenciais, entretanto ha
necessidade de glicose para manutencdo do metabolismo energético, assim como
bicarbonato e fosfato para neutralizar o baixo pH provocado pelos altos niveis de lactato

(Figura 3) (Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

Destaca-se que a perda de potencial de membrana mitocondrial esta diretamente
associada ao envelhecimento da plagueta na circulacdo e reducdo do metabolismo
aerobico, o que justifica 0 aumento na producgdo de lactato acompanhada a senescéncia
da célula (Boudreaux, 2010b; Devine e Serrano, 2010; Gyongyossy-Issa, 2011).
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Figura 3. Representacdo esquematica das vias metabdlicas da
plaqueta em um meio de preservacdo sintético com glicose e acetato.
Observar a via aerobica e anaerdbica para obtencdo de energia. Também se
observam os &cidos graxos livres e acetato servindo como substrato para o
metabolismo oxidativo. O acetato também age como tampdo alternativo,
assim como o HCOg3 e fosfato (seta pontilhada). Fonte: Ringwald, Zimmermann
e Eckstein, 2006.

2.4. CONCENTRADO DE PLAQUETAS

A falta de um doador de sangue prontamente disponivel, a curta vida de
prateleira do CP, e a dificuldade de administrar um nimero suficiente de plaquetas para
atender as necessidades de transfusdo de um cdo, sd@o as principais dificuldades
encontradas, mesmo em instituicdes veterinarias com servicos de banco de sangue bem
estabelecidos. Entretanto, os CP sdo os produtos ideais para a transfusdo de plaguetas
terapéutica ou profilatica. Eles possuem maior nimero de plaquetas em um menor
volume se comparado com o sangue total fresco e, portanto, podem ser usados para
aumentar a contagem de plaquetas rapidamente enquanto minimiza a transfusédo
desnecessaria de outros componentes do sangue e minimiza o risco de reacoes

transfusionais (Callan, Appleman e Sachais, 2009; Abrams-Ogg, 2010).

38



2.4.1. Métodos de preparacao

Existem trés principais métodos para obtengdo do CP. O método do plasma rico
em plaquetas (PRP-CP), onde o0 PRP é separado do sangue total por centrifugacéo leve.
Entdo, por extracdo manual ou automatica o PRP é separado dos eritrdcitos e realocado
em uma bolsa satélite (especifica para armazenamento de CP). Esta bolsa satélite é
submetida a uma centrifugacdo pesada, o excesso de plasma é extraido resultando em
um pellet de plaquetas ressuspendido em 50 a 70 mL de plasma. Este € 0 método mais
utilizado para producdo de CP em bancos de sangue veterinario (Callan, Appleman e
Sachais, 2009; Abrams-Ogg e Schneider, 2010) (Figura 4A).

Preferido pelos bancos de sangue europeus, no método de buffy coat (BC), apos
a coleta o sangue total é estocado por 24 horas a 22°C e depois sofre uma centrifugacéo
pesada onde 95% das plaquetas se concentram junto aos leucdcitos na capa leucocitaria
(buffy coat). Entdo, por extracdo automatica onde se faz uma centrifugacdo pesada
extraindo os eritrécitos para uma bolsa satélite, o plasma para outra bolsa e 0 BC para
outra. Normalmente de 4 a 6 BC sdo misturados, fazendo um pool. Posteriormente, a
bolsa com BC sofre uma centrifugacdo leve, onde os eritrocitos e leucdcitos
remanescentes sdo retirados. Este método tem como vantagem a possibilidade de
armazenar a bolsa por um dia antes do processamento, e também um maior rendimento
de plasma para producdo de outros hemocomponentes e hemoderivados (Callan,
Appleman e Sachais, 2009) (Figura 4B).
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Figura 4. Preparo do concentrado de plaquetas pelo método do
plasma rico em plaquetas (PRP) e buffy coat (BC). A. No método de PRP o
sangue total é submetido a centrifugacdo leve, o PRP ¢é extraido para uma
bolsa secundaria (especifica para armazenamento de CP), que é submetida a
centrifugacdo pesada. Posteriormente é retirado o excesso de plasma,
resultando em um CP de Unico doador com aproximadamente 60 mL. B. No
método BC (top and botton) o sangue total é submetido a centrifugacdo
pesada, o plasma é extraido por cima (top) e o concentrado de eritrécitos
por baixo (botton), deixando o BC com plaquetas na bolsa de coleta inicial.
Varias unidades de BC sdo agrupadas (pool) e é adicionado plasma ou
solucdo aditiva plaquetaria. Este pool é submetido a centrifugacdo leve para
sedimentar os eritrocitos residuais. Entdo o pool de CP ¢ extraido para uma
bolsa secundéaria (especifica para armazenamento de CP). Fonte: Adaptado
de Devine e Serrano (2010).

A coleta também pode ser realizada por aférese, que € um processo
automatizado. Este € 0 método mais utilizado em bancos de sangue americanos, sendo
muito utilizado em humanos, e ocasionalmente em animais (Hoareau et al., 2014).
Durante a plaquetaférese, o sangue é removido do doador e anticoagulado com citrato,
em um circuito extracorpéreo onde a plaqueta é separada do sangue total por
centrifugacdo e os eritrocitos retornam para o doador. O procedimento tem muitas
vantagens para o receptor, pois haverd uma exposi¢do extremamente reduzida aos
componentes eritrocitario, plasmético e leucocitario do doador (Callan, Appleman e
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Sachais, 2009). Um estudo experimental com doadores caninos relatou que o
procedimento foi bem tolerado pelos animais, cada doacgdo teve uma meédia de 90 a 120
minutos. Mas tem como efeito colateral a reducdo da concentracdo de calcio ionizado,

requerendo suplementacdo deste mineral nos doadores (Callan, M. B. et al., 2008).

2.4.2. Considerag0es sobre o0 armazenamento

Um dos principais cuidados durante a coleta, processamento e armazenamento
do CP ¢é a correta esterilizacdo. A contaminacdo bacteriana do componente plaquetario
pode resultar em consequéncias potencialmente fatais. Muitos procedimentos sao
recomendados para reduzir o risco de bacteremia incluindo tricotomia ampla e anti-
sepsia adequada do local de venopuncéo, descarte dos primeiros 20 mL de sangue para
prevenir a contaminacdo da pele, monitoramento das unidades plaquetarias durante o
periodo de estoque e antes da transfusdo. No Brasil, recomenda-se que 10% ao més das
unidades produzidas sejam testadas quanto a contaminacdo bacteriana durante o periodo
de estoque (Anvisa, 2014a).

A recomendacdo é que depois de processados, os CP permanecam em repouso
por uma hora e posteriormente sejam colocados em agitacdo continua até o final do
periodo de estoque. Estudos demonstram que estocar plaquetas em condicfes estaticas
resulta em decréscimo do pH, baixa capacidade de agregacdo e aumento da ativacdo
plaquetéria. Periodos sem agitacdo, por até 24 horas ndo resultam em danos severos a
viabilidade, mas quando acima deste periodo alteracbes metabodlicas funcionais e
morfologicas serdo observadas (Hunter, Nixon e Murphy, 2001; Dumont et al., 2007;
Skripchenko et al., 2010).

Em relacdo a temperatura, recomenda-se que o CP seja armazenado a 22°C +
2°C. Tentativas experimentais de armazenamento de CP humanos a 37°C, mimetizando
a temperatura corporal, mostraram maior risco de contaminagao bacteriana, o dobro de
consumo de oxigénio, aumento dos niveis de lactato e redugdo do pH (Blajchman,
2001). Algumas alternativas estdo sendo testadas com intuito de reduzir a temperatura
de estoque: plaquetas refrigeradas a 4°C, plaquetas criopreservadas a -80°C, que tem
como grande vantagem o periodo de estoque prolongado para 1 ano e plaquetas
liofilizadas que permitem o armazenamento a -80°C por muitos anos. Estes métodos

ndo habituais de armazenamento relatados tém como principal vantagem o tempo de
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estoque prolongado e o baixo risco de contaminagdo bacteriana. Entretanto, estudos
relatam como desvantagem a baixa recuperacdo pos-transfusional e reducdo da meia
vida, sendo produtos indicados somente para controle de hemorragia ativa (Allyson,
Abrams-Ogg e Johnstone, 1997; Appleman et al., 2009; Callan, Appleman e Sachais,
2009; Davidow et al., 2012).

2.4.3. Critérios para avaliagdo laboratorial

Segundo Abrams-Ogg (2003; 2010), um CP canino preparado por centrifugacédo
de uma bolsa de 450 mL de sangue total fresco pode tem em média 8,0 x10*° plaquetas
por unidade, a contagem de leucécitos é de 0,1 a 2,3 x 10° por unidade, e 0 hematécrito
varia de 0,1% a 2,6% (sendo o ideal < 1%). Quando preparado por aférese de um Unico
doador de sangue, pode conter em média de 1,0 a 2,95 x 10" plaquetas/unidade. Em
relacdo ao volume, enquanto um CP preparado de uma unidade de sangue total contém
de 40 a 70 mL, o CP por aférese pode conter de 200 a 300 mL. Os CP s&o usualmente
armazenadas a temperatura ambiente durante 5 dias (Dumont e Vandenbroeke, 2003;
Callan, Mary Beth et al., 2008).

Como ndo existe uma agéncia universal regulamentadora dos procedimentos
operacionais padrdo para producdo de hemocomponentes em medicina veterinaria, leva-
se em consideracéo as diretrizes sugeridas pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, BR) e Associacdo Americana de Bancos de Sangue (AABB, US). Segundo
estas agéncias o CP obtido do sangue total através do método do PRP deve ser
armazenado de 20 a 24°C sob agitacdo constante e deve seguir parametros ja pré-
definidos: deve ter volume entre 50 e 60 mL, contagem de plaquetas > 5,5 x 10" por
unidade de CP (em pelo menos 90% das unidades produzidas), analise microbiolégica
negativa, pH > 6,2 e presen¢a do efeito swirling até o final do periodo de estoque.
Aquelas unidades que foram leucorreduzidas devem ter <8,3 x 10° leucécitos residuais
por unidade. Em relacdo a contaminacédo eritrocitaria, 0 hematdcrito deve ser < 1%
(Stroncek e Rebulla; Anvisa, 2004; Gongalves, 2006; Stroncek e Rebulla, 2007. Anvisa,
2014a; Kaufman et al., 2015).
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2.4.4. Bolsas para armazenamento de concentrado de plaquetas

Mudancas no pH dos concentrados de plaquetas podem exercer efeitos deletérios
na viabilidade plaquetaria. A fim de manter o pH durante 0 armazenamento a 22°C, é
necessario o uso de bolsas que permitam a eficiente permeabilidade de oxigénio e
dioxido de carbono. A primeira geracdo de bolsas eram compostas de policloreto de
vinila (PVC) e di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), possuiam pouca permeabilidade ao
oxigénio, permitindo estoque por apenas 3 dias. O pH das unidades caia para menos de
6,0 ao final do tempo de estoque, além disso, foram identificados efeitos nocivos
ocasionados pela lixiviagdo do ftalato no concentrado de plagquetas. Quantidade
significativa de ftalato poderia migrar para o sangue estocado, e se estocar no tecido
humano com potencial efeito carcinogénico e teratogénico (Carmen, 1993). Entdo, outra
tentativa foi reduzir a quantidade de DEHP e substituir o PVC pelo polietileno. Estudos
in vitro demonstraram que este Ultimo mantinha melhores niveis de pH e taxa reduzida
de producdo de lactato. Efeito correlacionado ao fato de que o material é duas vezes
mais permeavel ao oxigénio que o PVC (Jaeger e Rubin, 1972; Van Der Meer e De
Korte, 2011). Como descrito anteriormente, Guppy e colaboradores observaram que em
condicBes de andxia a célula aumenta sua dependéncia pelo metabolismo anaerdbico
com o objetivo de manter os niveis energéticos, e assim aumentar a producdo de lactato
— efeito Pasteur (1995).

Todavia, o polietileno se mostrou ser muito fragil para producdo de bolsas de
sangue. Entdo, uma segunda geracdo de bolsas, agora usando poliolefina, material
robusto o suficiente para uso na rotina e com a permeabilidade adequada para a troca
gasosa foi produzido. Outros estudos sugeriram que a fineza do plastico e tamanho da
bolsa também influenciaria na viabilidade plaquetéria. Plasticos mais finos poderiam
ajudar na permeabilidade de oxigénio, e bolsas maiores maximizariam a area de

superficie para difusdo dos gases (Prowse, De Korte, Hess, Van Der Meer, et al., 2014).

Nesta segunda geragdo também foram produzidas bolsas com di-n-decilftalato
(DnDP)-PVC e tri(2-etilhexil) trioctiltrimelitato (TEHTM ou TOTM)-PVC, estas
possuiam uma maior permeabilidade ao oxigénio, estendendo o tempo de estoque para 5
dias (Dekkers et al., 2007; Tynngard, Trinks e Berlin, 2010; Tynngard, N., Trinks, M. e
Berlin, G., 2012). Testes comparativos mostraram a eficacia das bolsas desenvolvidas
com DnDP-PVC e di-undecil tereftalato-PVVC (nome comercial UPX80), outro produto
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de segunda geracdo, quando comparados com os citados anteriormente (Van Der Meer
et al., 2010; Van Der Meer e De Korte, 2011).

Entretanto, um estudo mais recente desenvolvido por van der Meer e
colaboradores comparou o armazenamento dos CP em seringa, bolsas DEHP-PVC e
bolsas butiril tri-n-hexil citrato (BTHC)-PVC, um produto de terceira geracdo. Todos 0s
resultados correlacionados a manutencéo do pH, niveis de oxigénio, consumo de glicose
e producdo de lactato favoreceram as bolsas de BTHC-PVC (Krailadsiri, Seghatchian e
Williamson, 2001; Tynngard, 2009; Van Der Meer e De Korte, 2011).

Dentre as empresas que fornecem sistemas de coleta de sangue no Brasil com
bolsas para armazenamento de plaquetas estdo: Fenwal, FreseniusKabi, Terumo
Medical Corporation e JP Industria Farmacéutica. Na linha de produtos Fenwal, PL 146
(DEHP-PVC) é o pléstico utilizado para 0 armazenamento de eritrocitos, mas também
pode ser utilizado para concentrado de plaguetas. Entretanto ndo se recomenda
armazenamento de CP por mais de 3 dias, por ser considerado um material de primeira
geracdo. A mesma empresa também tem um plastico multiuso de segunda geragédo
PL1240 contendo PVC e trimelitato como plastificante (TOTM-PVC); que é duas vezes
mais permeavel ao oxigénio e dioxido de carbono do que o PL 146. E também, o PL
2410 que é composto de plastico de poliolefina e é quatro vezes mais permeavel ao
oxigénio e dioxido de carbono do que o PL 146. A Fresenius Kabi possui as bolsas da
linha Compoflex com opcGes em DEHP e TOTM. A JP Industria Farmacéutica possui a
linha Standard usando TOTM como material das bolsas para armazenamento de
plaquetas. A Terumo Medical Corporation utiliza 0 XT612 que é composto de PVC e
utiliza como o DEHP como plastificante. Todas as tecnologias que usam o DEHP foram
modificadas; com espessura do plastico reduzida houve incremento na troca de gases e
baixo risco de contaminagcdo por ftalato. Esta modificacdo permite para maior
permeabilidade de oxigénio e carbono dioxido através do recipiente, aproximadamente
duas vezes que o PL 146 (Simmchen, Ventura e Segura, 2012; Prowse, De Korte, Hess,
Van Der Meer, et al., 2014). Todos os materiais citados sdo aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA, US). No Brasil, a Anvisa recomenda somente o0 DEHP-
PVC e TOTM-PVC pra armazenamento de CP humano por 5 dias (Anvisa, 2014b).

Um estudo testou a eficacia do armazenamento de CP canino por 9 dias em
bolsas TOTM-PVC (PL1240,Baxter), poliolefina, (PL732, Baxter) e DEHP-PVC (XT
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612, Terumo Medical Corporation). Todas mantiveram pH aceitavel (> 6,2) até o ultimo
dia de estoque. Entretanto, os CP armazenados em XT612 e PL1240 tiveram melhores
resultados em relacdo as avaliacbes metabdlicas de lesdo de estoque plaquetario. Mas,
corroborando com dados de CP humano pode-se observar uma diminuicéo significativa

da pO, nas amostras armazenadas em XT612 (Sink, 2002).

Vérios estudos tem sido desenvolvidos para encontrar o material adequado de
armazenamento deste hemocomponente. A alta concentracdo de plaquetas associada ao
baixo volume plasmatico dos CP faz com que haja um aumento da producéo de lactato,
levando a variagOes de pH e reducéo do tempo de prateleira do produto (Van Der Meer
e De Korte, 2011; Prowse, De Korte, Hess, Van Der Meer, et al., 2014).

Estudo baseado em hemoterapia humana mostra que a melhora na
permeabilidade das bolsas fez com que o tempo de armazenamento tenha aumentado de
trés para até sete dias. O material mais recentemente avaliado é totalmente livre de
ftalato e PVC - di(isononil)ciclohexano-1,2-dicarboxilato (DINCH) — e mostrou-se
eficaz para estoque de plasma, eritrdcitos e plaquetas. Sendo a Gltima, armazenada por
sete dias (Lagerberg et al., 2015). Obviamente, 0 aumento do tempo de armazenamento
também esta associado ao desenvolvimento de solugdes aditivas, introducdo de técnicas
de reducdo de patdgenos e uso de separadores automatizados (Tynngard, 2009; Van Der
Meer et al., 2010; Van Der Meer et al., 2012).

2.5.SOLUCOES DE PRESERVACAO PARA CONCENTRADO DE
PLAQUETAS

Nos hospitais veterinarios, recomenda-se o uso de multiplas transfusdes de
plaquetas em pacientes com contagens plaquetarias baixas. Esta recomendacéo leva em
conta a dificuldade na aquisicdo de hemocomponentes com um elevado nimero de
plaquetas, e a tendéncia de transfundir somente por indicacdo terapéutica, e nédo
profilatica. Nota-se também que a sobrevivéncia média de plaquetas no cdo é apenas de
5 a 7 dias versus 8 a 11 dias em humanos. Além disso, as plaquetas caninas podem
perder a viabilidade mais rapidamente durante o0 armazenamento a temperatura
ambiente. Portanto, a frequéncia entre transfusdes é maior em cdes do que as relatadas

em humanos (Jutkowitz et al., 2002; Buckley, Aktay e Rozanski, 2009). Abrams-Ogg
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(2003), estimou que a contagem de plaquetas possa cair cerca de 33% por dia, 0 que

exige uma nova transfuséo a cada dois ou trés dias.

A ideia de estocar plaquetas em meio artificial, livre de plasma, comecou em
1980, junto com as primeiras tentativas de estocar plaguetas. A procura por novas
formas ou solugOes aditivas de preservacdo sempre foi uma preocupacdo para a

medicina humana, este interesse continuo se da pelas evidentes vantagens deste método:

e O aumento da disponibilidade de plasma para fracionamento (Alhumaidan e
Sweeney, 2012).

e A reducdo da ocorréncia de reagdes transfusionais. A frequéncia de reacfes nédo
hemoliticas agudas em CP tradicionais é de aproximadamente 20%, de reacdes
moderadas a severas de 2,2% (Enright et al., 2003). Em cdes, esta frequéncia chega
a 35,7% (Gongalves, 2006). Estudos anteriores ja demonstram a queda de reacdes
relacionadas ao plasma em CP armazenado em salina ou Plasmalyte A (Vo et al.,
2001). Posteriormente, estudos clinicos randomizados avaliaram o uso de SAP,
assim como a reducdo do volume residual de plasma para 65% SAP/35% plasma, e
os resultados demonstraram reducédo de reacdes transfusionais ndo hemoliticas (1,37
para 0,5%), alérgicas (0,82 para 0,29%) e reacGes ndo hemoliticas febris (0,5 para
0,17%) (Capocelli e Dumont, 2014). Estes resultados tém facilitado o manejo de
politransfundidos e também modificado indicacBes clinicas sobre uso ou ndo de
transfusdes profilaticas (Kaufman et al., 2015).

e Reducdo das consequéncias adversas associadas a PSL, levando a producdo de
componentes mais padronizados com vida de prateleira estendida (Devine e
Serrano, 2010; Leitner et al., 2015).

A primeira geracdo de solucbes aditivas plaquetarias (SAPI; Plasma Lyte A,
Baxter) era uma solucdo salina simples, ainda com necessidade de quantidade
significativa de plasma, e com a glicose atuando como substrato energético. Em estudos
comparativos, esta solucdo consegue manter a viabilidade e metabolismo energético por
até 3 a 5 dias. Uma segunda geracdo (SAPII ou SAP-B;T-Sol ou SSP Fenwal, Fresenius
Kabi, Macopharma) incluiu o acetato como substrato metabdlico obtendo bons
resultados de viabilidade in vitro e in vivo. Mesmo o incremento plaquetario pés-

transfusional sendo inferior ao CP tradicional houve uma reducdo significativa de
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reacOes transfusionais, fazendo com que a Europa comecgasse a utilizar esta solucéo
(Amorini et al., 2007; Heaton, 2013).

Com o avanco das pesquisas, foram adicionadas as formulacgdes fosfato para agir
como tampédo (SAPIII ou SAP-C; InterSol, Fenwal, Fresenis Kabi). Esta composi¢édo
aumenta a taxa de glicOlise e consegue manter os niveis de ATP, o que foi associado
com boa viabilidade plaquetaria (Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006). O
desenvolvimento da solucdo com adicdo de fosfato foi considerado um marco no
desenvolvimento de soluc@es aditivas plaquetarias. Posteriormente foi sugerida a adi¢do
de potéssio e magnésio com o intuito de suprimir o metabolismo plaquetario
(Gulliksson et al., 2003; Diedrich et al., 2008). Estudos com a SAPIII, também a
associaram com a reducdo de patdgenos, e por todos estes fatores foi a primeira SAP
aprovada para uso nos Estados Unidos (Heaton, 2013). As solucBes tém algumas
variacbes de acordo com o fabricante e composi¢do, sendo distinguidas por
nomenclaturas técnicas e comerciais: InterSol (SAPIII ou SAP-CFenwal, Fresenis
Kabi), Composol (SAP-D, Fresenius, Alemanha), SSP+ (SAPIIIM ou SAP-E,
MacoPharma, Franca) (Tabela 1). Todas foram criadas baseando-se na formulacdo base
da SAPIII, porém com adi¢do de fosfato, gluconato ou glicose, a fim de aumentar sua
capacidade de tampdo, reduzir o estresse metabdlico, diminuir a progressdo das PSL,
aumentar a vida de prateleira e melhorar o incremento pds-transfusional. Estas fazem
parte da terceira geracdo de solucbes plaquetérias criadas (Gulliksson et al., 2003;

Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

Grupos de pesquisa europeus tém feito estudos clinicos comprovando a eficacia
destas solucbes por até 10 dias de armazenamento. Estudos in vitro sugerem
manutencdo de viabilidade plaquetaria de CP coletado por aférese e armazenado em
80%SAP/20% plasma por até 18 dias (Slichter et al., 2014). Também, pode-se observar
que a adicdo de magneésio e potassio, teve bons resultados in vitro, mas ndo houve
melhora no incremento plaquetario nos testes in vivo (Van Der Meer, 2007; Greco et al.,
2010; Heaton, 2013).

Uma quarta geracdo de SAP foi desenvolvida e aprovada para uso in vivo nos
Estados Unidos, chamada SAP-F (Isoplate, Terumo Medical Corporation) foi testada
quanto a sua viabilidade usando 65% SAP/35% plasma por sete dias in vitro e cinco

dias in vivo e mostrou melhores resultados pos-transfusionais e de viabilidade in vitro
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que as anteriores. Esta solugdo caracteriza-se por ndo tem acetato e possuir menor
quantidade de fosfato (Dumont et al., 2013). A variavel europeia desta solucao,
chamada de SAP-G (Intersol-G, FreseniusKabi; PASG, PallCorp.; M-sol ou BRS-A,
experimentais) tem composicdo semelhante a SAPIIIM mas com adi¢do de glicose

(Gravemann et al., 2015).

Tabela 1. Composicéao das solucgdes aditivas plaquetérias

Empresa Baxter Fenwal Fenwal Fresenius Macopharma B.i_fr[larﬁgn’ Pall
Nome técnico SSA:F; :3" SS':';-I(I:I’ SAP-D S?AAE’F;;FI\’/I SAP-F SAP-G
It;loonr?ei’cial Plasn’;alyte T-Sol, SSP Intersol Composol SSP+ Isoplate PAS-G
Componentes

Fosfato - - 28,2 - 28,2 0,5 4
Acetato 27 30 32,5 27 32,5 27 15
Citrato - 10 10,8 11 10,8 - 7,5
crt 98 116 773 98 77,2 98 121
Glicose - - - - - - 30
Gluconato 23 - - 23 - 23 -
K™ 5 - - 5 5 5

Mg 1,5 - - 1,5 1,5 1,5

Na*? 140 176 192 173 183,9 141 133
pH 7,4 - 7,2 7 7,2 7,4 54

*Todos os valores da Tabela estdo expressos em mmol/L. Adaptado de Ringwald, Zimmermann e
Eckstein (2006); Dumont et al (2013).

2.5.1. Componentes das soluc¢fes aditivas plaquetarias

Como descrito acima e demonstrado da Figura 2, a evolucdo das SAP é baseada
em quatro elementos de referéncia: citrato, acetato, fosfato e glicose. Em relagdo ao
citrato, sua aplicacdo esta associada a coagulacdo. Todavia, ao se observar que
concentracdes de citrato entre 14 e 26 mmol/L estavam associadas ao aumento da
producdo de lactato, fez-se necessario adaptar as concentracfes deste elemento. Entdo, a
literatura recomenda o uso de aproximadamente 10 mmol/L nas solugdes aditivas (Van
Der Meer, 2007).
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O fosfato tem dois efeitos contraditorios durante o estoque plaquetério: age com
efeito tamponante e ao mesmo tempo, promove glicélise e producdo de lactato
(Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006). Ele é requerido na conversdo de
gliceraldeido-3-fosfato em 3-fosfoglicerato, por isso acaba estimulando a glicolise.
Testes in vitro comparando uso de SAP com (SAPIII) e sem fosfato (SAPII) mostram
uma reducdo da glicolise e estabilizacdo do pH em concentracfes superiores a 10
mmol/L. Resultados significativos foram observados ao utilizar concentracdes entre 26
e 40 mmol/L. Sendo o fosfato componentes dos nucleotideos de adenina, sua presenca
na SAP também impacta nas concentracbes de ATP e ADP. Por este motivo, o CPD
(citrato-fosfato-dextrose) € preferido como anticoagulante para producdo de
hemocomponentes, e ndo se recomenda o uso de ACD (acido citrico-dextrose)
(Gulliksson, 2003; Gulliksson, 2014). SAP-D (Composol) contém gluconato ao invés de
fosfato com objetivo de manter a capacidade tamponante sem aumentar a producéo de
lactato.

Como alternativa, testou-se adicionar magnésio e potassio nos meios contendo
fosfato (ex. PASIIIM ou SAP-E); o objetivo era reduzir a glicélise e a ativacdo
plaquetaria com melhor manutencdo do pH. O mecanismo envolvido ndo estd muito
claro, porém, o aumento da concentracdo de magnésio pode inibir a agregagdo por
alterar a estabilidade da membrana ou por influenciar na formagdo de AMP ciclico
(Zhang et al., 2008). O potassio parece desempenhar um papel na manutencdo do
potencial de membrana, sendo que a reducdo da sua concentracdo citosolica pode
estimular a liberagdo de citocromo ¢ e promover a formagdo do apoptossomo,
desencadeando o processo de apoptose. SAP com magnésio e potassio parecem ter
menores porcentagens de expressdo de CD62P e caspase, além de melhor manutengéo
do pH (Gulliksson et al., 2003).

O acetato foi adicionado as SAP por ser um combustivel oxidavel, e sua
presenca pode reduzir o metabolismo anaerobico e aumentar 0 consumo de oxigénio
(Gulliksson, 2014). No TCA, o acetato é metabolizado a acetil-CoA, oxidado em CO, e
H.,0, consumindo H*. O acetato também pode se ligar ao oxalacetato, formando citrato,
que também serd metabolizado no TCA. A presenca de citrato inibe a
fosfofructoquinase, enzima da via glicolitica, reduzindo a formacdo de lactato. A
facilidade com que o acetato é metabolizado a acetil-CoA acaba inibindo a oxidacao de

outros combustiveis, como os acidos graxos. Outro beneficio da incorporacéo de acetato
49



é a remocao do fon H*, agindo de forma tamponante contra a redugdo de pH provocada
pela glicolise (Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006; Tynngard, 2009).

Por fim, a adicao de glicose também é um ponto muito questionado na producao
das SAP. O metabolismo da glicose se da por via anaerobica ou através da sua oxidagéo
completa no TCA. Estudos concluiram que aproximadamente 85% da energia gerada
nos CP é obtida pelo metabolismo aerdbico, e somente 15% via glicélise, além disso,
somente 1,4% da glicose é oxidada no TCA (Guppy et al., 1995; Ringwald,
Zimmermann e Eckstein, 2006). Estas observacfes levaram os pesquisadores a tentar
retirar a glicose dos meios de armazenamento, mas os resultados obtidos mostraram
baixo incremento plaquetério in vivo e prejuizo das caracteristicas metabdlicas in vitro
com reducdo dos niveis de ATP e lise plaquetaria; concluindo que a glicose deve ser
mantida nas SAP (Gulliksson, 2003; Amorini et al., 2007; Gyongyossy-Issa, 2011). O
objetivo da solucdo aditiva é reduzir o metabolismo plaquetario para que ele ocorra de
forma lenta e continua. Como observado na Tabela 1, o plasma residual € a Unica fonte
de glicose das formulacdes de SAP. Com excecdo da SAP-G, representante da quarta

geracdo, na qual se adicionou glicose na formulacdo (Gravemann et al., 2015).

Devido ao processo tecnoldgico envolvido, as SAP de terceira e quarta geracdo
sdo solucbes mais caras, mas com uso promissor nos bancos de sangue humano. Nos
Estados Unidos esta liberado o uso de duas solucfes aditivas para armazenamento de
CP por sete dias, na proporcdo de 65% SAP/35% plasma residual: SAP-C (SAPIII ou
Intersol, Fresenius Kabi) e SAP-F (Isoplate, B. Braum, Terumo Medical Corporation).
Na Europa e Autralia estdo liberadas: SAP-B (SAPII ou T-Sol, Fenwal, Fresenius
Kabi), SAP-C, SAP-D (Composol, Fresenius Kabi) e SAP-E (SSP+, Macopharma)
(Heaton, 2013). No Brasil, ainda ndo existem estudos experimentais que norteiem o uso
destas solucdes nos bancos de sangue humanos. A SAPI (SAP-A ou Plasmalyte A) esta
comercialmente disponivel no pais, mas tem sido utilizada apenas para reposi¢do

eletrolitica, que € sua indicacao de bula.

2.5.2. Requerimento de plasma com uso das solugdes aditivas

plaguetarias

As diretrizes para uso de SAP para estoque de CP requerem a incorporacdo de

aproximadamente 30% de plasma autdélogo no meio. Esta orientacdo esta baseada em
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resultados de varios estudos que observaram que ha necessidade de plasma residual para
manutencdo da qualidade plaquetéria in vitro (Van Der Meer, P. F., Pietersz, R. N. e
Reesink, H. W., 2004; Van Der Meer et al., 2012), mas, a quantidade de plasma
dependerd da solucdo aditiva utilizada. Plasma residual de 30% ird prover
aproximadamente 7,5 mmol/L de glicose, com um consumo médio de 1,0 mmol/L/dia
(dados em CP humanos), o que deve ser glicose suficiente para manter o metabolismo
por 5 a 7 dias (Murphy, 2004).

A presenca de bicarbonato no plasma tem um efeito tamponante, com a
conversdo do ion H* produzido pela glicolise em CO, e H,O. Os acidos graxos
presentes no plasma também podem ser um combustivel adicional para o metabolismo

oxidativo (Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

Estudos utilizando plasma residual inferior a 2% reportaram perda das
caracteristicas morfologicas das plaquetas, o que poder ser atribuido ndo a questdes
metabdlicas, mas a fatores plasmaticos correlacionados com a manutencdo da
integridade de membrana (Gulliksson, 2003). Existem varios estudos comparando
diferentes porcentagens de plasma residual com diferentes solucdes aditivas, entretanto
o valor minimo de 30% de plasma residual ainda parece ser 0 mais recomendavel para
manutencdo da qualidade dos CP (Van Der Meer, P. F., Pietersz, R. N. I. e Reesink, H.
W., 2004; Vassallo et al., 2010; Capocelli e Dumont, 2014).

Ao avaliar os dados experimentais deve-se considerar que fatores como: método
de coleta, composicdo da SAP, percentual de SAP/plasma residual utilizado, método de
processamento do CP, esterilizacdo e material da bolsa de armazenamento sdo variaveis
que podem influenciar nos resultados de viabilidade do CP; dificultando a comparagéo
dos dados experimentais (Tabela 2) (Van Der Meer, 2007; Greco et al., 2010;
Alhumaidan e Sweeney, 2012; Slichter et al., 2014). Nao ha estudos relatando o uso das
SAP em cdes, de forma que os bancos de sangue veterinarios ainda estocam os CP em
100% plasma, o que diminui a vida de prateleira do produto, aumenta a chance de
reacOes transfusionais e, além disso, minimiza o uso do plasma para o fracionamento e

producdo de outros hemocomponentes.
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Tabela 2. Comparacéo entre os resultados de estudos relatando parametros in vitro de concentrado de plaquetas (CP) em plasma, utilizando
porcentagens variadas de plasma residual para as solugdes aditivas plagquetarias em diferentes métodos de obtencdo do CP, material das bolsas
plasticas e tempos de estoque.

Solucoes aditivas

plaguetarias Plasma | PASIII | SSP+ | Composol

Plasma residual (%) 100% 100% .+  50%  115% 20% 30% 35% . 35% 30% 35% 30%
Meétodo de obten¢do do CP PRP BC ! PRP ! BC BC BC BC ! BC BC BC BC

N amostral 64 62 | 5 12 12 14 3 ! 23 5 10 10
Material bolsa CP DEHP-PVC DEHP-PVC ! Poliolefina ! Poliolefina Variado . Variado BTHC-PVC Poliolefina DEHP-PVC
Leucorreducéo Sim Sim ! Né&o ! Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tempo de estoque (in vitro) 5 5 ! 7 ! 7 7 7 8 ! 8 12 9 5

pH (dia 5) 6,7¢026 670,26 : 7,31+0,13 : 7?0 7?0 7?0 > 6,6 : >6,6 685009  6,93+0,12 >7,0
Swirling (dia 5) >2 >2 | Adequado Adequado 3.0+0 2,0+0,7 3.0+0
Referéncia Singh et al, 2009 i Sweeney et al., 2006 i Gravemann, 2015 van der Meer et al, 2010  van der Meer et al, 2004 Van der meer, 2001  Tynngard et al, 2012

PRP: plasma rico em plaquetas; BC: buffy coat; NI: ndo informado.
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2.6. LESAO PLAQUETARIA DE ESTOQUE

O armazenamento de longo prazo de CP é essencial para garantir um
fornecimento estavel de plaquetas para transfuséo e reduzir o desperdicio devido a CP
expirados. No entanto, durante o armazenamento, as plaquetas estdo sujeitas a
numerosas modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais que incluem a
diminuicdo do pH devido ao acumulo de lactato; mudanga na forma de discoide a
esférica; liberacdo do conteldo dos granulos plaguetarios, o que leva a exposi¢do dos
receptores na superficie das plagquetas e decréscimo significativo da capacidade de
agregacdo; perda de potencial mitocondrial ocasionado pelo estresse metabolico,
acumulo de radicais livres e ativacdo das vias de apoptose. Essas mudancas progressivas
observadas durante o armazenamento sdo coletivamente denominadas de lesGes de

armazenamento de plaquetas ou PSL.

A ativacdo plaquetéria resulta em transformacdo da sua forma discoide habitual
para um formato esférico e com espiculas. Sugere-se monitorar as mudancas
morfoldgicas através do swirling dos CP estocados. Ao agitar gentilmente uma bolsa de
CP em direcdo a luz, a populacdo de plaguetas discoides ira se dissipar em varias
direcbes devido as varias orientacdes das plaquetas em relacdo a luz incidente. Este
efeito parece um turbilhonamento ou uma “nuvem turbulenta”. Quando as plaquetas
estiverem esféricas, este efeito ndo ir4 ocorrer (Abrams-Ogg e Schneider, 2010). Esta
técnica € simples e ndo onerosa, mas estudos relacionados com avaliacdo in vivo da
eficiéncia hemostatica das plaquetas transfundidas ndo encontraram uma boa correlagédo
entre este teste e a viabilidade plaquetaria. Acredita-se que as plaquetas ao serem
ativadas in vitro tém a mudanca para o formato ndo discoide, entretanto conseguem
circular ou “turbilhonar” normalmente. Portanto, recomenda-se que este pardmetro néo
seja usado de forma isolada, e sim associado a outros testes como pH e contagem

plaquetaria (Evaluation of stored platelets, 2004; Kaufman, 2006).

A avaliacdo do volume plaquetario médio (mean platelet volume — MPV)
também parece ser uma forma de avaliar a morfologia. Durante 0 estoque pode-se
observar um aumento do MPV relacionado ao swelling da populagéo e uma
transformacéo da forma discoide para esférica. Entretanto, deve-se correlacionar com 0s
dados de distribuicdo média do tamanho plaquetario (platelet distribution width — PDW)

e observar presencga de dupla populacdo plaquetaria nos gréficos (Singh, Chaudhary e
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Ray, 2003b). Com o tempo de armazenamento ha lise e formagdo de microparticulas,
levando a um decréscimo do MPV e aumento do PDW. A contagem plaquetaria
também deve reduzir em decorréncia da lise das plaquetas frageis e senescentes
(Mobarrez et al., 2010; Helmond, Catalfamo e Brooks, 2013).

A ativacdo plaquetaria esta correlacionada com PSL e com a eliminagdo precoce
de plaquetas da circulacdo apés a transfusdo. O momento da ativacdo plaquetéaria €
marcado pela liberagdo dos granulos secretorios, formacdo de microparticulas e
mudancas conformacionais e mudanca nas glicoproteinas de membrana. O principal
marcador de liberacdo de granulos alfa é a exposicdo na superficie plaquetéaria de p-
selectina. O marcador CD62P se liga a PSGL-1, entdo 0 aumento da expressao deste
marcador € um indicativo de ativacdo plaquetaria (Leytin et al., 2004). Este marcador ja
foi testado em humanos, caninos e equinos, com resultados satisfatorios em relacdo a
identificacdo de plaquetas ativadas in vitro (Yeo et al., 1993; Moritz, Walcheck e
Weiss, 2003; Curvers et al., 2008; Umeki et al., 2011). Infelizmente, muitos estudos
observam resultados inconsistentes ao correlacionar o aumento da expressdo de CD62P
com o incremento pos-transfusional (Dijkstra-Tiekstra, Pietersz e Huijgens, 2004; Tong
etal., 2015).

As mudancas morfoldgicas e funcionais interagem com as alteracGes
metabdlicas que ocorrem durante o estoque. Como discutido anteriormente, a plaqueta
possui efeito Warburg e Pasteur, mantendo sua energia através do metabolismo aerobico
e anaerobico. A mensuracdo do pH extracelular € a técnica mais utilizada nos bancos de
sangue humanos e veterinarios. Niveis de pH abaixo de 6,2 estdo associados com baixa
viabilidade in vitro. Os CP armazenados em 100% plasma apresentam o decréscimo do
pH ao longo do tempo de estoque. As taxas de producdo de lactato e consumo de
glicose sdo adotadas para avaliar a PSL e viabilidade in vitro (Guppy et al., 1995;
Amorini et al., 2007). Existem poucos estudos que avaliaram estes parametros em CP
caninos, mas aqueles que o fizeram observaram comportamento metabolico e valores
semelhantes aos relatados em humanos (Sink, 2002; Costa, 2011). Métodos néo
invasivos para controle do pH tem sido desenvolvidos a fim de que a viabilidade
metabolica possa ser inferida no maior nimero de unidades plaquetarias estocadas
(Doescher e Muller, 2013).
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O metabolismo aer6bico pode ser monitorado através da mensuragdo da pressao
parcial de oxigénio (pO,) e dioxido de carbono (pCO,). Estudos relatam aumento da
pO, a decréscimo da pCO; associado ao declinio do metabolismo oxidativo. Prowse, De
Korte e van der Meer (2014) alertam que ao avaliar estes dados deve-se considerar 0

material plastico e oxigenabilidade da bolsa de sangue utilizada para o armazenamento.

Outra alteracdo metabolica associada a PSL é a diminuicdo dos niveis de ATP.
Dados de CP humanos mostram uma queda de até 70% até o final do periodo de
estoque (considerando sete dias de estoque), e correlacionam a uma queda de 50% na
recuperacdo in vivo de CP reinfundidos (Singh, Chaudhary e Ray, 2003a). Estudos

glicose (Kaufman, 2006).

Determinar a capacidade das plaquetas estocadas em CP funcionarem
normalmente depois da transfusdo é um dos principais objetivos de muitos testes
empregados nos estudos de lesdo de estoque plaquetario. Neste sentido, uma abordagem
I6gica é procurar determinar a capacidade de agregacao in vitro em resposta a agonistas
fisioldgicos. Os agregdbmetros medem a transmissdao de luz através da amostra, a
agregacdo resulta em um aumento da transmissdo de luz, pois havera a condensacdo das
plaquetas em uma grande particula (agregado plaquetario) onde a luz incidente €
totalmente absorvida. Estudos mostram que plaquetas humanas estocadas por cinco dias
tém pouca capacidade de agregacdo in vitro em resposta aos agonistas ADP, epinefrina
e colageno. Os resultados de Hoareau et al (2014), que avaliaram CPs caninos,
corrobam com os descritos em humanos onde ndo existe diferenga significativa na
agregacao ao longo do tempo de estoque. Em caninos, testes de agregometria sdo
utilizados para estudos clinicos, e os agonistas citados anteriormente parecem ser 0s
mais adequados para avaliar a capacidade de agregacao nesta espécie (Allyson, Abrams-
Ogg e Johnstone, 1997; Klein, Adamik e Mischke, 1999; Ciaramella et al., 2005;
Christopherson, Spangler e Boudreaux, 2012). Outro estudo em plaquetas caninas
criopreservadas optou-se por utilizar trombina como agregante, e as amostras
demonstraram habilidade minima de agregacdo in vitro (Appleman et al., 2009). No
entanto os resultados negativos ndo se refletem in vivo; dados comparativos mostram
que hé capacidade de agregacédo in vivo mesmo quando os resultados da agregometria in
vitro parecem insatisfatorios (Miyaji et al., 2004; Cardigan, Turner e Harrison, 2005;

Jackson, 2007).
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A mitocondria é uma organela importante envolvida na producdo de ATP e
regulagdo de fungdes celulares, incluindo a apoptose. Muitos estudos indicam que o
estresse oxidativo induz a disfuncdo mitocondrial e liberacdo de radicais livres, como o
superdxido e que estas espécies reativas de oxigénio causam apoptose celular. Por isso,
considera-se que a disfuncdo mitocondrial é um mecanismo importante relacionado com
a PSL (Dekkers et al., 2007; Devine e Serrano, 2010; Eder e Moroff, 2010; Hayashi et
al., 2011).

A perda de capacidade mitocondrial levara a interrupcdo do metabolismo
oxidativo que pode ser associado a todas as mudangas morfoldgicas e funcionais citadas
acima. A perda do A¥m é relacionada como um evento precoce durante a apoptose,
levando ao colapso e a morte celular irreversivel. Muitos estudos tem se direcionado a
determinar os melhores parametros para identificar os mecanismos de morte celular
relacionados a lesdo de estoque plaquetério (Li et al., 2000; Perrotta, Perrotta e Snyder,
2003). A expressao da PS na superficie plaquetéaria no periodo de estoque (mensurado
pela ligacdo com Anexina V) é considerada um marcador de ativacdo e atividade
procoagulante, e também indicador de apoptose, pois este fosfolipidio de membrana age

como um sinalizador para remocéo fagocitica da célula (Dasgupta et al., 2010).

A identificacdo da PSL na membrana interna mitocondrial pode ser realizado
através de corantes catibnicos (J-aggregate forming cation - JC-1) que avaliam o A¥m.
Além do JC-1, outro teste também pode ser utilizado para avaliar a mitocdndria, o
Mitotracker Green (MTG) e Red (MTR). O MTG é um corante fluorocromo utilizado
para identificar a massa ou volume mitocondrial, as mitocondrias sdo marcadas e assim
permanecem independentemente do potencial de membrana, mesmo que ndo totalmente
funcionais (presenca de swelling mitocondrial). Em contraste, o MTR marca as
mitocondrias com potencial de membrana, semelhante ao JC-1. Desta forma ha como
fazer uma correlagdo do estresse mitocondrial. O MTG indica que existem
mitocondrias, em contrapartida o MTR mostra que estas ndo possuem mais A¥Ym
(Puleston, 2015). Muitos estudos utilizam este teste para avaliagcdo de apoptose e A¥m,
no entanto ndo existem estudos utilizando o Mitotracker para avaliagdo de plaquetas
caninas ou, CP humano ou, PSL (Xiong et al., 2008; Tal et al., 2009). Shrivastava et al
(2011), em um estudo de caso controle descreveram a avaliagdo da apoptose na
mitocondria da plaqueta em pacientes com esclerose amiotrofica lateral. E um estudo

clinico que demonstrou o envolvimento da disfungdo mitocondrial da plaqueta nesta
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desordem neuroldgica, como resultados ha aumento da exposicéo de PS, diminuicdo do
A¥m identificado pelo JC-1 e a diminui¢do do acimulo do MTR na matriz mitocondrial

indicando apoptose nas plaquetas dos pacientes com esta desordem.

Ohto e Nollet (2011) descreveram que a lesdo de estoque plaquetario envolve
uma serie de alteracdes bioquimicas ligadas a necrose, dano mitocondrial, swelling das
membranas da organela, faléncia metabdlica, lise da membrana e liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH). Com o aumento do interesse sobre o envolvimento da apoptose
na lesdo de estoque plaquetario, outros métodos como a atividade de caspase ou
identificacdo de liberacdo de citocromo ¢ no espaco intermembrana também ja foram

realizados (Gyulkhandanyan et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO DOS ANIMAIS

Cées clinicamente saudaveis, machos e fémeas, provenientes de proprietarios
particulares da regido da Grande Porto Alegre, foram avaliados e selecionados conforme
critérios estabelecidos por pesquisadores da area (Bucheler e Cotter, 1992) e descritos
neste projeto de pesquisa. O uso dos animais teve permissdo do proprietario, que foi
devidamente alertado sobre todos os riscos do procedimento, de acordo com conceitos
de bioética aplicados a pesquisa animal (Ellery, 1985) (Protocolo de aprovacao
CEUA/UFRGS n°20528). Os proprietarios dos animais responderam a um questionario
(cujas respostas foram analisadas pelo médico veterinario responsavel pelo projeto) e
assinaram um termo de consentimento antes de cada etapa do experimento (Anexos 1, 2
e 3).

Os animais tinham entre um e oito anos de idade, pesavam mais de 28 kg e
tinham comportamento docil (animais acostumados a manipulacdo para evitar o
estresse) (Abrams-Ogg e Schneider, 2010). Os parametros bioquimicos e hematolégicos
estavam dentro dos valores de referéncia para a espécie canina, com hematdcrito acima
de 40% (Gibson e Abrams-Ogg, 2012). Além disso, 0s animais participantes estavam
em dia com as vacinas para as principais doencas infecciosas para cdes (Cinomose,
Adenovirus Tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza, Parvovirose e Leptospirose Canina) e
eram negativos no teste sorolégico para antigeno da Dirofilaria immits e anticorpos
contra Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi e Ehrlichia canis (Teste Snap
4DX canino, ldexx Laboratories, Maine, US) e Leishmania spp.(TecsalLab, Minas
Gerias, BR) (Reine, 2004; Wardrop et al., 2005; Tocci e Ewing, 2009; Crawford et al.,
2013).

3.2. AVALIACOES CLINICA E LABORATORIAL DOS ANIMAIS

Antes de cada doacdo, o historico do doador foi averiguado (vacinacédo, controle
de endo e ectoparasitas regularizados e atualizados). O animal foi submetido a exame
fisico (ausculta pulmonar e cardiaca, temperatura retal e palpacdo) e a testes de controle
laboratoriais (exames hematologicos e bioquimicos). Foram coletados de cada animal,
apos antissepsia adequada, amostras de sangue por puncdo da veia cefélica utilizando
sistema a vacuo com tubos de 3 mL contendo &cido etileno diamino tetracético
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dipotéssico (EDTA Kj) para as analises hematoldgicas e tubos de 4 mL sem
anticoagulante para as andlises bioquimicas e soroldgicas (BD Vacutainer Brasil, Séo
Paulo, BR). Todos os resultados dos exames pré-selecdo e de monitoracdo foram

repassados ao tutor/criador.

As amostras de sangue para as andlises hematoldgicas foram mantidas sob
refrigeracdo no maximo até 4 horas apds a coleta. A contagem total de eritrdcitos,
plaquetas e leucdcitos, e a dosagem de hemoglobina foram realizadas atraves de
aparelho automatico (pocH-100iV Diff, Roche Diagndstica Brasil, Sdo Paulo, BR). O
hematdcrito foi determinado pelo método de microhematécrito a 10.000 rpm (9.520 g)
por cinco minutos (microcentrifuga SPIN-1000-110, Microspin, Sdo Paulo, BR). A
contagem diferencial e analise do esfregaco sanguineo corado foram realizadas atraves

de microscopia 6tica (corante Wright-Giemsa, Sigma-Aldrich Co., US).

As amostras de sangue para as analises bioquimicas foram centrifugadas, apés a
retracdo do codgulo, o soro separado e congelado (maximo de 1 semana) até a
realizacdo dos testes bioguimicos. Foram realizadas determinacdes séricas de creatinina
e ureia, e das atividades das enzima alanina aminotransferase (ALT) através de quimica
seca (Vitros 250 Chemistry System, Ortho Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson,
BR.).

3.3. COLETA DAS BOLSAS DE SANGUE DOS ANIMAIS

SELECIONADOS

Os cuidados descritos a seguir foram tomados durante 0 experimento:
antissepsia adequada antes do procedimento, pressdo no local da pungdo venosa apés a
doacdo durante dois a cinco minutos para acelerar o processo de coagulacdo e
observacao do animal apos a doacdo por 15 a 30 minutos. O animal recebeu racédo apds
a doacdo e foi recomendado ao tutor evitar exercicios fisicos intensos com o animal por
alguns dias. A coleta do sangue foi por puncdo da veia jugular, através do método
gravitacional, com homogeneizacdo automética suave do sangue durante o
procedimento com controle do fluxo e volume da doacdo (homogeneizador de bolsas,
Biomixer 323, Ljungberg & Kdgel AB, Skane, CH). Os animais realizaram doagéo sem
sedacéo ou anestesia, 0 volume de sangue a ser doado foi de 450 mL, ou seja, de 15% a
20% do volume sanguineo total (volume sanguineo total estimado em litros = 0,085 x
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peso em kg). Em geral, a doag&o durou de 5 a 15 minutos (Abrams-Ogg e Schneider,
2010; Gibson e Abrams-Ogg, 2012).

3.4. FASE PRE-EXPERIMENTAL

3.4.1. Selecdo do material da bolsa de armazenamento de concentrado

de plaquetas

Por razdes ja discutidas anteriormente, o DEHP, que é o material mais utilizado
para producdo das bolsas de sangue foi quase totalmente substituido por outros
produtos. Alguns deles sdo o TOTM, BTHC ou poliolefinas. No Brasil, somente o
TOTM e DEHP s&o recomendados pela Anvisa (Anvisa, 2014b). Estes permitem uma
melhor troca gasosa, estendendo 0 armazenamento por até 7 dias (Simmchen, Ventura e
Segura, 2012). Estudos comparando o DEHP com o TOTM, demonstram melhores
resultados com uso de TOTM relacionados com manuten¢do do pH, recuperacéo in vivo
em plaquetas retransfundidas, manutencdo dos niveis de pO,, e meia vida plaquetéria in
vitro; permitindo CP viaveis por até 7 dias de armazenamento (Sink, 2002; Prowse, De
Korte, Hess, Van Der Meer, et al., 2014). Sendo o TOTM comercialmente disponivel
no Brasil, optou-se pelo uso de bolsas de sangue produzidas com este material para 0s

testes in vitro deste projeto.

3.4.2. Escolha das solug@es aditivas plaquetarias

Para analise in vitro do metabolismo plaquetario foram escolhidas as solugdes de
terceira geracdo Composol (Fresenius Kabi) e SSP+ (Macopharma), ambas
comercialmente disponiveis e utilizadas para transfusées de CP na Europa e Australia
(Tabela 3). Muitos estudos clinicos foram realizados demonstrando a eficacia
relacionada a reducdo de reagdes transfusionais, manutencdo da viabilidade plaquetaria
por até doze dias, e incremento plaquetario pds-transfusional adequado por até sete dias
(Dumont et al., 2002; Dumont e Vandenbroeke, 2003; VVan Der Meer, P. F., Pietersz, R.
N. I. e Reesink, H. W., 2004; Vassallo et al., 2010).

Seguindo recomendacdes do fabricante, optou-se pela proporcdo de 65% SAP/

35% plasma residual. Este é o valor minimo recomendado a ser adicionado de SAP para
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cada unidade de CP. Também, observa-se que dados publicados a partir dos testes
iniciais de viabilidade de SAP utilizam 35% de plasma residual, ainda, esta é a
proporcéo recomendada para uso in vivo nos Estados Unidos e Europa (Dumont et al.,
2013; Capocelli e Dumont, 2014). Estudos demonstraram bons resultados in vitro com
10 e 5% de plasma residual (Saunders et al., 2011; Van Der Meer et al., 2012;
Gravemann et al., 2015). Entretanto, estes estudos sdo realizados em CP obtidos pelo
método de BC e com uso de sistema automatizado de extracdo de plasma com bolsas
top and botton. Mimetizando a realidade dos bancos de sangue veterinarios brasileiros,

neste projeto foram utilizados CP pelo método PRP e extracdo manual de plasma.

Tabela 3. Composicéo das solugdes utilizadas no experimento.

Empresa Fresenius Macopharma
Nome técnico CPD/Plasma SAP-D  SAP-E, SAPIIIM
Nome comercial Composol SSP+
Componentes

Acido Citrico (anidro) 15,53 - -
Citrato de Sédio (diidratado) 89,59 - -
Fosfato de sodio monobasico 18,52 - 28,2
Dextrose 141,82 - -
Acetato - 27 32,5
Citrato - 11 10,8

cIt - 98 77,2
Gluconato - 23 -

K* - 5 5

Mg*? - 1,5 1,5
Na*? - 173 183,9

Ph - 7 7,2

*Todos os valores da Tabela estdo expressos em mmol/L.

3.4.3. Selecdo e padronizacéo dos testes de avaliacdo laboratorial do

concentrado de plaquetas

Em relacdo a escolha dos dias para realizagdo dos testes laboratoriais levou-se

em consideracdo os seguintes critérios:

e Avaliacdo ap6s as primeiras 24 horas de estoque para que se tenham
valores base das amostras seguindo padrdo utilizado na literatura para
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testes in vitro de CP humanos e caninos. Também, este foi 0 momento
em que as amostras que estivam fora dos padrées recomendados pela

Anvisa foram excluidas do experimento (Anvisa, 2004).

Avaliacdo no dia cinco, por ser o ultimo dia atualmente recomendado
para estoque de CP tradicionais, 100% plasma (CPD plasma, no caso
deste projeto representando o grupo controle) nos bancos de sangue
brasileiros (Anvisa, 2014a). Este mesmo padrdo é empregado para
bancos de sangue veterinarios, e dados experimentais mostram que ha
comprometimento da viabilidade plaquetaria neste periodo (Abrams-
0Ogg, 2010; Costa, 2011; Gibson e Abrams-Ogg, 2012).

Avaliacdo no dia nove, pois dados experimentais em CP caninos
tradicionais (100% plasma) demonstraram viabilidade plaquetaria in

vitro por até nove dias (Sink, 2002).

van der Meer, Pietersz e Reesink (2004) relataram viabilidade in vitro de
CP armazenados em 35% de plasma residual, utilizando as SAP
Composol, SSP+ e Intersol por até doze dias ap06s coleta. Baseando-se
nestes resultados e para manter um intervalo regular entre avaliacdes
optou-se por realizar as avaliagdes in vitro nos dias experimentais 1, 5, 9
e 13.

Para escolha dos testes de avaliacdo in vitro levou-se em consideracdo, além dos

artigos publicados sobre o tema, o consenso publicado em 2004 (Evaluation of stored
platelets, 2004):

Como avaliacdo morfoldgica sugere-se: efeito swirling, MPV e PDW.
Para identificacdo e quantificacdo da populacdo plaquetéria a literatura
cita 0 uso do anticorpo monoclonal CD61 para caninos (Wilkerson e
Shuman, 2001; Majoy et al., 2015).

Para avaliacdo da ativacdo sugere-se realizacdo de testes que
identifiguem a liberacdo de grénulos secretores como a p-selectina
(Wills, Wardrop e Meyers, 2006). O metodo utilizado para este fim é a
identificacdo de expressdo de superficie através do marcador CD62P.
Existem poucos testes efetivos para avaliacdo de funcdo plaquetaria.

Daqueles relatados na literatura, o mais viavel para aplicacdo em caninos
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é a agregometria, utilizando ADP, &cido araquidbnico e colageno como
agregantes (Appleman et al., 2009; Christopherson, Spangler e
Boudreaux, 2012).

e Em relacdo ao metabolismo, preconiza-se pela avaliagéo de pH, glicose,
lactato, ATP, pO, e pCO, (Devine e Serrano, 2010; Hoareau et al.,
2014).

e Muitos estudos indicam a perda do potencial de membrana mitocondrial
associado ao dano oxidativo, senescéncia e apoptose plaquetaria. Estudos
sugerem avaliar marcadores da via extrinseca da apoptose (exposicéo de
PS e Caspase-3 ou 7) e avaliacdo de via apoptdtica intrinseca (JC-1 ou
Mitotracker) (Cookson et al., 2010; Hayashi et al., 2011). Também pode
haver uma correlacdo positiva entre 0s parametros anteriores e a
mensuracao de LDH intra ou extraplaquetario. Quando ha morte celular e
lise das membranas haverad liberacdo de LDH (Evaluation of stored
platelets, 2004; Ohto e Nollet, 2011).

As marcagdes com CD61, CD62P, Anexina V, JC-1 e Mitotracker foram

previamente padronizadas para CP canino (Lasta, 2016, dados ndo publicados).

3.5. ETAPAS DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em trés momentos, totalizando 40 bolsas de sangue,
e 0 sangue de cada um foi armazenado em plasma ou em uma das solucdo teste. Em
cada momento, foram avaliados, nos dias 1, 5, 9 e 13 apds coleta, os parametros
bioquimicos no CP. Os momentos foram o0s seguintes: Tratamento 1: 100% plasma
(controle) n=13; Tratamento 2: SSP+ (SAPIIIM, SAP-E, Macopharma) n=13;
Tratamento 3: Composol (SAP-D, Fresenius Kabi) n=14.

3.5.1. Processamento do concentrado de plaquetas canino

Para avaliar as SAP, foi utilizado um sistema de bolsas triplo fechado
(CPD/ISAGM, bolsas Standard, JP Industria Farmacéutica, Sdo Paulo, BR), o qual

consiste em uma bolsa primaria A contendo a solugdo CPD (anticoagulante), uma bolsa
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satélite B contendo a solugdo aditiva para o concentrado de eritrocitos e uma bolsa vazia
para o plasma e concentrado de plaquetas produzida com o material TOTM-PVC. As

bolsas permaneceram em repouso por uma hora antes do processamento.

A centrifugacédo foi previamente padronizada e adaptada para a obtencdo de CP
a partir do método do PRP, o qual é composto por duas centrifugacfes até 4 horas apos
a doacdo (Lasta, 2016, dados ndo publicados). A primeira centrifugacdo foi leve, de
1.600 g por 6 minutos a 22°C (centrifuga Sorvall Legend RT+, Thermo Scientific,
Maine, US). O PRP foi transferido para a bolsa TOTM vazia através de um extrator
(extrator de plasma manual, ACS201, Terumo Medical do Brasil, S&o Paulo, BR), em
seguida foi adicionada a solucdo aditiva (SAGM) para concentrado de eritrocitos. O
concentrado de eritrocitos ficou armazenado em posicao horizontal sob refrigeracdo (4
+ 1°C) por 35 dias. A bolsa com PRP foi submetida a uma segunda centrifugacédo
pesada (3.300 g por 8 minutos a 22°C) realizada a fim de retirar o excesso de plasma.
Nas bolsas do tratamento 1 (100% plasma) foi mantido um volume médio de 65,92 +
1,977 mL.

Nos tratamentos 2 e 3 foram adicionadas as SAP na proporc¢édo de 65% SAP para
35% de plasma residual. Para padronizacdo das amostras dos trés tratamentos,
procurou-se manter um volume médio de CP semelhante. Portanto, tendo como volume

alvo aproximadamente 65 mL. Para adicionar a SAP procedeu-se da seguinte forma:

e Extraiu-se, pelo método de extracdo manual, o plasma das bolsas até que
restasse um residual de 22 + 2 mL para atingir a proporcao 65%SAP/35%
plasma;

e A bolsa de CP com plasma residual de 35%, ou seja 22 = 2 mL, foi pesada com
intuito de obter o valor final exato de plasma residual,

e A partir deste volume, calculou-se o volume a ser adicionado de SAP. Para
atingir os 65% de SAP, foram adicionados em média 42 + 2 mL destas;

e Colocou-se um dispositivo de amostragem (Sampling Site Coupler, Fenwal,
Fresenius Kabi, Ilinois, US) em todas as bolsas, tanto nos CP quando nas bolsas
que continham a SAP;

e Retirou-se com auxilio de seringa e agulha estéries o volume de SAP a ser

adicionado em cada CP (em média 42 £ 2 mL);
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e O volume de SAP foi adicionado nos CP com auxilio de dipositivo de
amostragem, seringa e agulha estéreis. O volume final médio das bolsas de
SSP+ foi 65 + 3,29 mL e de Composol 65,74 + 2,87 mL (Figura 5).

e O CP foi identificado de acordo com a SAP que recebeu e foi deixado em

repousco por uma hora.

Optou-se por realizar os tratamentos 2 e 3 de forma aleatdria, para que a
experiéncia adquirida ao longo do processo de processamento ndo interferisse no
resultado final da qualidade dos CP. Foram consideradas vidveis aquelas bolsas que
possuiam parametros minimos requeridos pela ANIVSA e AABB no dia 1, além de
estarem de acordo com os dados de padronizacdo de CP caninos (Lasta, 2016, dado

snao publicados).

3.5.2. Armazenamento do concentrado de plaquetas canino

As bolsas de CP foram mantidas em repouso durante 1 hora apds o
processamento e entdo colocadas em um agitador de plaquetas linear localizado dentro
de uma camara de conservacdo com temperatura regulada entre 22 a 24°C por 13 dias
(Figura 6) (camara ambientadora de plaquetas CDCI 03, Indrel, Sdo Paulo, Brasil; e

agitador de plaquetas linear AP48L, Presvac, San Martin, AR).
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Figura 5. Adicdo das solucdes aditivas plaquetarias na proporcao de
65% solucdo aditiva (SSP+ ou Composol), deixando 35% de plasma
residual. Adaptado de Devine e Serrano (2010).

Figura 6. Armazenamento dos concentrados de plaqueta caninos
utilizados no experimento, em agitagcdo horizontal constante, por 13 dias, 22
a 24°C.
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3.5.3. Avaliagéo laboratorial do concentrado de plaquetas canino

O CP armazenado em cada um dos tratamentos foi submetido a testes
laboratoriais em intervalos estabelecidos (dias 1, 5, 9 e 13). Para assegurar que 0
sistema continuasse fechado e sem contaminagdo externa, a amostragem para as
determinac@es foi realizada através de um dispositivo de amostragem (Sampling Site
Coupler, Fenwal, Fresenius Kabi, llinois, EUA) com auxilio de seringa e agulhas. As
bolsas eram retiradas do agitador por no maximo 5 minutos até que fossem avaliadas e
amostradas, foram retirados aproximadamente 7 mL em cada momento de amostragem
(Figura 7).

Dia experimental 1

Esta etapa corresponde as primeiras 24 horas apds o processamento. Nesta etapa
foram realizadas: contagem plaquetaria, MPV, PDW, swirling, contagem de leucécitos
residuais, pH, glicose, lactato, LDH, bicarbonato, pO, e pCO,, ATP, CD61, CD62P,
Anexina V, JC-1, Mitotracker e agregometria.

Antes da amostragem das bolsas foi realizada avaliacdo do swirling plaquetério,
com uma escala de zero a 3, sendo que zero indica auséncia de swirling e 3 swirling
6timo (Gongalves, 2006). Foram incluidas no projeto somente bolsas com swirling 2 e 3
no dia 1.

Foi realizada uma diluicdo 9:1 com solugdo de Tiurk (Newprov, Parang, BR) e
com auxilio de camara de Nageotte (LO-Laboroptik GmbH, Hoéhe, DE) para obtencédo
do valor de leucdcitos residuais quando o valor obtido pelo contador hematol6gico era
igual a zero. A contagem de plaquetas, MPV e PDW foram realizados em contador
hematologico automatico (pocH-100iV Diff, Roche Diagnostica Brasil, S&o Paulo,
Brasil). Concomitantemente, os valores de glicose, bicarbonato, pO, e pCO, foram
determinados com auxilio de analisador de gases portatil (CG8, iStat, Abbott Point of
Care, Ontario, CA). Posteriormente, as taxas de consumo de glicose e producgédo de
lactato foram calculadas de acordo com a determinacdo dos parametros e 0 numero de

células em cada CP.
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Figura 7. A. Insercdo do dispositivo de amostragem no dia 1. B.
Amostragem dos concentrados de plaquetas realizado nos dias 1, 5, 9 e 13.

Uma aliquota da amostra retirada foi preparada em solucdo de &cido
tricloroacético, e congelada em freezer a -80°C para determinacdo de adenosina-5 -
trifosfato através de ensaio de bioluminiscéncia (ATP Lyte Luminescence detection
1010224, Perkin Elmer, Hague, NL), como descrito por Johson et al (2013) . A analise
foi realizada com auxilio de leitor de microplaca multi-modo (Spectramax M5,
Molecular Devices Inc., US). Outra aliquota foi centrifugada para obtencdo do
sobrenadante, que foi armazenado -80°C para posterior determinacdo de lactato e
lactato desidrogenase através de quimica seca (Vitros 250 Chemistry System, Ortho
Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson, Séo Paulo, BR).

O pH também foi mensurado através de pHmetro HI 9126 (Hanna Instruments
Inc., Rhode Island, US) ap0s calibragcdo do equipamento em pH 4,01 e 7,01, conforme
instrucdes do fabricante, cerca de 1,5 mL de CP canino foi transferido para tubos de
vidro de 10 mL, onde mergulhou-se o eletrodo HI 1414D e através deste foi

determinado o pH.

Foram realizados o0s testes de marcagdo com anticorpos monoclonais (MoAbs)
CD61 FITC (clone VI-PL2, BD Biosciences, California, US) para identificacdo da
populacdo de plaquetas; e CD62p (clone ACL1.2, BD Biosciences, California, US) para
avaliacdo da ativagdo plaquetaria. A exposicdo da PS foi avaliada com Anexina V
(ApoFlowEx® FITC Kit, Exbio, Praga, CZ) como marcador de apoptose; sondas
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fluorescentes MitoTracker™ Green FM (MTG) e MitoTrackerTM Red CMXRos
(MTR) (Invitrogen, Califérnia, US) e MitoScreen JC-1 (BD Biosciences, California,

US) para avaliacédo da viabilidade mitocondrial.

Todos os experimentos de citometria de fluxo foram realizados em citbmetro
FACSCalibur™, e processadas conforme protocolos previamente padronizados para CP
canino (Lasta, 2016, dados ndo publicados) onde foram adquiridos 30.000 eventos para
cada anélise utilizando o software CellQuest™ Pro (BD Biosciences, California, US).
Posteriormente, todos os dados foram analisados quanto a porcentagem de marcacao
com auxilio do software comercial FCS Express 5 software (De Novo Software,
Ontario, CA).

As amostras submetidas ao ensaio de agregacdo por transmissdo de luz foram
padronizadas em uma concentracdo de 250 x 10° plaquetas/uL. De acordo com a
contagem de plaquetas do CP, este foi diluido com PPP (plasma pobre em plaquetas)
autélogo para atingir a concentracdo desejada. As leituras foram realizadas em
agregdmetro de plaquetas (Agreg-Myr4, Qualiterm, Sdo Paulo, BR) e software
AgregMY4, utilizando-se os agonistas ADP (5 uM), colageno (5 pg/mL) e acido
araquidonico (1 puM), gerando uma curva que foi monitorada por 10 minutos. Como

controle negativo foi utilizado PPP autélogo.

Dia experimental 5, 9 e 13

Nestas etapas foram realizadas: contagem plaquetaria, MPV, PDW, swirling, pH,
glicose, lactato, LDH, bicarbonato, pO2 e pCO2, ATP, CD61, CD62P, Anexina V, JC-

1, Mitotracker, usando as metodologias descritas anteriormente

Nos dias 5 e 13 todos CPs foram enviados para cultura microbioldgica para
aerobios e anaerobios no Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Veterinaria da
UFRGS. A amostra foi dividida igualmente para realizagdo de cultura aerdbia e
anaerdbia em caldo BHI e incubada a 37 °C durante 10 dias. Aquelas positivas foram

descartadas do n amostral.
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média e desvio padrdo. A comparagao
entre as SAP e o plasma foi realizada com ANOVA de duas vias. A andlise de
agregometria e contagem de leucocitos residuais foi realizada com ANOVA de uma via.
Quando alguma diferenca era encontrada, era realizada analise multicomparada post hoc
com teste de Tukey ou teste de Duncan para avaliar o intervalo de confianga. As
andlises foram executadas com GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, California,
US). Foram considerados resultados significativos aqueles com p<0,05. Foi realizada
correlacdo de Pearson entre as variaveis, considerando valores significativos quando
p<0,05.

70



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros de qualidade in vitro foram avaliados no dia 1 (Tabela 4). No
primeiro dia de avaliagdo, o valor de pH variou significativamente (p= 0,01) entre as
solucdes testadas e o plasma. Em relacdo a diferenca estatistica do pH, a composi¢éo
das solugbes aditivas influencia diretamente na caracterizacdo metabodlica dos CPs
avaliados (Tabela 3). O valor inicial de pH inferior ao do grupo controle reflete
positivamente na manutencdo do metabolismo ao longo do armazenamento.

Tabela 4. Contagem de leucdcitos residuais e plaquetas, swirling e pH no dia
experimental 1.

Dial
Plasma SSP+ Composol
Volume (ml) 65,92 £ 1,977 64,05 £ 2,66 63,48 £ 3,11
Leucécitos residuais (X106/unid) 0,0037 £ 0,0021 0,010£0,009 0,005 + 0,002
Contagem de plaquetas (x10*/unid) 7,197 + 2,86 7,88+2,13 7,64 +2,44
Swirl 30 30 2,86 £ 0,53
pH (22°C) 7,162 +0,24° 6,72+0,20° 6,44 +0,45°

Letras minGsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os
tratamentos. Resultados reportados como médiatdesvio padrao.

Todos os CPs apresentaram leucorreducéo (leucécitos residuais < 2,0 x 10%
unid.), volume médio (40 a 70 mL), e concentracdo média de plaquetas nas unidades
(>5,5 x 10" plaguetas/unidade) conforme as recomendacdes da Anvisa. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos no que se refere a leucdécitos residuais (p=

0,22), volume das bolsas (p=0,22) e contagem de plaquetas (p=0,977).

Para selecionar os 40 individuos participantes, foram avaliados uma totalidade de
83 cdes, dos quais 23 foram excluidos por ndo apresentarem-se aptos nos exames
laboratorais. Além disso, 10 bolsas ndo foram utilizadas por outras questdes como:
dificuldade de contencéo do doador, volume da bolsa inferior a 450 mL, ndo permisséo
do tutor para realizar tricotomia. Realizou-se coleta e processamento de um total de 50
bolsas de sangue total. Destas, 40 foram utilizadas no experimento e 10 foram excluidas
por ndo se apresentarem dentro dos requisitos minimos preconizados pela Anvisa E
AABB. Foram excluidas 6% (3/50) devido contaminacgdo bacteriana, 4% (2/50) por ndo

apresentarem swirling minimo de 2+ no dia 1 de avaliacdo, 6% (3/50) por apresentarem

71



contagem abaixo de 5,5 x 10™ por unidade, 2% (1/50) por lipemia e 2%(1/50) por
apresentar hematdcrito superior a 1% no dia 1.

A contaminacéo bacteriana das bolsas de CP de 2 doadores foi positiva nos dias 5 e
13, e de um outro doador, somente no dia 13. No isolamento identificou-se cultura
pura de Staphylococcus spp. coagulase negativa. De acordo com Greco et al (2010)
contaminacgdo ocorre durante a coleta de sangue ou produgdo do hemocomponente. O
Staphylococcus coagulase negativa normalmente é originario da pele do doador, é
frequentemente isolado em CP e quando transfundido pode causar reacdes fatais
associadas a endotoxemia. Em cées, os cuidados com antissepsia da pele devem ser
redobrados. Muitos tutores ndo autorizam a tricotomia; nestes casos 0s autores sugerem
que as bolsas de sangue destes doadores ndo sejam utilizadas para producdo de CP, ou
que o doador seja excluido do cadastro. A fim de permitir a analise das amostras nos
dias propostos, utilizou-se um dispositivo de amostragem (Sampling Site Coupler,
Fenwal, Fresenius Kabi, llinois, US), entretanto, este procedimento viola as regras do
banco de sangue, onde nenhum sistema fechado pode ser aberto. Ndo foi possivel
determinar se a contaminacdo ocorreu devido contaminacdo no momento da coleta ou

durante o procedimento de amostragem das bolsas.

Durante o tempo de armazenamento de 13 dias pode-se observar diferencas em
varios parametros ao comparar as solu¢es com os CP 100% Plasma e entre as solucdes
teste (Tabelas 5, 6 e 7). De forma geral pode-se afirmar que o grupo controle manteve
o0s parametros recomendados pelas agéncias reguladoras (Anivsa e AABB) até o quinto
dia de armazenamento, exceto o valor médio de pH (6,1 £ 0,59). As solugdes testes
mantiveram os parametros recomendados até o nono dia, com um maior destaque para a

solucdo SSP+ que manteve estes pardmetros estaveis até o 13° dia de estoque.
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Tabela 5. Varidveis quantitativas, morfoldgicas e marcadores de superficie e funcdo plaquetaria avaliados nos dias 1, 5, 9 e 13 nos tratamentos
experimentais.

N Dial Dia5 Dia9 Dia 13
Parametros
Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol

(Cxolnot%?ﬁmtﬁ"aq“etas 7197 7,88 7,64 723 79 801 717 791 841 735 76 8,07

(£287) (x213) (x244) (*3,37) (£211) (x254) (£3,4) (£1,96) (x2,70) (£3,04) (2,100 (x2,62)

o 91,86 91,97 92,42 93,93 91,71 92,5 86,59 93,16 92,4 92,5 92,93 93,63

Celulas viaveis (%)

(x4,86) (+3,68) (£4,82) (+3,12) (£6,71) (x4,21) (£26,18) (+4,559) (+5,30) (£3,06) (x537) (+3,81)
Swirling 3 a8 3as 2,86 a8 2,07a¥ 2,76 b¥ 2,35 c¥ 1,07 aE 2,3 bE 1,86 c£ 0,61 at 1,61 bt 1,43 cf

(x0) (x0) (£0,53) (x095) (x043) (1,0 (£0,64) (£0,52) (x1,17) (£ 0,50) (£0,76) (x0,85)
MPV (fL) 11,238 11,38 8 12,57 § 1323¥ 12,93¥ 1304 ¥ 12,65 ¥ 13,11 ¥ 12,78 ¥ 13,78 ¥ 12,62 ¥ 12,53 ¥

(x1,02) (¥090) (£1,37) (x1,74) (+£097) (+1,75) (£2,47) (x117) (+1,65) (£152) (x1,01) (+£1,23)
PDW (fL) 12,66 § 13,49 § 14,98 § 1592¥ 17,92¥ 16,15¥ 15,8 ¥ 175¥% 15,96 ¥ 18,32a¥ 16,95b¥ 16 b¥

(x1,80) (x1,77) (x2,52) (*2,79) (x2,77) (x3,27) (£353) (2,25 (+2,83) (£1,74) (x2,35) (x246)
CD62P-PE (%) P selectin 2,15 a§ 1,58 b§ 2,11 b8 164a¥ 049b¥ 087b¥ 2,36 a¥ 0,63b¥ 1,11 b¥ 3,01 af 0,90bE 0,91 bE

(+0,95) (+1,15) (+2.83) (+1,13) (+0,40) (+0,59) (+0,98) (+0,60) (+1,14) (+2.1) (+0,70)  (+0,85)

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os tratamentos. Simbolos diferentes representam
valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os dias de avaliacdo (ao longo do tempo). Resultados reportados como médiatdesvio padréo.
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Tabela 6. Andlises de gases e variaveis metabdlicas avaliados nos dias 1, 5, 9 e 13 nos tratamentos experimentais.

A Dial Dia5 Dia9 Dia 13
Parametros
Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol
. 4654 a§ 114,8b§ 123,8 b§ 262,5a¥ 66,5 b¥ 69,0 b¥ 168,0af 20 bf 35,0 bE 1575af 20 DbE 20 bE
Glicose (mg/dL)
(£3891) (x2584) (+30,3) (£101,7) (x40,31) (+2521) (£64,71) (x0) x0) (£48,18) (x0) (£0)
559 a8 4,49 b§ 4,49b§ 22,86a¥ 17,92b¥ 13,26 b¥ 3446af 20,0 bE 19,7 bE 3728af 21,24bf 21,12 bE
Lactato (mg/dL)
*234) (£17) (£2,48) (£9,5) (£5,77) (£5,9) (£6,84) (£4,03) (447 (+£588) (£2,72) (+£3,85)
bH (a 22°C) 7,162a8 6,73 b8 6,44 c§ 6,1 a8 6,36 b8 6,04 c8 5,48 a¥ 6,49 b¥ 599 c¥ 5,42 a¥ 6,6 b¥ 6,13 c¥
(x0,24) (x0,19) (x0,46) (x0,59) (£0,15) (x0,67) (x0,34) (x0,33) (x0,67) (0,200 (x044) (x0,78)
ATP (umol/10plaguetas) 1,758 1,198 1,33 8 0,98 ¥ 1,17 ¥ 1,19¥ 1,05 ¥ 1,18 ¥ 0,87 ¥ 1,09 ¥ 1,0¥ 1,07 ¥
(x0,72) (x081) (x0,58) (x0,31) (x0,37) (x0,51) (x0,43) (x057) (+0,25) (+x0,36) (x0,71) (x0,35)
0O, (MMmHg) 107,6a8 77,76 b§ 76,21 b§ 1411 a¥ 1058b¥ 119,1 b¥ 157,8a¥ 111,0b¥ 126,3 b¥ 155,5a¥ 1486 b¥ 133,3b¥
2
(x30,85) (+30,76 (*+13,29) (£21,9) (£30,78) (x37,77) (£6,97) (£36,69) (x411) (£9,33) (£12,33) (+43,97)
pCO, (MmHg) 40,55 a8 24,62b8 30,49 b§ 11,83 a¥ 18,22 a¥ 16,22 a¥ 5,43 af 13,5 bE 12,38 bE 5af 9,9 bt 10,27 b
2
(£158) (£4,6) (£10,8) (£6,03) (+3,78) (£9,21) (£158) (%299 (x743 (x0) (£19 (£6,2)
Sédio (mmol/L) 143,7a8 146,9b§ 150,5c§ 144,1a§ 147,8b§ 149,6 c§ 1458 a¥ 148 b¥ 150,9 c¥ 1483af 1488bf 152,3cE
(x1,25) (x086) (x1,74) (£2,25) (x£0,6) (x4,14) (1,3 (x0,81) (x1,77) (=1,8) (=0,8) (£0,99)
Potassio (mmol/L) 2,762a8 3,41b§ 3,66 c§ 2,25a8 3,06b§8 4,14c§ 3,45 a¥ 4,06 b¥  4,55c¥ 3,64 a¥ 4,46 b¥  4,82c¥
(083 (x0,13) (x0,17) (x0,65) (1) (£0,77) (x0,73) (x040) (x0,57) (x054) (£0,3) (£ 0,40)
. 12,4588 5,12 b8 4,11 b§ 263a¥ 246a¥ 3,83a¥ 1,1 a¥ 2,65b¥ 3,17 b¥ 1,1af 3,2bE 5,38 b
Bicarbonato (mmol/L)
(£1,267) (£0,84) (+£0,82) (£0,83) (£0,80) (x1,14) (£ 0) (£1,32) (x0,8) (£0) (£1,96) (£1,93)

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os tratamentos. Simbolos diferentes representam
valores significativamente diferentes (p<0,05) entre os dias de avaliagdo (a0 longo do tempo). Resultados reportados como médiatdesvio padréo.
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Tabela 7. Marcadores de apoptose avaliados nos dias 1, 5, 9 e 13 nos tratamentos experimentais.

R Dial Dia5 Dia 9 Dia 13
Parametros
Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol Plasma SSP+ Composol
Aym (%) JC-1 agregados 92,93 8§ 92,46 § 91,10 8§ 65,93 ¥ 64,95 ¥ 63,23 ¥ 16,78 af£ 51,02 bE 56,40 bE 10,89 af 43,54 bE 45,53 bE
(£2,62) (£2,62) (£6,94) (+34,37) (x£17,45) (% 33,84) (x17,48) (+17,86) (£29,21) (% 8,45) (+17,35) (£19,5)
Aym (%) Mitotracker Red 88,92 § 84,20 8§ 83,918 65,03 ¥ 59,11 ¥ 52,83 ¥ 17,55 £ 29,18 £ 26,99 £ 5,18 £ 2345 £ 16,92 £
(x7,46) (£11,01) (£12,21) (£33,67) (x25,79) ( 34,29) (x27,91) (x17,57) (£ 34,31) (£ 7,26) (£ 19,96) (£ 23,47)
Annexin-V (%) 1,78 a 2,14 b 2,94 b 3,87a 1,76 b 1,92b 3,64 a 1,34b 147b 2,22 a 1,23b 1,49b
Fosfatidilserina (PS)
(x1,28) (£0,99) (x1,72) (x4,44) (£0,88) (£2,09) (£3,72) (£0,71) (x1,10) (£1,45) (£0,93) (£1,43)
LDH U/L 252,69 § 110,30 § 57,78 § 3532 8 4222 8§ 72758 3483,0 ¥ 1766,0 ¥ 2575,0 ¥ 4032,53 £ 39330£ 6317,1 £
(+160,45) (+118,73) (£92,72) (+£208,2) (*456,0) (£931,66) (+2863,0) (+1783,0) (+2569,0) (+2078,0) (+£3097,5) (+5278,84)

Letras minusculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os tratamentos. Simbolos diferentes representam

valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os dias de avaliagéo (ao longo do tempo). Resultados reportados como médiatdesvio padréo.
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Tabela 8. Comparacédo dos resultados deste experimento com outros estudos relatando pardmetros in vitro de concentrado de plagquetas (CP) em
plasma, SSP+ e Composol, utilizando 35% de plasma residual para as solugdes aditivas plaquetarias em diferentes métodos de obtencédo do CP,

material das bolsas plasticas e tempos de estoque.

Dados avaliados Plasma SSP+ Composol

Plasma residual (%) 100% 100% 100% 100% 100% 35% 35% 35% 35% 35%
g:t"do de obtengdo de PRP PRP PRP PRP PRP PRP BC BC BC PRP

N amostral 64 8* 22* 15* 13* 13* 35 23 10 14*
Material bolsa CP DEHP-PVC DEHP-PVC TOTM-PVC TOTM-PVC TOTM-PVC TOTM-PVC Variado Variado Poliolefina TOTM-PVC
Leucorredugdo Sim Né&o Néao Né&o Néao Né&o Sim Sim Sim Ndo
Tempo de estogue (dias) 5 7 7 9 5 9 8 8 9 9

pH (dia 5) 6,7+0,26 7,30+0,3 6,7£0,2 >7,0 6,1+0,59 6,36+0,15 >6,6 >6,6 6,93 +0,12 6,04+0,67
Swirling (dia 5) >2 NI >2 NI 2,07 +£0,95 2,76 £ 0,43 Adequado 2,0+0,7 2,35+1
Referéncia Singhetal, 2009  Hoareau etal., 2014  Costa et al, 2011 Sink, 2002 Este estudo van der Meer et al, 2010 Van der meer, 2001 Este estudo

*Estudos realizados em caninos; PRP: plasma rico em plaquetas; BC: buffy coat; NI: ndo informado.
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O periodo de armazenamento para CPs 100% plasma obtidos pela técnica de
PRP é de 5 dias, entdo a qualidade do grupo controle estd de acordo com as
recomendacdes estabelecidas (Anvisa, 2004; Kaufman et al., 2015). Segundo Singh et
al (2009), os CP se mantém com parametros estaveis até o quinto dia de
armazenamento. Estes resultados estdo de acordo com o0s observados neste projeto
(Tabelas 5, 6 e 8), Entretanto, ao contrario do que é sugerido por este autor, ndo ha
estabilidade destes parametros ao estender o estogque até o nono dia. Ao comparar as trés
técnicas (PRP, BC e aférese) para obtencdo de CP, o autor observou auséncia de
diferencas extremas entre elas, e uma limitacdo do tempo de estoque em funcdo do
material plastico da bolsa. Hoareau et al (2014) compararam a obtencdo de CP canino
por PRP e BC. Pelo método de PRP os autores observaram que os CP produzido
apresentaram menor contaminacdo com leucdcitos e eritrécitos. Além disso, quando
comparados aos CP produzidos pelo método de BC demonstraram funcdo plaquetaria
superior por até 7 dias. VariagOes para a técnica de BC para caninos podem ocorrer de
acordo com a tecnologia do equipamento utilizado, sendo assim, ha uma maior

necessidade de padronizacédo da técnica.

Nos Estados Unidos e na Europa, com uso de solucdes aditivas o tempo de
estoque dos CPs foi prolongado para 7 dias, e os métodos preconizados para obtencédo
de CP sdo aférese e BC, respectivamente (Heaton, 2013). Estudos em bancos de sangue
humanos ja testaram o metabolismo in vitro destas mesmas solucGes por periodos
superiores a 12 dias (Van Der Meer, Pietersz e Reesink, 2001; Van Der Meer, P. F.,
Pietersz, R. N. e Reesink, H. W., 2004; Sweeney et al., 2006; Cookson et al., 2010; Van
Der Meer et al., 2010; Tynngard, Nahreen, Trinks, Marie e Berlin, Gosta, 2012;
Hoareau et al., 2014; Gravemann et al., 2015). Nas Tabelas 2 e 8, pode-se observar
dados comparativos de alguns estudos e também deste experimento. Nota-se que ha
muita variabilidade em relacéo ao percentual de plasma residual, técnica de obtencédo do
CP e material plastico da bolsa.

As bolsas DEPH-PVC sdo recomendadadas para uso por até 5 dias, mas essa
limitacdo de tempo suscita discussdes dos resultados obtidos nas pesquisas com esse
material (Van Der Meer e De Korte, 2011; Prowse, De Korte, Hess, Van Der Meer, et
al., 2014). Um estudo testou a eficacia do armazenamento de CP canino por 9 dias em
bolsas TOTM-PVC, poliolefina e DEHP-PVC. Todas as bolsas mantiveram pH

aceitavel (> 6,2) até o ultimo dia de estoque, confirmando uma diminuicéo significativa
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da pO, nas amostras armazenadas em DEHP-PVC e anteriormente observadas em CP
humanos (Sink, 2002).

Ao preparar o CP com SAP ha uma variabilidade de opinides sobre a quantidade
de plasma residual utilizado. A recomendacdo do fabricante € que seja utilizado um
valor de 32 a 47% de plasma residual. Muitos estudos avaliam a viabilidade de
producdo de CP com menos de 10% de plasma residual com manutengdo do
metabolismo plaquetario (Saunders et al., 2011; Gravemann et al., 2015). Neste estudo,
optou-se por padronizar o uso de 35% de plasma residual. Os resultados obtidos foram
semelhantes aos descritos em trabalhos com plaquetas humanas, que utilizaram este
mesmo percentual para as solugdes SSP+ e Composol (Tabela 8) (Van Der Meer et al.,
2010).

Neste estudo houve variacdo significativa (p< 0,05) ao longo do tempo de
armazenamento dos CPs dos trés tratamentos nos seguintes parametros: lactato, glicose,
LDH, swirling, pH, pCO,, pO,, bicarbonato, potassio, A¥m, ATP e expressao de
CD62P. Pode-se observar variacdo significativa (p< 0,05) entre o grupo controle e as
solucdes aditivas, nos seguintes parametros: lactato, glicose, swirling, pH, pO.,

bicarbonato, potassio, exposicao da PS (Anexina V), A¥m e expressdo CD62P.
Variaveis quantitativas e morfoldgicas

A contagem plaquetaria manteve-se estavel ao longo do tempo de
armazenamento (p= 0,977) e ndo houve diferenca entre o plasma e as SAP (p= 0,276)
(Tabela 5). Estes resultados foram divergentes em relacdo a pesquisas que avaliaram CP
canino em 100% plasma. No CP 100% de plasma foi observado que a redugéo
significativa da contagem plaquetéaria esta associada a formacdo de microagregados
plaquetérios, lise celular e alteracbes metabdlicas durante o armazenamento (Sink,
2002; Costa, 2011). Entretanto Gongalves (2006); Horeau et al (2014), ndo observaram
variagdo na contagem plaquetaria; assim como outros autores que avaliaram CP
humanos nas mesmas SAP utilizadas neste experimento (Van Der Meer et al., 2010).
Permite-se entdo destacar que a obtencdo de concentracfes adequadas de plaquetas nas
bolsas depende de uma padronizacdo adequada dos protocolos de centrifugacdo para cada

banco de sangue.

Somente no primeiro dia de analise ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos em relacdo ao swirling (p= 0,436). Observa-se que ha uma reducédo
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significativa deste parametro ao longo de tempo (p< 0,001). O swirling se manteve em
2+ (adequado para uso) até o dia 9 nas duas SAP, e até o dia 13, nos CPs armazenados
com SSP+. No dia 9, as amostras do grupo controle apresentaram diminui¢do do
swirling em relacdo ao grupo SSP+ (p< 0,001), enquanto no dia 13 o swirling do plasma

mostrou-se inferior ao das soluc@es aditivas (p< 0,001) (Tabela 5, Figura 8).

O swirling plaquetério € utilizado para mensurar mudangas na morfologia
plaquetéria de discoide para esférica, sendo utilizado como indicador de viabilidade
(Johnson et al., 2013). Conforme os dados das Tabelas 2 e 8 percebe-se que em todos 0s
estudos, independente do uso ou ndo da SAP ha manutencdo deste parametro até o
quinto dia de armazenamento. A manutengédo do swirling com uso de SSP+ e Composol
por 7 dias ou mais foi observada por outros autores e corroboram com os resultados
obtidos neste trabalho (Van Der Meer, Pietersz e Reesink, 2001; Van Der Meer et al.,
2010; Gravemann et al., 2015).

Os indices morfoestruturais PDW e MPV apresentaram diferencas entre os dias
de avaliacdo. Ambos os parametros apresentaram aumento significativo em relagéo ao
dia 1 e aos demais dias de avaliacdo (p= 0,001), havendo um aumento expressivo no

PDW no grupo controle no dia 13 (p=0,001) em compara¢do com as SAP (Figura 8).

O aumento dos indices plaquetarios - MPV e PDW - apresentou forte associacdo
com a diminuicdo dos niveis de glicose, aumento da producdo de lactato, reducdo do
pH, e perda de A¥m. Conforme ocorre o consumo de glicose a concentragédo de lactato
aumenta, o pH diminui e associado a estes eventos ocorre perda de potencial
mitocondrial. Sink (2002) observou aumento do MPV em CP canino 100% plasma a
partir do 5° dia de estoque, a autora sugere que as plaquetas perdem a capacidade de

manutenc¢do do equilibrio osmético e consequentemente perdem a forma discoide.

Durante o estoque pode-se observar um aumento do MPV relacionado ao
swirling da populagéo e uma transformacéo da forma discoide para esférica. Entretanto,
deve-se correlacionar com os dados de PDW, que indica anisocitose plaquetaria, dado
gue ndo é demonstrado com frequéncia em experimentos que avaliam o estoque
plaquetario (Singh, Chaudhary e Ray, 2003b). Com o tempo de armazenamento ha lise
e formac&o de microparticulas, levando a um decréscimo do MPV e aumento do PDW.
A contagem plaquetaria também pode reduzir em decorréncia da lise das plaquetas
frageis e senescentes, o que ndo foi observado neste estudo (Mobarrez et al., 2010;
Helmond, Catalfamo e Brooks, 2013).
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Ao comparar solugGes aditivas Tynngard et al (2012) ndo observaram mudangas
no MPV até o 5° dia de estogue, sugerindo que a mudanca de formato ocorre
independente da SAP utilizada. Observa-se que o PDW do grupo controle tem aumento
significativo no 13° dia de estoque, refletindo que a fragmentacdo plaquetaria esta mais
presente neste grupo. Estes achados sugerem que ha deterioracdo das plaquetas a partir

do 5° dia de estogque, mas esta € mais expressiva no CP armazenado em 100% plasma.
Marcadores de superficie e fungdo plaquetaria

Conforme esperado, ndo houve diferenca significativa em relacdo a contagem de
plaquetas e marcacdo com anticorpo monoclonal CD61 ao longo do tempo (p= 0,646)
ou entre os tratamentos de estudo (p= 0,633), a marcacdo manteve-se acima de 85%
(Tabela 5, Figura 9). Estes parametros demonstraram homogeneidade dos grupos que
foram comparados. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos onde o
percentual se manteve independente da SAP utilizada (Vassallo et al., 2010; Tynngard,
Nahreen, Trinks, Marie e Berlin, Gosta, 2012).

Como marcador de ativacdo plaquetaria utilizou-se a marcagdo da expressdo de
superficie da p-selectina (CD62P), amplamente utilizado em pesquisar relacionadas a
avaliacdo de CP (Zhang et al., 2008; Cid et al., 2014; Tong et al., 2015). CD62P é um
marcador dos granulos alfa, e se desloca para a superficie da membrana plaquetaria
quando hé ativacdo. Pode-se observar maior percentual de marcagdo no grupo controle,
se comparado as SAP (p= 0,001), ndo havendo diferenca entre as SAP. Também, nota-
se um maior percentual de ativacdo nos dias 1 e 13 de armazenamento (p= 0,014)
(Figura 8 e 9). Experimentos em CP humano associam a ativagdo do dia 1 a intensa
manipulacdo da bolsa de sangue no momento da preparacdo. No dia 13, pode estar
correlacionado com perda de fungdo plaquetaria (Vassallo et al., 2010). Infelizmente,
muitos estudos observam resultados inconsistentes ao correlacionar o aumento da
expressao de CD62P com o incremento pés-transfusional (Dijkstra-Tiekstra, Pietersz e
Huijgens, 2004; Tong et al., 2015). Na correlacdo de Pearson verificou-se correlacdo
positiva em relacdo ao lactato (r= 0,201; p< 0,05); e correlagdo negativa em relagcdo ao
pH (r=-0,161; p<0,05). A ativacdo plaquetaria esta associada ao aumento da producao
de lactato e decréscimo do pH, ou seja, incremento do metabolismo anaerébico; que ira
ocorrer quando houver alta disponibilidade de glicose ou diminui¢cao do A¥m associado

ao mecanismo apoptatico (Tabela 9) (Leytin et al., 2008; Cookson et al., 2010).
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Tabela 9. Correlacdo de Pearson entre as caracteristicas metabolicas dos concentrados

de plaguetas armazenados em plasma e solucao aditiva por 13 dias.

Correlagdes

Glicoze
Lactato
pH
HCO,
ATF
PO,
pCO,
APV
PDW
AFm (JC-1)
LDH

Clicose Lactats  pH HCO, ATP p0O, pCO, PDW (ﬁ_‘f} LDH

0220+  468%* 66T+  246* (093 338 3201+ 234%+ 206+
L0 - _663%+  _500%*  _85%¢  506:  _g50+s 5005+ -B00%* 463+
4683+ _gg3ss ; Jogs 253k 5358 540 _455%%  gE0Es 227
66TH _500%  T06*e ] 397+ 3664+ gO5es 5264 G04sr 073
246%  .285%= 253+ 3g7es . 169 g2 128 350+ -099
0093 596+  -525%=  _36%* - 165% N 25Te¢ _g02%e  179%
33gs¢ _g50%s  S4d%s goSEr  Jg2eE  _TiEEE _380%F 08 _33g%
L283%  447%+ _S549%+  _SQT* 160 256%t  -314% 8555 _440% 0017
321+ 500+ 455+ 506+ 128 25T*+  _3g0%s . .50 0
284%+ _800%* - G60%F  GD4%* 350+ _g0DEF  T08%* _550% . -390
L2065 463%¢ 277 073 099 179%  _33ges 0102  -392%+

* Correlacéo com nivel de significancia p<0,05; ** Correlagdo com nivel de significancia p<0,01.
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Figura 8. Graficos de regressdo linear dos parametros in vitro dos

concentrados de plaquetas em plasma e solucdo aditiva, estocados por 13

dias.
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Figura 9. Grafico de dispersdo, de uma amostra de cada tratamento, demonstrando a marcagdo com 0S anticorpos
monoclonais CD61 e CD62P ao longo dos 13 dias de armazenamento. Observar a marcagdo de CD61 no quadrante inferior
direito, onde esta € sempre superior a 85%. A porcentagem de CD62P é observada nos quadrantes superiores direito e
esquerdo, sendo que a analise estatistica dos tratamentos evidenciou maior marcagdo nos dias 1 e 13, e maior marcacdo no
grupo controle (100% plasma) em relacédo as solucdes aditivas (SSP+ e Composol).
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Ainda como forma de atestar a viabilidade do concentrado de plaquetas dos
diferentes tratamentos experimentais, optou-se por realizar teste de agregometria.
Juntamente com a contagem de plaquetas e determinacdo do pH, o0s ensaios de
agregacao sdo comumente utilizados na avaliacdo de CPs. A capacidade das plaguetas
responderem aos agonistas € um teste de funcionalidade, e a falta de agregacéo sugere
diminuigéo/perda de fungdo (Miyajiet, 2004). Pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre a capacidade de agregagéo do grupo controle e dos CPs em solugéo
aditiva: colageno (p= 0,841), acido araquidénico (p= 0,141) e ADP (p= 0,133) (Tabela
10). Ao comparar CPs caninos obtidos pelos métodos de PRP e BC, Hoareau et al
(2014) observaram uma baixa amplitude de agregacdo. No entanto, os resultados
negativos ndo se refletem in vivo. Dados comparativos mostram que ha capacidade de
agregacdo in vivo mesmo quando os resultados da agregometria in vitro parecem

insatisfatérios (Miyaji et al., 2004; Cardigan, Turner e Harrison, 2005; Jackson, 2007).

Tabela 10. Resultados da agregometria realizados no dia experimental 1.

Dial
Plasma CPD SSP+ Composol
ADP 9,3+4,66 5,23 +5,96 6,6 + 4,66
Colageno 11,07 £ 3,72 12,15+ 6,0 11,0£6,5
Ac. aracdonico 11,46 £4,99 7,46 £ 6,17 8,07 £ 5,04

Resultados reportados como médiatdesvio padréo.

Analise de gases e variaveis metabdlicas

No dia 1 os CP 100% plasma apresentaram os maiores valores de pH em relacéo
aos tratamentos com solucdo aditiva SSP+ (p= 0,006) e Composol (p=0,001) (Tabela 6,
Figura 8). O aumento do tempo de estoque revelou que o pH nos CP 100% plasma se
manteve aceitavel até o 5° dia (6,3 + 0,63), entretanto ha um decréscimo significativo
nos dias 9 e 13 (Dia 9: 5,49 £ 0,34; Dia 13: 5,42 = 0,20). A solucdo Composol teve
comportamento semelhante, havendo decréscimo nos dias 9 e 13 (Dia 9: 5,99 + 0,67;
Dia 13: 6,13 + 0,78). Embora o decréscimo do pH néo tenha sido tdo acentuado, estudos
realizados em plaguetas humanas relatam pH acima de 7,0 até o 12° dia de estoque com
esta mesma solucdo (Van Der Meer, Pietersz e Reesink, 2001; Cookson et al., 2010).
Interessantemente, ndo houve diferenca significativa para o pH entre as duas solucgdes
aditivas no dia 13, entretanto, aquelas mantidas em Composol apresentaram um valor

médio de pH (6,13 + 0,78) abaixo do limite aceitdvel para o procedimento de
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transfusdo. A solucdo SSP+ mostrou maior eficacia na manutencdo do pH durante os 13
dias de estoque (Dia 9: 6,49 £ 0,33; Dia 13: 6,6 + 0,44). Em outros estudos, esta solucéo
obteve pH acima de 7,0 no 7° dia de armazenamento, sendo utilizada quantidade
semelhante de plasma residual (30%) (Diedrich et al., 2008; Gravemann et al., 2015).
De acordo com van der Meer (2010) ao avaliar SSP+ e Composol com 35% de plasma
residual observou manutencdo de pH (> 6,6) até o 8° dia de estoque (Tabela 8). Nota-se
entdo que o pH diminuiu em todos os CPs com o passar do tempo, porém se manteve
dentro dos limites aceitaveis (> 6,2) até o dia 13 apenas nas amostras mantidas em
SSP+. Ao comparar resultados deve-se considerar que nos bancos de sangue humanos
0s métodos de producdo de CP sdo por meio de BC ou aférese, podendo incorrer em

discretas mudancgas no metabolismo.

Em relacdo a concentracdo de ATP, observa-se diminui¢cdo na sua concentracao,
sendo esta mais significativa entre os dias 1 e 9 (p=0,001) e 1 e 13 (p= 0,003), mas nédo
ha diferenca entre os tratamentos (p= 0,723) (Tabela 6, Figura 8). Na correlacdo de
Pearson ha uma correlacdo negativa em relacdo ao lactato e pO, e correlacdo positiva
em relacdo a glicose, pH, HCOg3, pCO; e JC-1 (A¥m) (Tabela 9).

A plagueta metabolicamente ativa possui mitocéndria e produz ATP ndo
somente através da glicdlise anaerdbica, como também pela oxidacdo aerdbica que
ocorre através do TCA. Como nas outras células, oxidacdo de glicose a piruvato ocorre
no citosol, e posteriormente ha oxidacdo do piruvato na mitocéndria. Como a glicélise e
a fosforilacdo oxidativa sdo processos continuos, o produto de uma via serve como
substrato para a outra. Como discutido anteriormente, a plaqueta possui efeito Warburg
e Pasteur, mantendo sua energia através do metabolismo aerébico e anaerdbico. Estudos
recentes mostram que a plaqueta ativada consome glicose; entdo a maioria da energia
metabolica, neste estado, € proveniente da glicélise (Amorini et al., 2007; Van Der
Meer, 2007).
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Em relagdo a glicose dos CP caninos avaliados, observa-se que ha uma
diminuicdo significativa da sua concentracdo ao longo do tempo (p< 0,001), entretanto
ndo ha variacdo entre os dias 9 e 13 de armazenamento. Também, nota-se que os CPs
armazenados em Composol e SSP+ possuem valores significativamente diferentes (p=
0,001) deste metabolito quando comparado com o grupo controle (Tabela 6). As
amostras do grupo controle apresentam uma queda brusca da concentracdo da glicose
entre os dias 1 e 9 de armazenamento (Figura 10). Ressalta-se que, conforme a Tabela 3,
as SAP possuem baixa quantidade de glicose com intuito de reduzir a taxa de glicélise
anaerdbica, o que pode claramente ser evidenciado nestes resultados. Ao realizar analise
de correlacdo de Pearson, pode-se observar uma correlacdo negativa deste metabolico
em relacdo ao lactato, MPV, PDW e LDH, enquanto h4 uma correlacdo positiva em
relacdo ao JC-1 (A¥m), pCO,, ATP, HCOg3 e pH (Tabela 9).
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Figura 10. Grafico de regressado linear referentes a dosagem meédia de
glicose ao longo dos 13 dias de armazenamento no grupo controle (100%
plasma). Observar a diminuicdo da concentracdo de glicose ao longo do
periodo de armazenamento.

Houve aumento na concentracdo de lactato de todas as amostras (p= 0,001)
(Figura 11), porém a partir dos dias 9 e 13 a concentracdo se mantém. Observa-se que a
concentra¢do no grupo controle é superior das SAP (p= 0,001). No que diz respeito as
solugdes aditivas, ndo houve diferenca entre elas. A menor varia¢do na concentragdo do
lactato nas SAP ocorre, pois estas privilegiam a oxidacdo aerobica. As SAP avaliadas
demonstraram valores inferiores de lactato e glicose ao longo do armazenamento. Ao

realizar analise de correlagdo de Pearson, pode-se observar uma correlagdo negativa
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deste metabolico em relacéo a glicose, JC-1 (A¥m), pCO,, ATP, HCO; e pH, enquanto
h& uma correlacdo positiva em relacdo a pO,, MPV, PDW e LDH (Tabela 9).
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Figura 11. Grafico de regressao linear referentes a dosagem media de
lactato ao longo dos 13 dias de armazenamento nas solugdes aditivas
(Composol e SSP+) e grupo controle (plasma). Observar o aumento da
concentracdo de lactato ao longo do periodo de armazenamento.

As taxas de producdo de lactato e consumo de glicose sdo necessarias para
avaliar a lesdo de estoque plaquetario e viabilidade in vitro (Guppy et al., 1995;
Amorini et al., 2007). Ao avaliar o consumo de glicose ao longo do tempo observa-se
uma queda no consumo ao longo do tempo (p= 0,001), e 0 consumo médio é mais
expressivo nos CP 100% plasma em relacdo as SAP (p=0,001) (Tabela 11, Figura 12).
A producdo de lactato se espelha ao consumo de glicose, e cessa em consequéncia da
deplecéo dos estoques de glicose (Tabela 12, Figura 13). Neste estudo os resultados das
taxas remetem ao mesmo comportamento dos CPs humanos avaliados em plasma ou
SAP (Hayashi et al., 2011; Saunders et al., 2011). As formulagdes de SAP ndo contém
glicose e o plasma residual é a Gnica fonte de glicose como observado na Tabela 1. Este
é o primeiro estudo que avaliou as taxas de producdo de lactato e consumo de glicose
em CP caninos. Pesquisas anteriores observaram comportamento metabolico e valores
semelhantes aos relatados em humanos, mas somente quantificaram as concentragdes de
glicose e lactato (Sink, 2002; Costa, 2011).
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Tabela 11. Consumo de glicose dos concentrados de plaquetas em plasma e solucao

aditiva, estocados por 13 dias.

Consumo de glicose (umol/10*° plag/dia)

Periodo avaliado

100% Plasma _ Composol Consumo
(n= 13) SSP+(n=13) 14 médio/dia
Dia 1-5 24,48 + 12,82 11,12+5  10,6+513 1593+11,058§
Dia 5-9 14,55 + 8,71 1,04+297 307+369 6,14+814¥
Dia 9-13 29+371 0,13+018  025+1 0,99 + 2,54 £
Consumo 1465+1324a 401+607b 464+57b

médio/dia/grupo

Letras minGsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os

tratamentos. Simbolos diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os dias

de avaliagdo (ao longo do tempo). Resultados reportados como médiatdesvio padrao.
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Figura 12. Taxas de consumo de glicose dos concentrados de

plaquetas estocados em plasma e solugdo aditiva estocados por 13 dias.

Tabela 12. Producéo de lactato dos concentrados de plaquetas em plasma e solucéo
aditiva, estocados por 13 dias.

Producao de lactato (umol/10™ plag/dia)

Periodo avaliado

100% Plasma SSP+ Composol Producéo
(n=13) (n=13) (n=14) média/dia
Dia 1-5 45+141 3,16 +1,75 2,27 +1,62 3,28+1,818
Dia 5-9 3,66+2,78 0,26 +£1,31 1,11+£1,23 1,70 £2,36 ¥
Dia 9-13 0,4 +1,27 0,54 + 0,84 0,42 £0,67 045+093£
Produgdo 285+26a  137+189b 1,26+143b

média/dia/ grupo

Letras minGsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os

tratamentos. Simbolos diferentes representam valores significativamente diferentes (p< 0,05) entre os dias

de avaliacdo (ao longo do tempo).
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Figura 13. Taxas de producdo de lactato dos concentrados de
plaquetas estocados em plasma e solugdo aditiva estocados por 13 dias.

Um dos grandes objetivos da SAP é reduzir a taxa de glicdlise anaerobica,
fornecendo substrato para oxidacdo aerdbica. Desta forma, € possivel diminuir a
producdo de lactato mantendo a viabilidade plaquetaria por mais tempo. Os resultados
obtidos demonstram uma diferenca metabdlica entre o grupo controle (alta concentracdo
de glicose plasmatica) em relacdo as SAP comerciais (Gulliksson, 2003; Amorini et al.,
2007; Gyongyossy-lssa, 2011). O acetato foi adicionado ao Composol e SSP+ por ser
um combustivel oxidavel, e sua presenca ter efeito na reducdo do metabolismo
anaerobico e aumento no consumo de oxigénio (Gulliksson, 2014). E, em rela¢do ao
fosfato, testes in vitro comparando uso de SAP com (SSP+) e sem fosfato (SAPII)
mostram que nas primeiras hd uma reducdo da glicolise e estabilizacdo do pH. O
Composol, contém gluconato ao invés de fosfato com objetivo de manter a capacidade
tamponante sem aumentar a producéo de lactato (Gulliksson, 2003; Gulliksson, 2014).

A glicose é um importante componente energético plaquetario, pois as plaquetas
armazenam o glicogénio como fonte de glicose enddgena. A degradacdo do glicogénio
plaquetério gera moléculas de glicose que podem ser desviadas para a producgdo de
lactato. O aumento nos niveis de lactato pode ocorrer em consequéncia de restricdo da
oxigenacdo ou diminuicdo da funcdo mitocondrial (Gyongyossy-Issa, 2011; Gulliksson,
2014).

Ao avaliar as amostras de CP canino dos trés tratamentos, observou-se em
relacdo ao sodio, um aumento na sua concentracdo ao longo do tempo, sendo esta mais

expressiva nos dias 9 e 13 de armazenamento (p= 0,001). Entre os trés tratamentos
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também houve diferenca estatistica significativa (p= 0,001). As concentra¢fes de
potassio aumentaram a partir do 5° dia de armazenamento (p= 0,001) e foram
significativamente diferentes estatisticamente entre os trés tratamentos (p= 0,001).
Dentre as SAP, a SSP+ possui concentracdo superior de sédio, e as duas possuem a
mesma concentracdo de potassio em sua formulagdo (Tabela 1). O potéssio foi
adicionado as SAP que continham fosfato (SAPs de terceira geracdo), pois esse
eletrolito desempenha um papel fundamental na manutencdo do potencial de
membrana, inibindo a liberacdo de citocromo c. Estudos em CP humano demonstraram
que SAP com magnésio e potassio parecem ter menores porcentagens de expressao de
CD62P, além de melhor manutencdo do pH (Gulliksson et al., 2003). As observagdes
estdo de acordo com os achados deste experimento. As SAPs de terceira geracao tém se
mostrado as mais eficientes ao avaliar manutencdo do metabolismo energético,
viabilidade plaquetéria e, consequente, aumento de vida de prateleira (Gulliksson et al.,
2003; Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

A concentracdo de bicarbonato também ¢ influenciada pela composicédo da SAP.
Observa-se que hd uma diminuicdo na sua concentracdo ao longo do tempo de
armazenamento (p< 0,001), sendo esta alteracdo néo significativa somente entre os dias
5 e 9. A concentracdo inicial de bicarbonato é superior no grupo controle (p< 0,001),
consequentemente a queda da sua concentracdo é mais significativa neste grupo quando
comparado as SAP. Ao final dos 13 dias de armazenamento sua concentracdo é superior
nos grupos que utilizam SAP em relacdo ao grupo controle (Tabela 6, Figura 8).
Observa-se também que a concentracdo de bicarbonato é mais estavel no SSP+, padrao
que reflete os valores mais estaveis de pH nestes CPs. O mesmo comportamento foi
observado por Saunders et. al. (2011) ao comparar CP 100% plasma com 70% SSP+
por 14 dias. Através da analise de correlagdo de Pearson, pode-se observar uma
correlagdo negativa do bicarbonato em relagdo ao lactato, pO,, MPV e PDW, enquanto
h& uma correlacdo positiva em relacao a glicose, pH, ATP, pCO; e JC-1 (A¥m) (Tabela
9). A presenga de bicarbonato no plasma tem um efeito tamponante, com a conversao
do fon H* produzido pela glicélise em CO, e H,O (Ringwald, Zimmermann e Eckstein,
2006). Para compensar a auséncia deste componente, adicionou-se acetato as SAP. No
TCA, o acetato é metabolizado a acetil-CoA, consumindo H* e, posteriormente, é
oxidado em CO; e H,0, agindo de forma tamponante contra a reducao de pH provocada
pela glicélise (Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006; Tynngard, 2009).
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A reducédo na pCO, é observada ao longo do tempo de armazenamento e se torna
mais expressiva até o 5° dia (p= 0,001), mantendo as concentra¢fes nos dias 9 e 13 . Ha
uma maior concentracdo de pCO; no grupo controle no dia 1, mas ao final do estoque a
concentracdo é mais elevada nas SAP (p= 0,001). A pO, comporta-se de maneira
inversa, ocorrendo um aumento ao longo do tempo de armazenamento, sendo este mais
expressivo até o 5° dia (p= 0,001). A pO, tem uma concentracdo significativamente
superior no grupo controle quando comparado com as SAP (p=0,001) (Tabela 6, Figura
8). A reducdo da pCO; e aumento da pO, estdo correlacionadas com a manutencao, e
aumento do pH, ndo havendo diferenca entre as SAP. Em relacdo a pCO,, pode-se
observar uma correlacdo negativa deste parametro com lactato, pO,, MPV, PDW e
LDH, enquanto ha uma correlacdo positiva em relacédo a glicose, pH, bicarbonato, ATP
e JC-1 (A¥Ym). Na pO2, hd uma correlacdo contraposta aos parametros de pCO,.
(Tabela 9). Estudos em CP humanos relatam uma relagéo inversa entre a pO, e a pCO,
associada ao declinio do metabolismo oxidativo (Prowse, De Korte, Hess, Van Der
Meer, et al., 2014). Resultados semelhantes foram descritos comparando CP plasma
com SAP em humanos (Vassallo et al., 2010; Tynngard, Nahreen, Trinks, Marie e
Berlin, Gosta, 2012).

Marcadores de apoptose

Seguindo as recomendacfes da AABB também foram realizados testes para
identificacdo de morte celular, ou exposicdo de PS, através da marcacdo com Anexina
V. A PS é considerada um marcador de ativacdo e atividade pro-coagulante, e também
indicador de apoptose (Dasgupta et al., 2010). Neste estudo ndo foram observadas
mudancas ao longo do tempo de armazenamento (p= 0,285), entretanto ha uma maior
marcagdo no grupo controle se comparado as SSP+ (p= 0,007) e Composol (p= 0,050)
(Tabela 7, Figuras 8 e 14). Esses resultados corroboram outras evidéncias de prejuizo do
metabolismo plaquetario como: baixa concentracdo de glicose, alta concentracdo de
lactato, reducdo brusca do pH e diminuicdo do potencial mitocondrial. Na maioria dos
estudos a porcentagem de marcagdo aumenta ao longo do tempo (Van Der Meer et al.,
2010). Portanto, neste estudo pode ter ocorrido uma limitagdo em relacdo a técnica
utilizada. Estudos em caninos ja foram realizados, mas nunca avaliando este marcador
por periodo prolongado (Pereira, 2002, dogs;Kingston Jk Fau - Bayly, 200)}. Um

estudo comparando CP humano 100% plasma
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Figura 14. Grafico de dispersdo, de uma amostra de cada tratamento, da exposicdo de fosfatidilserina (PS) avaliado
pelo marcador Anexina V FITC. Observar que ndo ha diferenca na marcacdo ao longo dos 13 dias de estoque, mas ha maior
marcagado no grupo controle (100% plasma), quando comparado com as solucdes aditivas SSP+ e Composol.
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com SSP+ observou comportamento semelhante em relacdo ao maior percentual de

marcacgdo no plasma (Saunders et al., 2011).

A concentracdo de LDH aumentou com o passar do tempo em todos os
tratamentos, e ndo houve diferenca significativa entre eles (p= 0,149). Em relagéo ao
periodo de estoque observou-se um aumento significativo da atividade enzimatica a
partir do 9° dia de armazenamento (p= 0,001) (Tabela 7, Figura 8). Pode-se observar
correlacdo positiva entre LDH e lactato e pO,, e uma correlacdo negativa entre LDH e
glicose, pH, pCO; e JC-1 (A¥m) (Tabela 9). Nas plaquetas que possuem mitocéndrias
abundantes, a fosforilacdo oxidativa procede a glicolise, e o piruvato é convertido a
acetilCoA. Este processo ocorre no interior da plaqueta de forma limitada,
principalmente ao longo do tempo de estoque quando h4d perda do AY¥m.
Alternativamente no citosol, o piruvato pode ser reduzido a lactato pela enzima LDH e
difundido ao citoplasma plaquetario. Este mecanismo reflete os resultados de correlagéo
positiva com lactato, ¢ negativa com pH e AWYm (Cookson et al., 2010; Gyulkhandanyan
et al., 2012). Com a senescéncia, ocorre lise plaquetaria e liberacdo de componentes
citosolicos, incluindo o LDH. Por este motivo o LDH é um marcador de morte celular
mais utilizado em pesquisa com modelos celulares. Estudos em CP plasma e CPs com
SAP em caninos e humanos demonstram resultados que estdo de acordo com os

observados neste experimento (Sink, 2002; Vassallo et al., 2010; Hoareau et al., 2014).

Em relacdo ao JC-1, hd um aumento do deslocamento de fluorescéncia para FL1
ao longo do tempo de armazenamento (p= 0,001), sem diferenca significativa entre os
dias 9 e 13 (p= 0,446). Por outro lado, nos ultimos dois dias de avaliagdo hd uma brusca
reducdo do percentual de marcacdo do CP 100% plasma em comparagdo as SAP, sendo
este mais significativo entre o plasma e Composol (p= 0,047) (Tabela 7, Figura 8, 15 e
16). Nao houve diferenca entre as solucgdes. Observa-se correlacdo positiva entre 0 JC-1
e glicose, pH, bicarbonato, ATP, pCO,; e correlacdo negativa com lactato, pO,, MPV,
PDW, LDH (Tabela 9).
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Figura 15. Grafico de regressdo linear demonstrando a reducdo da marcacéo de JC-1
agregados (FL2) e aumento da marcacgdo para JC-1 monémeros (FL1) ao longo dos 13

dias de estoque nas duas SAP (SSP+ e Composol) e no grupo controle (100% plasma).
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Copmosal — Dia 13

Figura 16. Grafico de dispersdo, de uma amostra de cada tratamento, demonstrando a reducdo da marcacdo de JC-1 agregados
(FL2) e aumento da marcacgdo para JC-1 mondmeros (FL1) ao longo dos 13 dias de estoque nas duas SAP (SSP+ e Composol)
e no grupo controle (100% plasma). Observar o aumento de células ndo marcadas ao longo do tempo na regido 107
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Avaliacdo do potencial mitocondrial nas solugdes aditivas utilizando duas técnicas (JC-
1 vs. Mitotracker)

Optou-se por avaliar o potencial de membrana mitocondrial utilizando técnicas
com as sondas fluorescentes JC1 e Mitotracker. A sonda fluorescente JC-1, é capaz de
se acumular como agregados na membrana mitocondrial de plaquetas viaveis emitindo
fluorescéncia vermelha (FL2). Em plaquetas danificadas e com baixo potencial de
membrana mitocondrial, o JC1 permanece na forma de mondmeros emitindo
fluorescéncia verde (FL1). O MitoTracker, € uma sonda fluorescente que avalia o
potencial de membrana e a massa mitocondrial. Plaquetas danificadas diminuem o
potencial de membrana mitocondrial (diminuicdo da fluorescéncia vermelha — FL3) e
aumentam o tamanho das mitocondrias por edema ou swelling (aumento da fluorecéncia
verde — FL1). Muitos estudos indicam que o estresse oxidativo induz a disfuncédo
mitocondrial liberando espécies reativas de oxigénio, como o superdxido, e que e
causam apoptose celular. Por isso, considera-se que a disfun¢cdo mitocondrial € um
mecanismo importante relacionado com a lesdo de estoque plaquetéario (Dekkers et al.,
2007; Devine e Serrano, 2010; Eder e Moroff, 2010; Hayashi et al., 2011).

Nenhum outro estudo avaliou JC-1 em CP canino, entretanto, os resultados aqui
apresentados estdo em conformidade com as pesquisas realizadas com SSP+ em CP
humanos (Saunders et al., 2011). Cookson et al (2010) avaliou Composol em CP
humanos, observando marcadores de apoptose por 12 dias de estoque. Os resultados
demonstraram aumento do deslocamento de fluorescéncia para FL1 (JC-1 mon6émero),
ou diminuicdo da marcacdo de FL2 (JC-1 agregados) a partir do 9° dia, sendo esta mais
expressiva no CP 100% plasma e estdo de acordo com os resultados deste trabalho.
Além destes dois estudos relatados em humanos, a avaliacdo de potencial mitocondrial é
mais utilizada quando objetiva-se avaliar mecanismos apoptoticos, interferéncia da
mitocondria no tempo de estoque ou em periodos onde o CP ndo é mantido em agitacao
constante. Existem poucos estudos, no mesmo modelo deste experimento, que
relacionam a funcdo mitocondrial e a viabilidade com uso de SAP (Skripchenko et al.,
2010; Hayashi et al., 2011).

Ao avaliar o JC-1 monbémero (FL1); que representa mitocondrias sem potencial
de membrana, ou aquelas que possivelmente estdo em processo apoptotico; notou-se um

aumento do percentual de marcacdo ao longo do tempo de armazenamento (p= 0,001),
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mas a diferenca ndo é significativa entre os dias 5, 9 e 13, e também ndo h4 diferencga
entre os tratamentos (p= 0,110) (Tabela 7, Figura 8, 15 e 16). Observa-se correlacéo
positiva com lactato, pO,, MPV, PDW, LDH; e correlacdo negativa com pH, HCOs,
ATP, pCO,, JC-1 e Mitotracker Red (Tabela 13).

Tabela 13. Correlacao de Pearson entre as principais caracteristicas metabolicas dos

concentrados de plaquetas armazenados em plasma e solugéo aditiva por 13 dias em
relacdo aos testes de viabilidade mitocondrial JC-1 e Mitotracker.

JC-1

Correlagdes JC-1 agregado MONBMero Mito Red Mito Green
(FL2) (FL1) (FL3) (FL2)
Glicose ,284** -,183 ,334** -,309**
Lactato -,800** ,553** -, 703** ,690%**
pH ,660** -,429%* ,626** -,526**
HCO; ,604** -,398** ,537** -,486**
ATP ,350** -,185%* ,301** -,208**
pO, -,602** ,317%* -,534** A436**
pCO; ,708** -,432%* ,620%* - B4T**
MPV -,440** ,273%* -,414** ,459**
PDW -,550** ,353** -, 487** ,546%*
JC-1 agregado (FL2) - -,581** ,846** - 774**
JC-1 mondmero (FL1) -,581** - -,461%* ,A97**
Cels ndo marcadas (JC-1) -,808** -,011 -, 705** ,591**
Mito Red (FL3) ,846%* -, 461%* - -,864**
Mito Green (FL1) -, 774** A97** -,864** -
Cels ndo marcadas (Mito) -, 346** 0,06 -, 497** -,007
LDH -,392** ,224%* -,443%* ,399**

* Correlagéo com nivel de significAncia p< 0,05; ** Correlacéo com nivel de significancia p< 0,01.

Em relacdo a avaliagdo das sondas Mitotracker, o Mitotracker Red demonstrou
um deslocamento de fluorescéncia para FL1 (Mitotracker Green), ou reducdo da
marcagdo de Mitotracker Red, ao longo do tempo de armazenamento (p= 0,001), sem
diferenca significativa entre os dias 9 e 13 (p= 0,278). No ultimo dia de avaliacdo ha
uma brusca reducdo do percentual de marcacdo do CP 100% plasma, mas ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (p= 0,800) (Tabela 7,
Figura 14). Observou-se correlagdo positiva com glicose, pH, HCO3, ATP, pCO, e JC-1
agregado (FL2); e correlacdo negativa com lactato, pO,, MPV, PDW, LDH, Mitotacker
Green e JC-1 mondmero (FL1). As correlacGes se espelham as de JC-1 agregado (FL2),

demonstrando concordancias entre as técnicas (Tabela 13).
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Em relacdo ao Mitotracker Green, que representa massa ou volume
mitocondrial, h& um aumento do percentual de marcacdo ao longo do tempo de
armazenamento (p= 0,001), sem diferenca significativa entre os dias 9 e 13 (p=0,919).
Também nédo houve diferenca entre as SAP (p= 0,733) (Figura 17 e 18). As correlacdes
se espelham as de JC-1 mondmero (FL1), havendo também correlacdo negativa com 0s
valores de glicose (Tabela 13).
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Figura 17. Gréfico de regressdo linear demonstrando a reducdo da
marcacdo de Mitoracker Red (Potencial mitocondrial, FL3) e aumento da
marcacdo de Mitotracker Green (Swelling mitocondrial, FL1) ao longo dos
13 dias de estoque nas duas SAP (SSP+ e Composol) e no grupo controle
(100% plasma).

Em relacdo ao percentual de marcagdo, as técnicas divergem entre si. O
Mitotracker Green marca um volume/percentual superior de organelas em comparacao
as marcadas pelo JC-1 monémero (JC-1 FL1). A técnica Mitotracker Green representa
uma populacdo mitocéndrias em que ha perda de potencial, mas a massa se mantém,
mesmo que ndo sejam totalmente funcionais (presenca de swelling mitocondrial), ainda
ndo ocorreu mitofagia ou apoptose (Puleston, 2015). Essas mitocondrias em swelling
exercem influéncia sobre o metabolismo in vitro, e colaboram com a manutengdo da
viabilidade. Este fato corrobora outros dados obtidos sobre o metabolismo, que atestam

que nas SAP ha viabilidade até o nono dia de armazenamento.

Destaca-se que houve um aumento do percentual de células ndo marcadas ao
longo do tempo de estoque: Dia 1: 8,45%, Dia 5: 27,38% e Dia 13: 48,48% na técnica
JC-1; Dia 1: 13,06%, Dia 5: 15,17% e Dia 13: 24,13% na técnica Mitotracker. Esta
populacdo de células refere-se a possiveis microparticulas e/ou fragmentos celulares,
que devido ao tamanho reduzido ndo sdo marcadas pelos corantes. Houve uma

correlacdo positiva entre as células ndo marcadas na técnica de JC-1 com PDW (r=
98



0,424; p< 0,05) e MPV (r= 0,346; p< 0,05) reforcando os achados descritos
anteriormente onde o comportamento destes Ultimos pardmetros estd associado com

dupla populacéo plaquetaria.

Os resultados permitem sugerir o uso do Mitotracker para avaliacdo de SAP,
pois a técnica parece trazer mais informacGes e correlaciona-se melhor com o0s

pardmetros tradicionalmente utilizados para avaliar lesdo de estoque plaquetario.
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Figura 18. Grafico de dispersao, de uma amostra de cada tratamento, demonstrando a reducdo da marcacao de
Mitoracker Red (FL3) e aumento da marcacdo de Mitotracker Green (FL1) ao longo dos 13 dias de estoque nas duas SAP
(SSP+ e Composol) e no grupo controle (100% plasma)
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5. CONCLUSAO

Em relacdo as solugdes aditivas avaliadas, os resultados deste estudo sugerem
que o metabolismo plaquetario se mantém adequado por periodo mais prolongado
quando ha armazenamento em solucdo aditiva. Pode-se recomendar o uso de CP em
SSP+ por até 13 dias de armazenamento e de Composol por até 9 dias de
armazenamento. Essa Ultima ndo manteve o pH dentro dos valores recomendados no dia
13, portanto pode ndo ser adequada para transfusdo se mantida por mais de 9 dias
armazenada. Os resultados de lactato, LDH e glicose das bolsas armazenadas em plasma
enfatizam o metabolismo anaerobico acentuado resultando em acidose do meio e leséo
de estoque plaquetario. A exaustdo da glicose nas bolsas do grupo controle, pode levar a
aceleracdo da deterioracdo da viabilidade plaquetéria, que reflete na reducdo do pH e
swirling. Ainda, o aumento da expressdo de fosfatidilserina associado a reducdo do

potencial mitocondrial remetem a apoptose.

As bolsas armazenadas em plasma apresentaram pH abaixo do desejavel no dia
5 de armazenamento. Estes dados estédo de acordo com os reportados na literatura para

CPs humanos armazenados em solucdo aditiva.

Este € o primeiro estudo que avalia a viabilidade em CP com SAP obtidos pelo
método de PRP. Quando estes mesmos testes sdo realizados em CP humanos obtidos
pelas técnicas de BC e aférese os resultados seguem o mesmo padréo, sugerindo que o
CP canino pode ser usado como modelo para estudos de lesdo plaquetéria de estoque.

Consideragdes futuras

Estudos in vivo devem ser realizados a fim de avaliar a viabilidade e manutencéo
do metabolismo plaquetario, antes que estas solugfes sejam utilizadas em bancos de

sangue veterinarios.
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APENDICES

Apéndice 1: Questionario pré-doacdo de sangue

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria

Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias — Av. Bento Gongalves, 9090. Porto Alegre, RS. 91540-000

Centro Diagnostico Blut's S/A — Rua Dr. Floréncio Ygartua, 427. Porto Alegre, RS, 90430-110

Contato: 3308-8034 ou 30720427 Cel: 84056791. E-mail: nicole.hlavac@ufrgs.br; camila.lasta@ufrgs.br

NOME DO DOADOR: IDADE:

SEXO:F[] M[] CASTRADO: SIM[] NAO[]

NOME DO TUTOR:

CANIL.:

RACA:

1) Possui 0 animal desde filhote? [Jsim [CNAO
2) O animal recebe todas as vacinas anualmente? [Isim [CINAO
3) Seu animal recebe vermifugos regularmente? []sim [CINAO
4) Alguma outra medicacao é utilizada em seu animal? [Isim [CINAO
5) Seu animal j& doou sangue? [CJsim [CINAO
6) Seu animal ja recebeu alguma transfuséo sanguinea? [Isim [CINAO
7) Seu animal ja esteve em outro estado/ pais? [Isim [CINAO
8) Seu animal ja teve algum problema de saide? (ex. sangramentos) [Isim [CINAO
9) Seu animal j& sofreu alguma cirurgia (com exce¢do da castracao)? [Isim [CINAO
10) Seu animal ja teve algum colapso ou convulsdes? []sim [CINAO
11) Alguma alteracédo cardiaca j& foi diagnosticada em seu animal? []sim [CINAO
12) Notou alguma alteracdo recente em seu animal? Qual? | [[SIM [CINAO

Obs. As respostas serdo analisados pelo médico veterinario responsavel pelo projeto.

Assinatura:

Data:
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Apéndice 2: Termo de consentimento para pesquisa e cuidados recomendados apés a
doacéo de sangue.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria
Laboratorio de Anélises Clinicas Veterinarias — Av. Bento Gongalves, 9090. Porto Alegre, RS. 91540-000
Centro Diagnostico Blut's S/A — Rua Dr. Floréncio Ygartua, 427. Porto Alegre, RS, 90430-110

Contato: 3308-8034 ou 30720427 Cel: 84056791. E-mail: nicole.hlavac@ufrgs.br; camila.lasta@ufrgs.br

TERMO DE CONSENTIMENTO & CUIDADOS APOS-DOAGAO DE SANGUE

e Tenha certeza de tomar alguns cuidados para que seu animal ndo apresente complicagbes ap6s a doagéo de
sangue.

e Permita acesso livre a 4gua potavel fresca. Seu animal deve beber aproximadamente 4 xicaras de agua
adicionais apds a doagao. Permita que ele tenha acesso a comida normalmente.

e Mantenha a bandagem seca e no pescogo do animal por pelo menos 30 minutos e ndo mais que 1 hora apos a
doago. Esta préatica pode prevenir lesdo, hematomas e edema na regido de pungao venosa.

o Evite fazer presséo sobre o local (préxima a area de puncdo da veia jugular), como o uso de coleiras que
possam lesionar a regido, por aproximadamente 12 horas ap6s a doagéo.

e O seu cdo pode continuar com suas atividades normais apés a doagao, mas evite atividades fisicas intensas
(caminhadas longas, treinamentos e efc).

e  Se seu cdo parecer estar cansado ou desinteressado, permita que ele descanse pelo resto do dia. Se esta
letargia continuar por mais de 12 horas, por favor, entre em contato conosco.

¢ Um pequeno hematoma no local da pungdo pode ser normal. Entretanto, se este o hematoma for muito
extenso, se a area estiver muito edemaciada ou dolorida, por favor, entre em contato conosco.

e Todo doador tem direito a consulta gratuita no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS até 6 meses apés a
ultima doacéo (guarde com cuidado sua carteirinha de doador).

Obrigado por permitir que seu animal participe do nosso projeto.

Eu , responsavel pelo cao doador

, estou ciente e concordo com todo o processo que envolve a doagdo de sangue

em caes e 0 projeto de pesquisa ao qual estou envolvido.
Assinatura:
Data:
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Apéndice 3: Termo de consentimento para divulgacéo e utilizacdo de fotos na pesquisa.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria
Laboratorio de Anélises Clinicas Veterinarias — Av. Bento Gongalves, 9090. Porto Alegre, RS. 91540-000
Centro Diagnostico Blut's S/A — Rua Dr. Floréncio Ygartua, 427. Porto Alegre, RS, 90430-110

Contato: 3308-8034 ou 30720427 Cel: 84056791. E-mail: nicole.hlavac@ufrgs.br; camila.lasta@ufrgs.br

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA DIVULGAGAO DE FOTOS

NOME DO DOADOR: IDADE:

SEXO:F[] M[] CASTRADO: SIM[] NAO[]

NOME DO TUTOR:

CANIL:

RACA:

Eu , responsavel pelo cao doador

, dou minha permissdo para que a UFRGS utilize qualquer fotografia tirada

hoje, do meu céo ou minha, em campanhas de publicidade para educar a populagio sobre a necessidade de cées

doadores.

Assinatura:

Data:
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