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PADRONIZACAO DE TECNICAS BIOQUIMICAS PARA AVALIACAO DE
CONCENTRADO DE PLAQUETAS CANINO

Autor: Camila Serina Lasta

Orientador: Félix H. D. Gonzalez

RESUMO

A hemoterapia veterinaria tem evoluido muito nos ultimos anos, sempre seguindo os padroes
de hemoterapia humana. Ao mesmo tempo em que a transfusdo de concentrado de plaquetas
tem sido cada vez mais requisitada em medicina veterinaria ainda sdo escassas as pesquisas
com alvo no concentrado de plaquetas canino. Este trabalho apresenta uma revisao da
literatura sobre os aspectos estruturais e funcionais das plaquetas, indicagdes do uso de
concentrado de plaquetas em cdes, métodos de preparo e caracteristicas desejadas em um
concentrado de plaquetas; além de uma revisao sobre metabolismo, lesdes plaquetarias de
armazenamento € o uso da citometria de fluxo para avaliagdo de plaquetas. O presente estudo
teve como objetivo padronizar técnicas de avaliacdo do concentrado de plaquetas canino
relatando as mudangas observadas durante 5 dias de armazenamento. Para tal, foram
avaliados aspectos de morfologia, ativacdo, fun¢do, metabolismo e indicadores de lesdo
mitocondrial e morte celular em CP canino através de técnicas de agregacdo plaquetdria,
bioquimica celular e citometria de fluxo durante o armazenamento. Foram utilizadas 22 bolsas
de CP canino, avaliadas nos dias 1, 3 e 5 ap6s a coleta. Todas as bolsas apresentaram-se
negativas quanto ao isolamento de micro-organismos. Houve diminui¢do significativa da
concentracao de glicose, pCO», bicarbonato, ATP, pH e swirling; aumento da concentragao de
lactato e da pO»; poucos sinais de ativagdo plaquetaria; e diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial no final do periodo estudado. Nao foram observadas mudangas nos
testes de exposi¢ao de fosfatidilserina e caspase durante o periodo avaliado. As sondas
MitoTracker Green e MitoTracker Red podem ser utilizadas na avali¢do de lesdao mitocondrial
de plaquetas com resultados fidedignos. Foram padronizadas técnicas que ndo foram descritas
na avaliacdo de plaquetas caninas, e que poderdo ser utilizadas em outros estudos sobre o
tema. Com este trabalho, ¢ possivel ter dados concretos a respeito das alteracdes metabolicas
ocorridas ao longo do periodo de armazenamento. Estes dados servem como base para outros
estudos in vitro e in vivo relacionados ao uso de concentrado de plaquetas. Espera-se gerar
conhecimento e motivar mais pesquisas nas areas de hematologia e hemoterapia veterinaria.

PALAVRAS - CHAVE: caes, hemoterapia veterindria, lesdes de armazenamento,
metabolismo plaquetario.



STANDARDIZATION OF BIOCHEMICAL TECHNIQUES FOR CANINE
PLATELET CONCENTRATE EVALUATION

Author: Camila Serina Lasta

Advisor: Félix H. D. Gonzélez

ABSTRACT

Veterinary hemotherapy has evolved in the last years, following standards of human blood
therapy. While the transfusion of platelet concentrate has been increasingly requested in
veterinary medicine are insufficient studies on concentrate of canine platelets. This paper
presents a review about structural and functional aspects of platelets, indications for the use of
platelet concentrates in dogs, preparation methods and characteristics desired in a platelet
concentrate; metabolism, platelet storage lesion and the use of flow cytometry to evaluate
platelets. This study aimed to standardize canine platelet concentrate techniques reporting
observed changes in 5 days of storage. For this purpose, were evaluated morphology,
activation, function, metabolism, indicators of mitochondrial damage and cell death through
the use of platelet aggregation techniques, biochemistry and cell flow cytometry. We evaluate
standard techniques no earlier used in the evaluation of canine platelets, which can be used in
other studies on the subject. For this, 22 canine platelet concentrates were evaluated on days
1, 3 and 5 after collection. All samples were negative for contamination. There was observed
a significant decrease in glucose concentration, pCO3, bicarbonate, ATP, pH and swirling;
enchance lactate and pO> concentrations; few platelet activation signals; and decreased
mitochondrial membrane potential in the end of the study period. There were no changes in
phosphatidylserine and caspase exposure tests during the study period. The results reveal the
the MitoTracker Green and MitoTracker Red dyes can be used in evaluation of platelets
mitochondrial injury with reliable results. With this work, it was possible to have concrete
information about the metabolic changes in canine platelet concentrate during the storage
period. These data serve as a basis for other in vitro and in vivo studies regarding the use of
canine platelet concentrate. The expectation of this research was to generate knowledge and
encourage more research in hematology and veterinary hemotherapy.

KEY-WORDS: dogs, veterinary hemotherapy, platelet storage lesions, platelet metabolism.
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1. JUSTIFICATIVA

A transfusdo de concentrado de plaquetas (CP) canino ¢ indicada no manejo clinico e
profilatico de sangramentos devidos a trombocitopenias ou trombocitopatias, como em casos
de coagulagdo intravascular disseminada (CID) ou quando ha necessidade de intervengao
cirirgica em pacientes com alteracdo da hemostasia primaria (Callan, Appleman e Sachais,
2009; Schubert e Devine, 2010). Avancos principalmente nas areas de terapia intensiva e
oncologia veterinaria nos Gltimos anos foram um impulso para a maior demanda dos
hemocomponentes, entretanto, a disponibilidade especialmente de concentrado de plaquetas €
escassa, devido principalmente a dificuldades na sua obtencdo e ao curto periodo de
viabilidade. Soma-se a isto o fato que muitos destes pacientes necessitam de multiplas
transfusdes de plaquetas. Enquanto a disponibilidade é escassa, a procura por CP aumenta a
medida que as vantagens do fracionamento sanguineo difundem-se no meio veterinario

(Callan, Appleman e Sachais, 2009).

Durante o estoque as plaquetas sofrem alteragdes estruturais, bioquimicas e funcionais
chamadas de lesdes de armazenamento ou “lesdes plaquetarias de estoque ou
armazenamento” (PSL, do inglés platelet storage lesions), um processo multifatorial que
inclui consumo de energia, ativagdo e apoptose plaquetarias; limitando o uso clinico de CPs
(Leytin et al., 2008; Ohto, H. e Nollet, K. E., 2011). Segundo Schubert & Devine (2010), as
PSL podem ser definidas como “a soma de todas as alteragoes deletérias que ocorrem desde
a coleta do doador até o momento da transfusdo a um receptor e que conduzem a danos
progressivos na estrutura e fun¢do plaquetarias”. Segundo tais autores, essas mudancgas
cursam com reorganizacdo do citoesqueleto plaquetdrio e mudancas na membrana lipidica,
perda da expressdo de glicoproteinas de membrana de modo a diminuir a fungdo e a
viabilidade plaquetarias, e consequentemente a qualidade do hemocomponente.

As PSL s3o um processo multifatorial e estdo relacionadas com a diminuigdo da
funcionalidade e da meia-vida plaquetaria apds a transfusdo (Hayashi et al., 2011; Ohto, H. e
Nollet, K. E., 2011), de forma que entendé-las e minimiza-las deve ser um objetivo a ser
alcangado na hemoterapia veterinaria (Kaufman, 2006; Callan, Appleman e Sachais, 2009).
As PSL podem ser avaliadas através de: 1) marcadores de superficie expressos nestas
situagodes, 2) liberacdo de citocinas, 3) capacidade de agregacdo das plaquetas em resposta a
um agonista e 4) avaliagdo da atividade metabolica - indicada por mudancas no pH, aumento
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na producao de lactato e na liberagdo de lactato desidrogenase (LDH), bem como diminui¢ao
da disponibilidade de glicose (Kaufman, 2006; Tynngérd, 2009; Tynngérd, Trinks e Berlin,
2010; Ohto, Hitoshi e Nollet, Kenneth E., 2011; Picker, 2011). Também sao importantes os
marcadores de apoptose e a avaliagdo mitocondrial das plaquetas, pois estes mecanismos nao
foram avaliados em plaquetas caninas sob condi¢des de armazenamento de banco de sangue
(22°C e agitagao constante) e ndo se sabe o papel exato da apoptose no desenvolvimento das
PSL (Perrotta, Perrotta e Snyder, 2003; Gyulkhandanyan et al., 2012; 2013). Entender o
mecanismo da apoptose ¢ as alteracdes mitocondriais das plaquetas estocadas em condig¢des
padrdo de banco de sangue podera servir de base para pesquisas que visem desenvolver
estratégias de bloqueio da apoptose, aumentando a viabilidade celular e assim o tempo de
estoque do CP (Li ef al., 2000; Leytin et al., 2009; Hayashi et al., 2011; Gyulkhandanyan et
al.,2012; 2013).

Por serem armazenadas a temperatura ambiente (20-24°C), as plaquetas mantém seu
metabolismo ativamente e também estdo mais sujeitas a proliferacdo bacteriana - fatos que
restringem seu tempo de armazenamento a cerca de cinco dias (4 a 7), dependendo da
legislacdo local (Burns e Werch, 2004; Schubert e Devine, 2010; Ohto, H. e Nollet, K. E.,
2011). Desta forma, pesquisas em centros de hemoterapia humana tém sido feitas com o foco
no aumento do tempo de armazenamento das plaquetas (Slichter et al., 2006; Amorini et al.,
2007). Para isso, solugdes aditivas que tém sido utilizadas e avaliadas (Karnicki et al., 2003;
Tynngard, Trinks e Berlin, 2012; Leitner et al., 2015) em plaquetas humanas, podem ter valor
na Medicina Veterinaria, desde que técnicas de avaliacdo de CPs caninos em plasma sejam

padronizadas (Van Der Meer et al., 2010; Alhumaidan e Sweeney, 2012).

E preciso entender melhor o metabolismo das plaquetas caninas armazenadas em CP
“padrdo”, ou seja, no proprio plasma, para que estudos futuros possam ser realizados no
sentido de estender o tempo de armazenamento através do uso de solugdes aditivas. Para que
os bancos de sangue veterinarios possam oferecer um produto de qualidade, é necessaria a
padronizacdo da producdo do CP e também das técnicas que avaliam a funcéo e a viabilidade
das plaquetas caninas estocadas. Entendendo melhor o metabolismo das plaquetas caninas
armazenadas poder-se-a avalia-las in vivo, futuramente, com estudos que visem investigar a
sua sobrevivéncia no receptor, apos a transfusdo, pois sabe-se que reducdo da viabilidade

plaquetaria in vivo esta relacionada com mudancas observadas in vitro, de modo que descobrir
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quais parametros in vitro representam verdadeira correlagdo com a sobrevivéncia plaquetaria

pos transfusdo é um desafio na medicina e também na veterinéria.

O presente trabalho propGe avaliar o CP canino através de técnicas de agregacdo plaquetaria,
bioquimica celular e citometria de fluxo durante o armazenamento a fim de descrever as
mudancas ocorridas, bem como padronizar as técnicas utilizadas para que possam ser Uteis em
outros estudos sobre o tema. Com este trabalho, espera-se entender melhor o metabolismo

plaquetario canino, gerando conhecimento na area de hematologia e hemoterapia veterinaria.
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2. QUALIFICACAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO

As plaquetas sdo extremamente sensiveis a estimulos, de forma que a coleta e o
processamento, por si so, ja sdo estimulos suficientes para a ativagdo (Holme, Heaton e
Courtright, 1987; Solheim et al., 2004). Durante o periodo de estoque, as plaquetas mantém
seu metabolismo de forma ativa, resultando em mudancas estruturais e funcionais que
culminam em perda de viabilidade e baixo sucesso transfusional (Tynngard, 2009; Ohto &
Nollet, 2011).

Infelizmente, ndo existe um teste Unico que possa avaliar com precisdo a qualidade e
viabilidade plaquetéria, de modo que atualmente sdo utilizados diversos testes em conjunto na
tentativa de assegurar que o banco de sangue disponha de um produto de qualidade (Tynngard
et al., 2008; Zhang, Carter, Devine, et al., 2008; Devine e Serrano, 2010). Para fins de
validacdo, qualificacdo e composicdo do CP sdo recomendados testes adicionais aos
comumente utilizados, que revelem alteragdes na morfologia celular, no metabolismo ou
estado bioquimico e na ativacdo plaquetaria, como expressdo de marcadores de ativagdo na
membrana externa e mudancas na resposta fisioldgica (Solheim et al., 2004; Maurer-Spurej e
Chipperfield, 2007).

Existem poucos dados sobre a avaliacdo de funcdo plaquetéria e qualidade do CP canino sob
condicdo de rotina de processamento e armazenamento, o que limita o desenvolvimento e
avanco da hemoterapia veterinaria (Klein, Adamik e Mischke, 1999; Sink, 2002; Costa, 2011;
Hoareau et al., 2014). As alteracdes ocorridas podem ser demonstradas através de mudancas
na morfologia da plaqueta e em indicadores bioquimicos, na liberacdo de granulos, na
expressao de glicoproteinas de superficie e de marcadores de apoptose (Solheim et al., 2004;
Jandrey, 2012). Segundo Cookson et al. (2010), marcadores de apoptose in vitro, como
mensuracdo de AWm (potencial de membrana mitocondrial), caspases, exposicdo de
fosfatidilserina e geracdo de microparticulas podem ser bons indicadores de sobrevivéncia
pos-transfusdo em humanos. Estudos similares podem e devem ser realizados em cédes. A
padronizacédo das técnicas utilizadas em CP humanas para utilizacdo em CP caninas permitira
gue as mesmas sejam utilizadas em pesquisas que tenham por objetivo aumentar a qualidade e

0 tempo de armazenamento de plaquetas caninas. Ainda, permitira que no futuro possamos
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realizar testes in vivo de sobrevivéncia de plaquetas pos-transfusdo, contribuindo com o
avanco da hemoterapia veterinria. Cookson et al. (2010), por exemplo, demonstraram que
plaquetas armazenadas por 12 dias na solucdo aditiva Composol (Fresenius HemoCare)
apresentaram indices de metabolismo/ativacdo plaquetaria equivalentes a plaquetas

armazenadas em plasma aos nove dias, gerando expectativa de avangos promissores.

Apesar de alguns dados conflitantes, a citometria de fluxo tem sido amplamente utilizada na
avaliacdo de lesdo de estoque plaquetario (platelet storage lesion — PSL) em bancos de sangue
humanos. Embora ndo exista um consenso a respeito de quais testes devem obrigatoriamente
ser realizados a fim de assegurar a melhor qualidade do CP, os autores escolheram
arbitrariamente avaliar importantes marcadores de funcdo plaquetdria — como ativacdo
(CD62P), apoptose e morte celular (caspase, anexina V, lactato desidrogenase), lesdo
mitocondrial (Mitotracker e JC-1), metabolismo plaquetério (pH, pO2, pCO., glicose, lactato,
bicarbontato e ATP), funcionalidade plaquetéria (agregometria) e caracteristicas
morfoestruturais de qualidade do CP canino (volume e anisocitose plaquetarias, nimero de
plaquetas e leucdcitos e presenca de swirling) nos dias 1, 3 e 5 de armazenamento. Desta
forma, propde-se padronizar técnicas ainda ndo descritas em CPs caninos para que possam ser
utilizadas na avaliagdo de plaguetas em bolsas de concentrado canino, agregando valor ao
servico de hemoterapia veterinaria e visando atender as expectativas de mercado ao oferecer

produtos e servicos de qualidade aos pacientes caninos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. INTRODUCAO

As plaquetas sdo 0s menores elementos celulares sanguineos. Sua importancia na manutengédo
da hemostasia € reconhecida desde o final do século 19 (Jackson, 2007), entretanto, apenas
mais recentemente seu envolvimento no processo inflamatdrio, defesa contra patdgenos e no
recrutamento celular foi identificado (Semple e Freedman, 2010; Semple, Italiano e
Freedman, 2011; Rondina e Garraud, 2014; Cognasse et al., 2015; Long et al., 2015). A fim
de contextualizar a presente tese, esta introducdo comeca fornecendo uma breve descri¢do da
estrutura, formacdo e funcdo plaquetéria; historico da hemoterapia veterinaria; o papel das
plaguetas na medicina transfusional - incluindo as caracteristicas e méetodos de preparo do
concentrado de plaguetas (PC). Também serd abordada a utilizacdo da citometria de fluxo na
analise de plaquetas e uma revisao sobre as mudancas sofridas pelas plaquetas durante o
armazenamento, a fim de fornecer uma base para posterior discussdo em forma de artigos

cientificos.

3.2. PLAQUETAS - ESTRUTURAE FUNCAO

Em mamiferos as plaquetas ndo sdo consideradas células verdadeiras, pois sdo fragmentos do
citoplasma dos megacariocitos (Boudreaux, 2010b; Russell, 2010), mas para fins de

simplificacdo serdo tratadas como tais no texto que segue.

A megacariocitopoiese tem inicio a partir de uma célula pluripotencial que avanca em sua
diferenciacdo estimulada principalmente pela trombopoietina - secretada principalmente pelo
figado — mas também por fatores de crescimento e citocinas como interleucinas (IL-1, I1L-3,
fator estimulador de coldnia granulocitica-monocitica, eritropoietina, entre outros). A
producdo das plaquetas é regulada de acordo com a massa plaquetaria de cada individuo,
podendo aumentar mais de 20 vezes em casos de grande demanda. As plaquetas possuem
receptores que se ligam a trombopoietina, internalizando e degradando-a, de forma que em
caso de trombocitopenia, a grande quantidade de trombopoietina livre atuard estimulando a
producdo e liberacdo de plaquetas. Os megacariécitos possuem pseudopodes que penetram

nos entre as células endoteliais e, através de um processo de fragmentacéo citoplasmatica as
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plaquetas vao sendo liberados para a circulacdo periférica gradativamente (Patel, Hartwig e
Italiano, 2005; Kickler, 2006; Jurk e Kehrel, 2008; Russell, 2010). Cada megacaridcito pode
gerar centenas de plaquetas (Figura 1), que nos cées possuem meia-vida na circulagdo de 5a 7
dias, quando entdo sdo removidas da circulacdo por macrofagos, principalmente no baco e
figado (Russell, 2010).
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Figura 1. Visdo geral da biogénese plaquetéria. A) Megacaridcito imaturo; B) Megacariécito sofre endomitose
nuclear, sintese de organelas e maturacdo citoplasmética; C) Formagdo da pré-plaqueta comeca com o
desenvolvimento de grossos pseudépodes; D) Deslizamento dos microtlbulos impulsiona a formacdo das
extremidades pro-plaquetérias, que se expandem por toda a célula, enquanto ocorre a ramificacdo ampliada
destas extremidades pro-plaquetarias existentes; E) O citoplasma do megacariécito é convertido em uma massa
de plaquetas liberadas individualmente a partir da extremidade pro-plaquetéria; eventualmente ocorre extrusao
do ndcleo ( Patel et al., 2005).
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As plaquetas sdo células extremamente complexas, que possuem receptores de superficie
capazes de reconhecer sinais em seu ambiente e interagir com ions, proteinas, nucleotideos e
fosfolipideos em uma rede heterogénea de biomoléculas (Boudreaux, 2010b). Em repouso
possuem formato discoide, cerca de 2 a 5 um de diametro, e ndo apresentam filopodia,
alteracdo conformacional caracterizada por projecoes citoplasmaticas (Jurk e Kehrel, 2008;
Boudreaux, 2010b).

As plaquetas possuem citoesqueleto, uma rede tridimensional de microfilamentos compostos
por actina, espectrina, aducina, filamina e GPIb/X/V. E o citoesqueleto que determina o
formato da plaqueta, bem como sua estrutura geral, sendo uma estrutura dindmica,
responsavel também pelo movimento celular e transporte de organelas pelo citoplasma.
Alteracbes no citoesqueleto podem levar a fragmentacdo e formacdo de microparticulas
(Boudreaux e Catalfamo, 2010).

A chamada zona periférica da plaqueta é a regido mais externa, uma membrana plasmatica,
constituida por uma bicamada lipoproteica, com glicoproteinas (GP) que atuam como
receptores, proteinas adesivas, enzimas e fosfolipideos (Figura 2). As GP de membrana séo
receptores especializados na mediacdo de importantes respostas fisioldgicas. GPlb-1X-V ou
como € mais conhecida, glicoproteina Ib (GPIb), e GPVI, por exemplo, sdo receptores
envolvidos na ligacdo das plaquetas ao fator de von Willebrand (fvW) e ao coléageno,
respectivamente. As GPs do complexo lIb/llla (CD41 e CD61), integrinas dependentes de
calcio, sdo as mais abundantes da superficie plaquetéria; sua funcdo esta relacionada com a
agregacao plaquetaria através da ligacdo da plaqueta ao fibrinogénio (Jurk e Kehrel, 2008;
Boudreaux, 2010b). O termo integrina refere-se a proteinas integrais de membrana que
servem de ponte entre o citoesqueleto celular e a matriz extracelular (Kickler, 2006). A
ligagdo acontece, pois apesar de estarem presentes na superficie das plaquetas em repouso,
apos a ativacdo plaquetaria mudancas conformacionais ocorrem e este complexo atua como
sitio de ligacdo ao fibrinogénio ligando-se a sequéncia de aminodacidos arginina — glicina —
aspartato - serina (presente na molécula de fibrinogénio, fvW e fibronectina), e a sequéncia
lisina — glutamina — alanina — glicina — aspartato — valina, também do fibrinogénio (Kickler,
2006; Boudreaux e Catalfamo, 2010).
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Figura 2. Receptores envolvidos na adesdo e agregacdo plaquetaria no sitio de injaria (Jackson, 2007).
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Na membrana existem numerosas invaginac6es que formam as paredes do sistema canicular
aberto (SCA) (Figura 3), um sistema tubular conectado a superficie a partir da zona periférica
e ao longo do citoplasma que se comunica com o ambiente extracelular. O SCA ¢é uma via de
secrecdo do conteldo granular durante a exposicdo e ativacdo de receptores de superficie na
agregacao (Jurk e Kehrel, 2008; Russell, 2010). As plaguetas possuem trés tipos de granulos —
densos, alfa e lisossomais — heterogéneos tanto em seu contetdo e quanto morfologia. Os
granulos densos estocam principalmente serotonina, ATP, ADP e cerca de 70% do célcio da
plaqueta. A liberagdo de calcio pelos granulos densos desencadeia uma série de eventos que
convergem para a agregacdo plaquetaria. Granulos alfa contém proteinas e peptideos e
liberam seus componentes em resposta ao estimulo de receptores (Kickler, 2006; Boudreaux e
Catalfamo, 2010; Panzer e Jilma, 2011). P-selectina (CD62P) é uma proteina estocada em
granulos alfa, relacionada com as interagdes adesivas das plaquetas com neutrdfilos,
monocitos e células endoteliais durante o processo de hemostasia e também no processo
inflamatorio. E classicamente utilizada como marcador de ativacdo plaquetaria, pois é
rapidamente transportada a membrana apos ativacdo (Yeo et al., 1993; Gutensohn et al.,
2002; Leytin et al., 2008; Tynngard et al., 2008; Tynngard, 2009) e tem sido amplamente
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estudada em CPs humanos, pois a ativacao plaquetéria é uma manifestacdo bem documentada
nas PSL (Vetlesen et al., 2007; Leytin et al., 2008; Gyulkhandanyan et al., 2013; Mutlu et al.,
2013). Com base em analises por eletroforese, a P-selectina humana e a canina sao
indistinguiveis, mas apesar da similaridade (Yeo et al., 1993), a relacdo entre o processo de
agregacéo, a expressdo de CD62P e a modificagdo de sua expressdo durante a ativacio
plaquetéria em cdes necessita ser aprofundada a fim de avaliar o papel funcional da P-
selectina nesta espécie (Pelagalli et al., 2011). Estudo que buscou a compreensdo do papel da
hemostasia nos casos em endotoxemia em cdes sugeriu que a expressdo de CD62P em
plaquetas e a agregacdo de plaquetas e leucocitos, podem ser biomarcadores de septicemia
seguida por coagulacdo intravascular disseminada (CID) nesta espécie (Yu, Noh e Park,
2015).
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Figura 3. Microscopia eletrénica de plaqueta em repouso (Semple, Italiano e Freedman, 2011).

Embora alguns estudos tenham apontado uma correlacdo negativa entre P-selectina e
viabilidade plaquetaria in vivo (Rinder et al., 1991; Holme et al., 1997; Leytin et al., 2004), a
informacdo ndo foi confirmada em pesquisas posteriores (Goodrich et al., 2006; Slichter et
al., 2006). Os granulos alfa ainda contém fibrinogénio, fibronectina, fator V e fvW e fator
plaquetario 4 (Boudreaux, 2010b). Por fim, os granulos lisossomais contém hidrolases,

enguanto a membrana lisossomal contém proteinas - LIMP ou CD63, por exemplo - que se
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exteriorizam durante a reacdo de secregcdo granular e desempenham papel importante na
manutencdo do pH, pois medeiam o transporte de ions e aminoécidos através da membrana
(Boudreaux e Catalfamo, 2010).

As plaquetas possuem mitocondrias (Figura 4), organelas de grande importancia tanto no
provimento de energia celular (producdo de ATP) quanto no processo de apoptose. As
mitocondrias sdo consideradas uma espécie de usina da célula, tamanha sua importancia na
producdo de energia. Possuem uma composicdo lipoprotéica caracteristica, localizam-se no
citoplasma e geralmente sdo estruturas cilindricas que possuem grande nimero de enzimas e
coenzimas, envolvidas no processo de fosforilagédo oxidativa. As mitocondrias possuem duas
membranas distintas tanto no aspecto relacionado a estrutura quanto a funcdo. A membrana
interna possui diversas invaginacdes para o interior da organela, formando as chamadas
‘cristas mitocondriais’, onde se localizam os componentes da cadeia respiratoria (Mohamad et
al., 2005; Hattori, Saiki e Imai, 2014).

electron transport chain and ATP synthesis

proapoptotic member of Bel = 2 family

antiapoptotic member of Bel - 2 family

ATP - ADP interchange

Figura 4. Estrutura da mitocondria (Mohamad et al., 2005).

As plaquetas circulantes encontram-se em uma interacdo dindmica com o endotélio vascular e
com o0s outros elementos sanguineos. Possuem papel fundamental no processo de coagulacéo,
manutencdo da integridade vascular e controle da hemostasia (Russell, 2010). Apds o dano
tecidual ligam-se ao fvW (fator de von Willebrand) e iniciam o processo de adesdo, que
culmina na formacdo do plug plaquetario - através da interacdo do fibrinogénio com o
complexo glicoproteico GPIIb/1l1a - que é estabilizado pela trombina, gerada com a ativacao
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sucessiva dos fatores de coagulacdo. A falta ou disfuncdo de qualquer componente envolvido
nesta delicada e complexa reacdo resulta em risco de sangramentos (Boudreaux, 2010a;

Boudreaux e Catalfamo, 2010).

O papel fisioldgico principal das plaquetas € participar do processo hemostatico (Figura 5).
Didaticamente, o processo seré descrito como temporal e sequencial, entretanto, sabe-se que a
hemostasia primaria e secundaria ocorrem de forma muito rapida e sinérgica, sendo a
hemostasia primaria um evento muito mais complexo e dinamico do que previamente
relatado. Atualmente sabe-se, por exemplo, que um dos principais elementos que influencia a
agregacdo plaquetaria é o fluxo sanguineo local, pois 0 mecanismo de agregacdo se comporta
de forma diferente frente a diferentes condi¢cbes de fluxo (Jackson, 2007). Ap6s uma lesdo
vascular, constituintes da matriz extracelular - como colageno, fibronectina e outras GPs - séo
expostos, desencadeando as reagOes de adesdo e alteracdo de forma, reacOes de secrecdo e
finalmente de agregacdo plaquetaria (Long et al., 2015; Smith, Travers e Morrissey, 2015;
Travers, Smith e Morrissey, 2015). Com a agregacdo ocorre a producdo de trombina, que
participa da cascata de coagulacdo, com a geracdo da rede de fibrina (Semple, Italiano e
Freedman, 2011).
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Figura 5. Recrutamento de plaquetas ao sitio de injaria (Semple, Italiano e Freedman, 2011).

A adesdo das plaquetas a matriz extracelular exposta se da através de um receptor plaquetario
para o colageno e por interacdes entre as GP de superficie GP Ib e o fvW, que atua como uma
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ponte entre os receptores de superficie das plaquetas. Com a ligacéo ao fvW e ao colageno as
plaquetas sdo ativadas e sofrem uma reorganizacao estrutural que promove uma mudanca de
forma (Jurk e Kehrel, 2008; Boudreaux e Catalfamo, 2010) (Figura 6). A seguir -
desencadeada pela ligacdo de agonistas aos receptores de superficie e por uma cascata de
fosforilacdo de proteinas intracelulares - ocorre a degranulacdo plaquetéria, quando o
contetdo dos grénulos é despejado no sistema canalicular aberto, que é continuo com a
superficie plaquetaria. O mecanismo contratil das plaquetas facilita a dispersdo do contetdo
dos granulos (ADP, serotonina e Ca, por exemplo) no plasma, onde irdo auxiliar na agregacédo
plaquetéria. Além dos produtos secretados pelos granulos, tromboxano Az, trombina e fator
ativador de plaquetas presentes no plasma sdo importantes agonistas que promovem a
agregacdo, aumentando a exposicdo e ativacdo da GPIIb/lIlla, receptor de superficie que se
liga ao fibrinogénio, de maneira que moléculas de fibrinogénio sdo ligadas simetricamente
entre si e aos receptores de superficie formando um agregado plaquetéario (tampdao primario)
crescente - mas ainda reversivel - que é suficiente para cessar 0 sangramento de pequenos
vasos. Com a continuidade do processo, este plug de plaguetas é estabilizado pela fibrina
(Nachman e Leung, 1982; Jurk e Kehrel, 2008; Boudreaux e Catalfamo, 2010; Semple,

Italiano e Freedman, 2011).

Figura 6. Microscopia eletronica evidenciando mudanga de forma e formacdo de pseuddpodes em plaquetas
ativadas (Wagner et al., 2002).
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Plaguetas e resposta inflamatdria

As plaquetas sdo classicamente conhecidas por sua importancia no processo de coagulacao e
reparo vascular, entretanto, cada vez mais estudos tém como alvo identificar o papel das
plaguetas no processo inflamatdrio (Andonegui et al., 2005; Semple e Freedman, 2010;
Semple, Italiano e Freedman, 2011; Rondina e Garraud, 2014; Bergmann et al., 2015; Wang
et al.,, 2015). Ja esta estabelecida, mas ndo completamente elucidada, a participacdo das
plaquetas de forma ativa tanto na imunidade inata quanto na adaptativa, atuando na primeira
linha de defesa, junto aos neutrofilos, como sentinelas circulantes que rapidamente se ligam a
patégenos ativando o sistema reticulo endotelial e induzindo hiperativagdo de neutrofilos para
producdo de moléculas pro-inflamatérias (Semple e Freedman, 2010; Semple, Italiano e
Freedman, 2011).

A superficie plaquetaria possui ndo apenas receptores que medeiam o processo hemostatico,
mas também receptores (tém sido chamados imunoreceptores) que servem de gatilho para as
cascatas imunologica e pré-inflamatoria (Rondina e Garraud, 2014). Ao expressar moléculas
imunomodulatérias como CD154, as plaquetas servem de ponte entre os sistemas inato e
adaptativo (Semple e Freedman, 2010; Semple, Italiano e Freedman, 2011). A GP-VI,
exclusiva de plaquetas, por exemplo, esta relacionada coma liberacdo de sinais inflamatdrios

através da interleucina -1 e € um receptor para o virus da hepatite C.

A interacdo adesiva das plaquetas com leucdcitos e células endoteliais via P-selectina é um
dos mecanismos envolvidos na ativacdo de eventos pré-inflamatérios como a rolagem e
ativacdo de neutréfilos, producdo de citocinas e recrutamento de leucdécitos ao sitio de injuria.
Ratos sem os genes de P e E-selectina apresentam maior risco de infeccédo, pois a rolagem de
leucdcitos e o recrutamento de mondcitos ao sitio da inflamacgéo estdo prejudicados (Bullard
etal., 1996).

Receptores TLR (do inglés toll-like receptors) sdo capazes de reconhecer estruturas bem
conservadas (RNA bacteriano, lipopolissacarideos, peptideoglicanos, por exemplo) presentes
em diversos micro-organismos. TLR sdo comumente expressados em células apresentadoras
de antigenos, como macrofagos e células dendriticas. A descoberta de que plaquetas humanas

e murinas expressam TLR abriu um promissor campo de pesquisa que afirma que os TLR
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plaquetarios sdo funcionais e estdo envolvidos na produ¢do de TFNa in vivo (Andonegui et
al., 2005; Jenne, 2014; Rondina e Garraud, 2014). Patogenos virais como influenza e o virus
da imunodeficiéncia humana sdo reconhecidos por receptores TLR 7 e estdo associados com a
presenca de trombocitopenia, 0 que sugere que receptores TLR 7 plaquetarios servem de
mediadores no mecanismo de defesa contra estes virus. Ainda, doencas de grande importancia
na area de salde publica, como dengue e maléaria, podem ter sua patofisiologia fortemente
influenciada pelos mecanismos de defesa plaquetarios; o que tem recebido atencao por parte
dos pesquisadores, com 0 alvo no desenvolvimento de novas terapias (Rondina e Garraud,
2014). Em medicina veterinaria, esta € uma &rea que merece atencdo e ainda ndo foi

devidamente explorada.
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Figura 7. (A) A ligag8o de agentes patogénicos e agonistas presentes no meio infeccioso acarreta ativacao
plaquetaria e reforca a resposta inflamatdria e o sistema imune; (B) Microparticulas plaquetarias carream IL-1B,
aumentando a permeabilidade vascular (Rondina e Garraud, 2014).
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3.3. USO DE PLAQUETAS NA CLINICA MEDICA
Historico e perspectivas da hemoterapia em medicina veterinaria

Data de 1665 o primeiro relato de transfusdo sanguinea em animais, quando Richard Lower
retirou sangue de um cdo e rep0s com sangue de outro. Este é referido como o periodo ‘pre-
cientifico’, quando ocorreram diversas experiéncias de “transfusdo”; entre seres humanos e
animais, inclusive. Nao existem registros oficiais ou exatos sobre a historia da hemoterapia
veterinéria. Sabe-se que foi com o advento das tecnologias utilizadas em bancos de sangue
humanos que o interesse pela medicina transfusional despertou no meio veterinario, e este foi
oficialmente registrado em 1950, na 872 Reunido Anual da AVMA (American Veterinary
Medical Association). Na década de 1960 foram comercializadas as bolsas plasticas para
coleta por sistema fechado, e na década de 1970, foi definido o principio basico da medicina
transfusional atual, ou seja, transfundir apenas 0 componente que o0 paciente necessita. Desde
entdo, a medicina veterinaria segue 0s avan¢os no campo da medicina transfusional humana,
embora a passos mais lentos. Atualmente existem bancos de sangue veterinarios em diversos
paises e em algumas capitais brasileiras, entretanto, assim como em medicina humana, nem
sempre é possivel atender & demanda constante (Junqueira, Rosenblit e Hamerschalk, 2005;
Lacerda, 2005; Davidow, 2013).

O processamento e fracionamento do sangue, a tipagem sanguinea e o controle das doencas
infecciosas transmitidas pela transfusdo - apesar de algumas limitacbes - sdo hoje uma
realidade também na medicina veterinaria (Callan, Appleman e Sachais, 2009); no entanto,
ainda ha um longo caminho a ser percorrido na busca pela exceléncia. Os hemocomponentes
caninos sdo produtos escassos e de grande demanda, e por este motivo infelizmente ainda é
comum em medicina veterinaria o uso de doadores sem triagem e a administracdo de sangue
total quando o paciente necessitaria de apenas um hemocomponente. No caso da transfusdo de
plaguetas, soma-se ainda a escassa disponibilidade especialmente deste hemocomponente,
devido a logistica de processamento e também ao curto periodo viavel das bolsas apos a
coleta. Por outro lado, os estudos sobre o tema cresceram nos ultimos anos e podemos dizer
que, apesar do longo caminho a ser percorrido, o Brasil tem acompanhado esta evolugdo, com

pesquisas a respeito de tipagem sanguinea, processamento de hemocomponentes e reacoes
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transfusionais (Lacerda, 2005; Gongalves, 2006; Lacerda et al., 2009; Costa, 2011; Esteves et
al., 2011; Casari, 2012; Lacerda et al., 2014).

O conhecimento sobre triagem de doadores, doencas infecciosas e dos metodos de coleta,
fracionamento e estoque dos hemocomponentes evoluiu muito nas ultimas décadas.
Entretanto, estes avan¢os trazem consigo a necessidade de se estabelecer normas especificas e
de controle para a hemoterapia veterinaria. Apenas assim poderemos garantir a qualidade do
servico e dos produtos oferecidos pelos bancos de sangue veterinarios, pois esta € a Unica

forma de respeitarmos nossos pacientes, nossos doadores e seus tutores.
Transfusao de CP em cées

A transfusdo de CP é utilizada principalmente na prevencao e tratamento de hemorragias
espontaneas em pacientes com trombocitopenia severa (condi¢des que cursem com CID,
aplasia de medula éssea induzida por drogas e disturbios na medula 6ssea). Transfusdo de CP
também ¢ indicada em casos de intervencdo cirirgica em pacientes com risco de
sangramentos devido ao baixo numero de plaquetas (Abrams-Ogg, 2003; Callan, Appleman e
Sachais, 2009; Davidow, 2013). Dentre as vantagens da administracdo de CP esta
principalmente o menor volume (cerca de 60 mL) em relacdo ao sangue total fresco ou ao
PRP. Destaca-se ainda que, atualmente preconiza-se 0 uso apenas do hemocomponente
necessario a cada paciente, de forma que um paciente com trombocitopenia beneficia-se com
a administracdo exclusiva de plaquetas, sem o risco de sobrecarga de volume ou da infusdo de
componentes sanguineos desnecessarios (Davidow et al., 2012; Davidow, 2013; Kaufman et
al., 2015).

Trombocitopenia é a condi¢do em que o paciente apresenta contagem plaquetaria abaixo do
valor de referéncia para a espécie, sendo a desordem hemostéatica adquirida mais comum tanto
em medicina humana quanto em medicina veterinaria; e ocorre devido a um ou Vvarios dos
seguintes mecanismos: producao ausente ou diminuida, aumento do consumo ou da perda, ou
distribuicdo anormal (Abrams-Ogg, 2010; Boudreaux, 2010a; Russell, 2010; Stokol, 2010).
Existem ainda os casos de trombocitopatias hereditarias, como a trombopatia do Basset
Hound, trombastenia de Glanzman e doenca do estoque plaquetario do Cocker Spaniel

Americano, que podem cursar com sinais clinicos de déficit hemostatico primario (Abrams-
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Ogg, 2010; Boudreaux, 2010a; Jandrey, 2012; Jandrey et al., 2012). Sinais clinicos de
trombocitopenia incluem petéquias, equimoses e sangramento de superficies mucosas, tais
como a cavidade oral, cavidade nasal, trato gastrintestinal e urinario. A intensidade do

sangramento varia e pode colocar o paciente em risco de morte (Davidow et al., 2012).

Recomenda-se transfusdo de plaquetas em pacientes com contagens em torno de 10 x 10%/uL
devido ao risco de sangramento espontaneo, especialmente naqueles sob tratamento
quimioterapico ou com disfun¢bes na medula 0ssea; ou pacientes com trombocitopenia
discreta, mas que sofrerdo intervencdo cirurgica, principalmente se for bastante invasiva,
como na retirada de tumores, por exemplo (Abrams-Ogg, 2003; Callan, Appleman e Sachais,
2009; Abrams-Ogg, 2010; Jandrey, 2012; Davidow, 2013).

Como qualquer hemoterapia existem riscos inerentes a transfusdo de plaquetas, como
transmissdo de doencas infecciosas (apesar do risco ser baixo), sepse devido contaminagéo
bacteriana do hemocomponente (o fato das plaquetas serem estocada a temperatura ambiente
cria um meio eficiente para o crescimento bacteriano) e reagdes transfusionais febris nédo
hemoliticas ou alérgicas, que em seres humanos sdo mais comuns em transfuséo de plaquetas
do que em transfusdes de qualquer outro hemocomponente (Kaufman (Kaufman, 2006;
Callan, Appleman e Sachais, 2009; Abrams-Ogg, 2010; Davidow, 2013). Davidow et al.
(2012) compararam o uso de plaquetas frescas e liofilizadas em cées e observaram que apesar
da ocorréncia de cerca de 10% de reagOes transfusionais, ndo houve diferenga significativa
entre 0s grupos. Gongalves (2006), observou maiores indices de reagdes transfusionais em
cdes apds administracdo de CP, cerca de 36%, sendo as manifestacbes gastrointestinais,
seguidas por aquelas alérgicas e inflamatorias as mais comumente vistas. Interessantemente, a
hipertermia, tida como a principal manifestacdo clinica em humanos apds a administragdo de
CP, foi observada em apenas um cdo; comprovando que sdo necessarios mais estudos sobre o
tema em medicina veterinaria, e que, apesar das inimeras similaridades, existem diferencas

no metabolismo e particularidades referentes a cada espécie.
3.4. O CONCENTRADO DE PLAQUETAS

De acordo com a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (Anvisa, 2014a) - que

regulamenta os bancos de sangue humanos no Brasil - o CP produzido por PRP deve ter
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volume entre 50 e 70 mL, contagem de plaquetas superior a 5,5 x 10'° por unidade de CP,
hematécrito inferior a 1%, contagem de leucdcitos residuais inferior a 2x108 por unidade,
analise microbiologica negativa, auséncia de lipemia, grumos ou aleracéo de cor, pH > 6,2 ¢
presenca do efeito swirling até o final do periodo de estoque. Quando expostas a luz, as
plaquetas que possuem forma discoide a refletem, e assim produzem o fendmeno chamado
swirling (turbilhdo, em traducdo livre). A manutencdo do swirling indica que as plaquetas néo
perderam sua forma discoide original, ou seja, ndo sofreram alteracbes morfologicas. Apesar
de ser um teste subjetivo, de baixa sensibilidade e reprodutibilidade (Goodrich et al., 2006), a
avaliacdo do swirling ainda é um teste amplamente utilizado em bancos de sangue. Existem
evidéncias de que a auséncia de swirling é preditiva de incrementos plaquetério insatisfatério
e maior risco de reacdo transfusional (Bertolini et al., 2000). De acordo com os padrdes
utilizados em bancos de sangue humanos, um CP de qualidade considerada 6tima apresenta
swirling adequado, indicando que as plaquetas ndo perderem sua forma, ndo sofreram
alteracbes morfoldgicas (Figura 8); e apresentam manutencdo do pH durante o estoque e
poucos sinais de ativacao plaquetaria (Anvisa, 2004; Johnson et al., 2013). No Brasil, exige-
se que o controle de qualidade seja realizado em 1% das bolsas de CP produzidas pelo banco

de sangue ou em 10 unidades por més, o que for maior (Anvisa, 2004; 2014a; b).

NO SWIRL

Figura 8. Mudanga de forma associada a diminuicao do swirling (Maurer-Spurej e Chipperfield, 2007).
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Bolsas para armazenamento de plaquetas

A separacdo das plaquetas dos demais componentes tornou-se uma realidade a partir da
década de 1950, quando foram descritas técnicas que permitiram a separacdo de plaquetas dos
outros componentes sanguineos e consequentemente a transfusdo de CP. O objetivo era (a
ainda é) aumentar o numero de plaquetas do receptor sem, no entanto, aumentar a carga de
fluido (Minor e Burnett, 1952). Mais tarde, na década de 1970, com o desenvolvimento das
bolsas plasticas permeaveis a utilizacdo de CP em humanos tornou-se rotineira (Van Der
Meer e De Korte, 2011).

Inicialmente as plaquetas eram armazenadas em bolsas de policloreto de vinila (PVC) e di (2-
etilhexil) ftalato (DEHP-PVC), material amplamente utilizado na fabricacdo de bolsas de
sangue. Estas bolsas, chamadas ‘bolsas de primeira geragdo’, ndo permitiam a troca gasosa do
CP com o0 meio externo, sendo o tempo de armazenamento dos CPs de no maximo 3 dias
devido o acumulo de lactato e consequente queda do pH. Passou-se entdo a utilizar bolsas
produzidas com polietileno, cerca de duas vezes mais permeavel comparado aquelas de
primeira geracdo e assim foi possivel manter melhores niveis de pH e a qualidade dos CPs.
Entretanto, as bolsas de polietileno sdo extremamente frageis e por isso foram desenvolvidas
as bolsas chamadas de ‘segunda geracdo’, feitas com di-n-decilftalato (DnDP- PVC) e tri(2-
etilhexil) trimelitato (TOTM-PVC) (Snyder et al., 1983; Simon, Nelson e Murphy, 1987; Van
Der Meer e Korte, 2011). A qualidade das bolsas de segunda geracdo foi comprovada nédo
apenas através de parametros de qualidade — como manuten¢do do pH — mas também
clinicamente, quando transfusbes de CPs de 5 dias foram capazes de aumentar o numero de
plaquetas de seis pacientes e cessar 0 sangramento de dois pacientes trombocitopénicos
(Taylor, Tandy e Fraser, 1983). As bolsas DEHP-PVC e TOTM-PVC séo as atualmente
liberadas para uso nos bancos de sangue brasileiros (Anvisa, 2014b).

Mais recentemente, Nair et al. (2011), desenvolveram uma bolsa de acido 1,2-
ciclohexanedicarboxilico, diisononil ester (Hexamoll DINCH) e mantiveram CPs por mais de
5 dias. Bolsas de butiril tri-n-hexil citrato (BTHC) e poliolefina - ‘terceira geragdo’ - foram
avaliadas e permitiram o estoque de CPs por até 7 dias. Além do material utilizado, é

importante atentar que a espessura e 0 tamanho da bolsa também podem influenciar a troca
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gasosa e consequentemente o pH do concentrado (Yuasa et al., 2004; Nair, Vidya e
Ashalatha, 2011).

Agitacao

Durante todo o periodo de armazenamento o CP deve ser mantido sob agitacdo constante, sob
pena de sofrer rapida queda do pH (pois o consumo de glicose e o metabolismo do lactato
estdo elevados), menor resposta a agregantes e maior ativacdo plaquetéaria (Van Der Meer,
Liefting e Pietersz, 2007; Van Der Meer e De Korte, 2011). Holme et al. (1978) foram os
primeiros cientistas a observar a importancia da agitacdo na qualidade do CP. Posteriormente,
outros estudos avaliaram periodos sem agitacdo e concluiram que os CPs podem ser
colocados em condic@es estaticas por até 24 horas em qualquer momento do armazenamento
sem acarretar prejuizos consideraveis em testes in vitro (Hunter, Nixon e Murphy, 2001; Van
Der Meer, Liefting e Pietersz, 2007; Hossien, Farhad e Gharib, 2014). Desta forma, torna
mais simples o envio de unidades de plaquetas para locais com menor infraestrutura, fato
comum na medicina veterinaria, onde muitas vezes os pacientes ndo recebem a transfusao em
ambiente hospitalar, mas sim em consultérios ou clinicas mais simples. Infelizmente n&o ha
estudo similar com plaquetas caninas, e como em outros aspectos, os dados obtidos em
trabalhos com plaquetas humanas sdo extrapolados para a medicina veterinaria. Dumont et al.
(2007) afirmam que a interrupcdo da agitacdo por periodos maiores que 24 horas leva a um
impacto superior sobre o pH. CPs armazenados em solucGes aditivas apresentam resultados
contraditérios. Estudo de 2007 recomenda periodos inferiores ha 16 horas para garantir a
qualidade do hemocomponente (Van Der Meer, Liefting e Pietersz, 2007), entretanto, estudo
mais recente afirma que as plaquetas resistem por até 30 horas sem agitacdo quando
armazenadas com solucdes aditivas (Wagner et al., 2008). A discrepancia pode ter ocorrido
de acordo com o tipo de solucdo empregada. O modo de agitacdo também parece ter
influéncia sobre a viabilidade plaquetaria, sendo os agitadores horizontais superiores em
relacdo aos rotatorios na manutencdo das caracteristicas desejaveis de um CP (Holme, Vaidja
e Murphy, 1978).
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Temperatura

De acordo com orientacdo dos 6rgdos competentes (Anvisa, AABB), o CP deve ser
armazenado a 22°C ( + 2°C), o que infelizmente aumenta o risco de crescimento bacteriano
(Palavecino, Yomtovian e Jacobs, 2010). De acordo com Kuehnert et al. (2001), a
contaminacdo bacteriana em CPs é cerca de 50 vezes maior em relacdo ao observado em
concentrado de eritrocitos, sendo exatamente a temperatura de armazenamento maior fator de
risco. No entanto, diferentemente do que ocorre com 0s eritrocitos, o armazenamento de
plaquetas sob 4°C causa uma supresséo no metabolismo das plaquetas, mudancas
conformacionais (perda répida da forma discoide), liberacdo de granulos alfa e, a0 menos
teoricamente, perda de viabilidade pds-transfusional (Babic et al., 2007; Rumjantseva e
Hoffmeister, 2010). Por outro lado, a refrigeracdo estd associada a menor taxa de glicélise e
consequentemente um pH mais estavel, e melhores respostas apds estimulo com agonistas
qguando comparadas a plaquetas armazenadas a temperatura ambiente. Teoricamente, in vivo,
plaquetas mantidas sob 4°C apresentariam menor sobrevida na circulacdo, mas melhor funcao
em relacdo aquelas mantidas sob temperatura ambiente (Kattlove, Alexander e White, 1972;
Becker et al., 1973; Hoffmeister et al., 2003; Rumjantseva e Hoffmeister, 2010).

Com base em alguns estudos, foi sugerido o uso de plaquetas armazenadas a 4°C para tratar
pacientes trombocitopénicos com sangramento ativo e plaquetas armazenadas a 22°C seriam
melhores em casos profilaticos (Kattlove, Alexander e White, 1972; Valeri, 1976). Segundo
Rumjantseva e Hoffmeister (2010), atualmente os CPs sdo mantidos sob temperatura
ambiente exclusivamente porque as plaquetas refrigeradas ndo circulam por um periodo de
tempo aceitavel no receptor, e ndo por falta de funcionalidade. Os autores afirmam que os
mecanismos que determinam a remocao das plaquetas da circulacdo - incluindo as plaquetas

refrigeradas - sdo independentes da funcdo plaquetaria e permanecem pouco compreendidos.

O curto tempo de circulagcdo das plaquetas resfriadas deve-se a um agrupamento quase
irreversivel das subunidades alfa da GPIb na superficie da plaquetaria. Este agrupamento é
reconhecido por macréfagos principalmente no figado, levando a uma rapida depuracdo das
plaquetas circulantes (Hoffmeister et al., 2003; Babic et al., 2007). No entanto, seria possivel
prolongar o tempo de circulagdo das plaquetas resfriadas inibindo este processo de fagocitose

atraves de processos enzimaticos de galactosilacdo dos residuos terminais de beta-GIcNAc em
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GPIb alfa. Este processo permitiria diminuir os casos de contaminacgdo bacteriana e mortes
por sepse, sem afetar a qualidade do produto, entretanto, a galactosilacdo ndo € efetiva em
casos de armazenamento refrigerado prolongado (Rumjantseva et al., 2009). Babic et al.
(2007) compararam CPs refrigerados e CPs mantidos a temperatura ambiente e concluiram
que as primeiras apresentaram melhores resultados e a galactosilagio impede o
reconhecimento das plaquetas refrigeradas por macréfagos in vitro. No entanto, pesquisas in

vivo ndo refletiram o que foi observado em ensaios in vitro (Wandall et al., 2008).

Por outro lado, armazenar plaquetas sob temperatura fisioldgica (37°C) ndo é uma op¢éo, pois
a atividade metabolica das plaquetas dobra para cada °C aumentado em relagdo a temperatura
ambiente, fazendo com que aumente a exigéncia de oxigénio para manter a glicélise aerdbica
de maneira eficiente. Experimentos in vitro atestam o envelhecimento precoce das células,
que — comparadas aquelas armazenadas sob 22°C — apresentam aumento da taxa de utilizacdo
de ATP e consumo de oxigénio, reducdo acelerada no pH, aumentos nos niveis de lactato
desidrogenase, sugerindo que a morte celular pode ser promovida pelo armazenamento a
37°C (Bertino et al., 2003; Yuasa et al., 2004). De acordo com Bertino et al. (2003), a 37°C
ocorre ativacdo precoce do processo de apoptose plaquetéria, entretanto, os autores nao
comprovaram que este é o responsavel pela queda da viabilidade plaquetaria pois a inibicdo

da apoptose ndo teve reflexos positivos sobre a viabilidade plaquetaria.
Auséncia de contaminacao bacteriana

Um dos fatores criticos durante o armazenamento de CPs é a contaminacdo bacteriana e sua
consequéncia potencialmente fatal. A maioria dos casos de contaminacdo esta relacionada
com microrganismos gram-positivos, especialmente aqueles do género Staphylococcus
(Burns e Werch, 2004). Em bancos de sangue humanos, estima-se que a prevaléncia de
contaminacdo bacteriana varie de 1 em 2000 a 1 em 3000 unidades (Blajchman, Goldman e
Baeza, 2004). Registros brasileiros apontam indices de 0,4 a 1,7% (Cunha et al., 2008;
Martini et al., 2010). Nao h& um registro oficial do indice de bolsas de CP contaminadas em
bancos de sangue veterinarios, mas podemos supor que estes indices sdo maiores em CPs
caninos comparados a CPs humanos. A contaminacdo das bolsas de CP pode ter
consequéncias fatais e pode ser mais facilmente evitada se entendermos as fontes de

contaminacgdo. A primeira é a pele do doador no local da coleta, pois bactérias que residem na
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pele podem entrar na bolsa; ou ainda o sangue do doador pode conter niveis baixos de
bactérias que ndo sdo necessariamente patogénicas, mas ao se multiplicarem e posteriormente
terem acesso a circulacdo do receptor podem ser fatais; e, por fim, a contaminacdo pode
ocorrer durante o processamento das bolsas se ndo forem observadas regras de higiene em
relacio a pessoa encarregada, as bancadas e a sala onde ocorre o processamento. E importante
salientar que o sangue obtido através de coletas por sistemas abertos ndo deve ser utilizado
para processamento de plagquetas exatamente pelo fato de que o risco de contaminacdo é

demasiado maior (Abrams-Ogg e Schneider, 2010).

A fim de diminuir o risco de contamina¢do das unidades plaquetérias alguns procedimentos
devem ser adotados, como a limpeza rigorosa da area a ser puncionada, especialmente no caso
de cdes, que devem ter os pelos retirados antes do procedimento de limpeza; desvio dos
primeiros 20 a 30 mL de sangue no inicio da coleta; bem como cultura de algumas unidades
armazenadas ao final do periodo e/ou antes da transfusdo do componente (Abrams-Ogg e
Schneider, 2010). Ainda, é importante o fornecimento de bolsas estéreis por parte dos
fabricantes. Existem trés métodos esterilizagdo: esterilizac¢do a vapor, y-irradiacdo e utilizacdo
de dxido de etileno. Importante observar que o método de esterilizacdo das bolsas durante a
fabricacdo pode, mais tarde, afetar as caracteristicas das plaquetas durante o estoque. A
esterilizacdo com vapor, por exemplo, pode ser responsavel por niveis mais altos de ativacédo
plaquetaria e producéo de lactato comparada com método do 6xido de etileno (Van Der Meer
e Pietersz, 2007).

3.5. METODOS DE PREPARACAO DO CONCENTRADO DE PLAQUETAS

Unidades de CP podem ser obtidas através de aférese — método automatico que permite a
retirada apenas de plaquetas, de forma que o restante dos componentes sanguineos retorna ao
doador — como unidades randdmicas pelo método do buff-coat ou atraves do método do
plasma rico em plaquetas (PRP) (Callan, 2009; Abrams-Ogg e Scheneider, 2010; Devine &
Serrano, 2010). Em medicina veterinaria, 0 método mais utilizado para o processamento de
CP é o PRP (Figura 9), onde uma unidade de sangue total € submetida a centrifugacédo leve e

0 sobrenadante (plasma rico em plaquetas) e transferido para uma bolsa satélite que em
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seguida sofre outra centrifugacdo, desta vez mais pesada. Apds a segunda centrifugacdo
obtém-se um pellet de plaquetas no fundo da bolsa satélite (Figura 10) e a maior parte do
sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) € retirado, obtendo-se assim o concentrado de
plaquetas. Este apresenta volume reduzido de plasma e a retirada do sobrenadante permite o
armazenamento de mais um hemocomponente, o plasma fresco, que pode ser util para
pacientes que necessitam de determinados fatores de coagulacdo, por exemplo. Desta forma é
possivel maximizar a oferta de produtos sanguineos para as diferentes indicacGes (Abrams-
Ogg e Scheneider, 2010; Davidow, 2013). Alternativamente, maior quantidade de plasma
pode ser retirada e as plaquetas podem ser suspendidas em meios sintéticos, as chamadas
solugdes aditivas (PAS, do inglés platelet additive solution) (Leitner et al., 2015).

; ; . (entrifugacdo leve :
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total em 63 ml de CPDAT l

Extracdo do PRP
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CP-PRP (Centrifugacao pesada do PRP - Bx.: 5.000 g, 7 min

Figura 9. Obtencédo de CP através do método do PRP (Anvisa, 2014).
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Figura 10. Pellet de plaquetas no fundo da bolsa apds segunda centrifugacao.

A segunda etapa de centrifugacdo estd associada a ativacdo e agregacdo reversivel das
plaquetas (Gulliksson, 2003), e por isso 0 CP é deixado a temperatura ambiente por cerca de
uma hora antes de ser armazenado em temperatura controlada sob agitacdo constante por
cerca de cinco dias (Callan, Appleman e Sachais, 2009; Tynngard, 2009; Abrams-Ogg e
Schneider, 2010). O tempo de prateleira de uma bolsa de CP é limitado devido as PSL,
associadas a mudancas bioquimicas e morfologicas que comprometem a funcionalidade das
plaquetas e também devido ao grande risco de contaminacdo bacteriana (Devine e Serrano,
2010; Skripchenko et al., 2010).

3.6. METABOLISMO PLAQUETARIO DURANTE O ARMAZENAMENTO
Metabolismo e lesdes plaquetarias de armazenamento

Embora as plaquetas ndo sejam verdadeiras células, sdo fragmentos celulares bastante
complexos que apresentam um metabolismo ativo, nos quais glicdlise anaerdbica ocorre no
citosol e a oxidagdo do piruvato (p-oxidagdo) na mitocondria, sendo esta Gltima mais eficiente
na geracdo de ATP. Enquanto a glicolise é responsavel por cerca de 15% do ATP produzido,
o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) é responsavel por cerca de 85%. Sendo assim, a
guantidade de ATP produzida € proporcional ao nimero de mitocondrias funcionais
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presentes. Durante a glicolise a glicose é convertida a lactato e H*, que é tamponado pelo
bicarbonato e convertido a CO2 Quando a capacidade tamponante do bicarbonato é excedida
observa-se rapida queda do pH devido ndo apenas o acimulo de lactato, mas também de CO>
(Gulliksson, 2003; Tynngard, 2009; Gyongyossy-Issa, 2011; Gulliksson et al., 2012). O efeito
do CO; como acidificante foi minimizado com o uso de bolsas permeaveis para o
armazenamento de CP, conforme discutido acima. Esta situacdo, em que a plaqueta realiza
glicolise anaerdbica (resultando na producéo de lactato) em paralelo com 0 TCA é o chamado
‘Efeito Warburg’, também utilizado para diagnosticar e monitorar células cancerigenas
(Figura 11). As plaquetas também apresentam ‘Efeito Pasteur’, que se refere a capacidade de
aumentar a velocidade da glicélise na auséncia de oxigénio, a fim de compensar a menor
producdo de energia por esta via. Por outro lado, a producédo de lactato pode ser suprimida de
acordo com a disponibilidade de outros combustiveis para geracao de energia, pois a plaqueta
é capaz de metabolizar uma variedade de substratos, como propionato, corpos cetdnicos,
citrato e acetato, sendo este ultimo provavelmente a fonte de energia preferida pelas
plaquetas, e por isso bastante utilizado nas solugdes aditivas (Gulliksson, 2003; Karnicki et
al., 2003; Tynngard, 2009; Gyongyossy-Issa, 2011). O efeito mais importante da utilizacdo do
acetato provavelmente seja a remocdao de ions hidrogénio durante sua oxidacédo, o que ajudaria
na manutencdo de um pH mais equilibrado e adequado ao meio (Gulliksson, 2003; Saunders
et al., 2013). Este fato foi confirmado por Saunders e colaboradores (2013), que observaram
que, apesar da adicdo de acetato em CPs humanos ter sido associada com aumento da ativacao
plaquetaria e menores niveis de ATP, o consumo da glicose (e suas consequéncias) foi menor.
Segundo os autores, a redugédo aparentemente paradoxal do ATP pode estar relacionada com o
metabolismo do acetato em acetil-CoA em uma reacdo que requer o consumo de uma
molécula de ATP (Saunders et al., 2013).

Durante o armazenamento, o CP deve ser mantido sob agitacdo constante e temperatura
ambiente (20 a 24°C), o que permite que as plaguetas mantenham o metabolismo mais ativo
que os eritrdcitos, armazenados sob refrigeracdo (Kaufman, 2005; 2006; Ohto, H. e Nollet, K.
E., 2011). A sobrevivéncia da plaqueta depende da manutencdo de um delicado balango
bioquimico de diferentes substancias, como glicose, ions hidrogénio e ATP (Amorini et al.,
2007). A ativagdo plaquetaria demanda muita energia das células, representando um desafio

metabolico, pois estd associado ao aumento da taxa metabdlica e consequentemente a maior
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consumo de glicose, producdo de lactato e por fim, diminuigdo do pH, eventos relacionados a
diminuicdo da viabilidade plaquetaria. Desta forma, para que se possa otimizar o estoque de
plaquetas deve-se buscar a reducéo da ativacdo durante a coleta e processamento das bolsas, a
reducdo da taxa metabolica e do consumo de glicose e, por fim, assegurar-se de que ha glicose
disponivel no meio durante todo o periodo de estoque, pois a deple¢do da glicose no meio esta
claramente associada com mudangas no potencial de membrana mitocondrial (A¥m),
diminuicdo critica dos niveis de ATP e reducdo do nimero de plaquetas no CP (Saunders et
al., 2013).

Para manutencdo do balanco energético as plaquetas possuem mitocondria, organela
envolvida na producdo de ATP e também na regulacdo de funcGes celulares como apoptose.
Durante o estoque, as plaquetas humanas perdem A¥m, e com a diminui¢do da funcdo da
mitocdndria consequentemente ocorre diminuicdo da funcdo e viabilidade plaquetarias
(Hayashi et al., 2011). Ainda de acordo com Hayashi et al. (2011), a preservagdo da funcéo
mitocondrial da plaqueta estd diretamente relacionada com a qualidade do CP. A
despolarizacdo mitocondrial é provavelmente um sinal precoce de apoptose plaguetéaria, sendo
assim um marcador bastante sensivel no controle de qualidade de um banco de sangue
(Hayashi et al., 2011; Gyulkhandanyan et al., 2012).
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Figura 11. Metabolismo plaquetario. (A) glicdlise; (B) ciclo dos acidos tricarboxilicos (Tynngard, 2009).
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Durante o armazenamento, as plaquetas sofrem mudangas morfoldgicas, pois perdem sua
capacidade de manter o equilibrio osmético e desta forma “incham” (Brown et al., 2000). Este
processo pode ser verificado atraves da variagdo do volume médio plaquetario (MPV, do
inglés mean platelet volume), indice calculado por contadores automaticos calibrados para a
espécie em questdo. Em concentrados de plaquetas humanas, um aumento no MPV indica um
aumento do volume das plaquetas e mudanca de sua forma originalmente discoide para
esférica. Zhang et al. (2008) observaram aumentos do MPV em CP padréo entre os dias 1 e 2
de armazenamento, porém este aumento nao persistiu; pelo contrario, o MPV retornou ao
nivel inicial. Existem controveérsias, pois outros autores (Solheim et al., 2004) afirmam que o
MPV na verdade diminui devido a fragmentacdo plaquetaria que ocorre com o
armazenamento, enquanto Wang et al. (1999) observaram que apesar de diminuir, 0 MPV néo

apresentou mudancas significativas durante cinco dias de avaliacéo.

Outro indice morfoestrutural atualmente disponivel em contadores hematoldgicos veterinarios
¢ o PDW (do inglés platelet distribution width), que indica a amplitude de variacdo do
tamanho das plaquetas, ou seja, anisocitose plaquetaria (Zhang et al., 2014; Zhang et al.,
2015). Elevados valores de PDW e MPV estdo associados com maior risco de eventos
adversos cardiovasculares em pacientes com infarto do miocérdio (Rechcinski et al., 2013), e
com maior risco de morte em pacientes criticos comparados com pacientes com indices
normais (Zhang et al., 2014). Valores elevados de PDW em plaquetas estocadas podem
significar que houve morte e fragmentacdo plaquetaria durante o estoque. Analisados em
conjunto, MPV e PDW podem proporcionar uma descricdo mais completa da morfologia

plaquetaria (Singh, Chaudhary e Ray, 2003).

Plaquetas estocadas em plasma tém neste o suprimento de glicose como fonte energética, e
bicarbonato e fosfato como tampao, no entanto, com o passar do tempo o acimulo de lactato
excede a capacidade tampdo da solucdo com consequente queda do pH (Gulliksson, 2003;
Goodrich et al., 2006; Dekkers et al., 2007). Ainda, o plasma contém fatores capazes de
retardar a morte programada das plaquetas, pois plaquetas privadas de plasma apresentam néo
apenas acelerada perda de estrutura e fungcdo, mas também condensacdo citoplasmatica,
exposicdo de fosfatidilserina (PS) e P-selectina e reconhecimento por receptores de células

fagocitarias precocemente (Brown et al., 2000; Perrotta, Perrotta e Snyder, 2003).
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De acordo com Dekkers et al. (2007), que analisaram o efeito do pH sobre plaquetas humanas
estocadas, a expressdo de CD62P (ou seja, a ativacdo plaquetéria) foi minima quando os CPs
apresentaram pH entre 6,4 e 7,2, mesmo apds 6 dias de armazenamento. A exposicdo de
fosfatidilserina ndo sofreu influéncia significativa de acordo com o pH, exceto ap6s 6 dias de
armazenamento e na presenca de pH muito acido. Os autores ainda concluiram que alteracfes
no pH nédo exercem efeitos imediatos na qualidade das plaquetas, sendo que a acidez do meio
¢ mais um resultado das lesdes de armazenamento do que propriamente uma causa.
Entretanto, segundo Goodrich et al. (2006), o pH e os niveis de lactato foram identificados
como principais responsaveis pela viabilidade plaquetaria pés-transfusdo em pacientes
saudaveis, ficando claro que ainda existem muitas duvidas e mesmo equivocos em relagdo ao
tema. Dumont et al. (2006), afirmam que, apesar de o pH ser um importante indicador de
qualidade do CP, este ndo tem correlacdo com a viabilidade plaquetéria in vivo quando € igual

ou maior que 6,32, mesmo em CPs armazenados por 5 a 9 dias.

O nivel de O, também interfere na qualidade do CP, pois a hipdxia leva a um aumento na taxa
de glicolise e producdo de lactato, com consequente queda no pH. E uma relacdo direta, onde
a disponibilidade de glicose é acompanhada pela diminuicdo do consumo de oxigénio pelas
vias aerdbicas (Goodrich et al., 2006; Dekkers et al., 2007). Assim, evidéncias de consumo de
O2 indicam preservacdo do metabolismo aerdbico e sugerem boa viabilidade das plaquetas.
Sendo a fosforilacdo oxidativa dependente de oxigénio, bolsas de armazenamento que
permitam uma boa permeabilidade sdo importantes para uma difusdo eficiente de oxigénio e
gas carbonico e consequentemente melhor qualidade do CP, pois também vao diminuir a

producdo de lactato pela glicélise (Zhang, Carter, Culibrk, et al., 2008).

Tostes et al. (2008) avaliaram CPs humanos armazenados em condigdes padrdo (ou seja,
plasma) e observaram queda gradativa na concentracdo das plaquetas, aumento da pO2 e
queda da pCO., diminui¢do do pH e da concentracdo de sodio e potassio, e diminuicdo da
agregacdo plaquetéria durante o estoque das bolsas. Apesar da diminui¢do gradativa do pH a
partir de 98 horas de armazenamento, esta ndo acompanhou a queda dos valores da agregacao,
de modo que os autores concluiram que alteragdes do pH nao foram responsaveis pela queda
da funcéo plaquetaria in vitro. Os autores sugerem que o controle de qualidade de CPs deve

incluir o periodo desde a coleta até o final da estocagem. Em outro estudo, houve diferenca
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significativamente maior nas concentracbes de glicose, lactato e pH aos sete dias de
armazenamento comparado ao quinto, apesar de ainda assim as concentragdo de glicose,
lactato e pH encontrarem-se em niveis aceitaveis aos sete dias (Tynngard et al., 2008). De
acordo com Amorini et al. (2007), quando glicose é adicionada ao CP no dia zero, ocorrem
mudancas significativas no perfil metabdlico das plaquetas, indicando que esta pode ser uma
boa solugéo aditiva a ser utilizada em concentrados de plaquetas, melhorando sua qualidade.

Apoptose e morte plaquetaria

Os mecanismos de morte celular sdo classificados de acordo com caracteristicas morfologicas
e bioguimicas em apoptose, autofagia, necrose e senescéncia. A necrose cursa com aumento
de volume e ruptura celular com liberacdo do conteddo citoplasmatico causando reagédo
inflamatoria local; enquanto a apoptose é um evento coordenado, dependente de energia, e
que possui um controle genético (Mohamad et al., 2005; Gyulkhandanyan et al., 2012). O
controle genético da apoptose se da através de genes supressores e ativadores da apoptose. Em
seres humanos, de maneira geral, o gene supressor da apoptose Bcl-2 esta associado a Apaf-1,
impedindo sua ativacdo. Quando a apoptose comega, 0 gene que expressa a proteina Bax é
ativado. Bax se associa com Bcl-2 liberando Apaf-1 para a formagdo do apoptossomo (Li et
al., 2000; Li e Kuter, 2001; Gulbins, Dreschers e Bock, 2003; Gyulkhandanyan et al., 2012).

O mecanismo de apoptose celular, ou morte programada das células foi por muito tempo um
processo atribuido somente as células nucleadas, o que, sabe-se hoje ndo ser verdadeiro. A
apoptose celular é o principal mecanismo envolvido na regulacdo da meia-vida das células e
serve para a eliminacdo controlada de células ndo funcionais, defeituosas ou indesejadas e,
apesar de ndo estar completamente elucidada (o estudo da apoptose plaquetaria tem menos de
duas décadas) esta bem descrita em plaquetas humanas (Li et al., 2000; Gulbins, Dreschers e
Bock, 2003; Perrotta, Perrotta e Snyder, 2003; Leytin et al., 2008; Gyulkhandanyan et al.,
2013). A propria producdo de plaquetas € dependente deste processo, pois 0 megacariocito
possui via intrinseca funcional e atraves da ag@o de Bcl-x. libera plaquetas para a circulacéo
(Li e Kuter, 2001; Hoffmeister, 2012). Embora a trombopoietina seja responsavel pela
maturacgdo e proliferacdo dos megacaridcitos, esta é responsavel por promover a liberacdo das
plaquetas para a circulacdo, sendo este ultimo evento relacionado com o processo de (Li e

Kuter, 2001). Ratos que ndo expressam Bcl-x. apresentam plaquetas com meia-vida de
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apenas 24 horas, quando o normal para a espécie é de 5 dias, enquanto aqueles deficientes de
Bak apresentam plaquetas com o dobro da meia-vida normal (Hoffmeister, 2012). As
proteinas da familia Bcl-2 regulam a apoptose, promovendo ou inibindo a permeabilizacédo e a
ruptura da membrana mitocondrial externa. A familia Bcl-2 é dividida em trés grupos de
acordo com seus dominios de homologia, sua fixacdo mitocondrial e agdo anti ou pro-
apoptdtica (Mohamad et al., 2005; Hoffmeister, 2012); sendo que o balanco entre estes dois

sistemas — anti e pré-apoptose — regula o processo de morte programada (Hoffmeister, 2012).

Com a morte e lise das plaquetas in vitro ocorre uma descarga de compostos citosolicos no
plasma que inclui a enzima LDH; utilizada como um marcador de morte e fragmentacdo
celular, que em concentrados de plaquetas humanas apresenta correlacdo significativa entre o
aumento da liberagcdo de LDH e diminuicdo da viabilidade plaquetaria (Amorini et al., 2007;
Tynngard, 2009). A liberacdo de LDH ¢é leve durante a apoptose e acentuada mais tarde,
quando ocorre necrose (Amorini et al., 2007). Devido a dificuldade de avaliar necrose em
plaquetas, a liberacdo da enzima LDH é considerada um dos poucos marcadores para este fim.
O pequeno tamanho das plaquetas dificulta a avaliacdo microscopica apds uso de corantes
como Trypan Blue, e a falta de nlcleo impede o uso de marcadores como o iodeto de
propidio, comumente utilizado para tal fim em células nucleadas (Brown et al., 2000).

A exposicdo de fosfatidilserina (PS) é outro marcador comumente utilizado como marcador
de apoptose, inclusive em células nucleadas, mas no caso das plaquetas, este € também um
importante mecanismo hemostatico, de forma que a exposicdo de fosfatidilserina pode ser
resultado de atividade pro-coagulante (Leytin et al., 2008; Cookson et al., 2010). Existem
duas vias distintas que regulam a exposicdo da PS e a atividade pré-coagulante das plagquetas
in vitro, sendo uma delas independente da ativacdo da via das caspases, mas dependente de
calcio e agonistas e cursa com a ativacdo; e outra mediada por Bak/Bax e caspases
independentemente da ativacdo plagquetaria. Ou seja, embora plaquetas em atividade proé-
coagulante exibam caracteristicas de células apoptéticas, sdo diferentes processo
(Schoenwaelder et al., 2009). Ativacéo e a apoptose plaquetarias ndo apenas séo fendmenos
diferentes, mas também sdo induzidos por diferentes mecanismos. As lesdes de

armazenamento ocorrem primariamente pelo processo de ativacdo plaquetéria, entretanto, em
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casos de armazenamento prolongado os dois eventos (ativagéo e apoptose) atuam juntos na
deterioracdo das plaquetas (Leytin et al., 2008).

Em resposta a aumentos de Ca?* intracelular, lesdo celular ou agentes indutores de apoptose a
fosfatidilserina é rapidamente exteriorizada na membrana plasmética. Este processo de
externalizacdo da fosfatidilserina € um acontecimento relativamente precoce na apoptose e
ocorre antes que a integridade da membrana plasmatica seja comprometida. A fosfatidilserina
serve como um gatilho para o reconhecimento de células apoptoticas por macrofagos, sendo
entdo utilizada com o propoésito de monitorar este fendmeno durante o armazenamento de
plaquetas (Martin et al., 1995; Gerke e Moss, 2002; Albanyan et al., 2009).

Os mecanismos que desencadeiam o envelhecimento das plaquetas e o reconhecimento deste
processo ndo estdo totalmente elucidados, mas sabe-se que a exposicdo de fosfatidilserina, a
acdo das mitocdndrias e a formacdo de microvesiculas estdo envolvidas como marcadores de
morte celular (Leytin et al., 2008; Skripchenko et al., 2010; Gyulkhandanyan et al., 2012).
Receptores de fosfatidilserina sdo encontrados em macréfagos e células teciduais pulmonares,
hepaticas, renais e esplénicas. O deslocamento da fosfatidilserina para a superficie plaquetéria
é reconhecido por macréfagos que captam este sinal e removem a célula que sinalizou sua

apoptose ao ambiente (Solheim et al., 2004; Gyulkhandanyan et al., 2012).

A funcdo mitocondrial é demasiado importante na manutencdo da qualidade das plaquetas
tanto in vivo quanto in vitro. Mitocdndrias plaquetarias também participam da geracdo de
sinais pré-apoptose, como liberacdo de moléculas que atuam como cofatores ativadores da
caspase e a diminuicdo do A¥m, que leva ao aumento da permeabilidade mitocondrial e
consequente reducdo da sintese de ATP e também converge na ativacdo das caspases
(Gulbins, Dreschers e Bock, 2003; Cookson et al., 2010; Hayashi et al., 2011).

Skripchenko et al. (2010) comprovaram que a interrupgdo da agitacdo do CP esta relacionada
com reducédo do A¥m e com a exposi¢do de marcadores de apoptose; engquanto Perrotta et al.
(2003), observaram que plaquetas humanas armazenadas sob condi¢do padrédo de banco de
sangue mantiveram o AWm a despeito dos efeitos adversos ocorridos durante o
armazenamento, como diminuicdo do pH, aumento da exposicdo da fosfatidilserina e da P-

selectina. Segundo os autores, 0 A¥m ndo tem um papel critico nas lesdes de armazenamento
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e a permeabilizacdo da membrana mitocondrial é apenas um dos diversos mecanismos de
ativacdo da caspase. Hayashi et al. (2011) observaram que a adicdo de L-acetilcarnitina (que
promove a oxidacdo de acidos graxos e reduz a formacdo de radicais livres) reduziu as
mudancas de pH - pois diminuiu o consumo de glicose e a producdo de lactato - e também a
despolarizacdo mitocondrial durante o armazenamento, 0 que estaria relacionado com um

produto de qualidade superior.

As caspases sdo uma familia de 14 proteinas enzimaticas envolvidas no processo de apoptose
celular e que, de acordo com o seu papel na cascata de ativacdo, sdo classificadas como
iniciadoras ou executoras. A caspase 8, por exemplo, classificada como iniciadora, quando
ativada é liberada para o citoplasma, onde cliva e ativa caspases executoras; como por
exemplo, a caspase-3. A ativacao sequencial da caspase-3 desempenha um papel central no
processo de apoptose. S&o produzidas como pro-enzimas inativas (zimogénios pré-caspase),
que ap6s protedlise em residuo aspartico produzem duas subunidades, que dimerizam
formando a enzima em sua forma ativa. Como um zimogénio, a caspase inativa ndo apresenta
qualquer atividade, sendo necessaria uma sinalizacdo apoptdtica para que a ativagdo ocorra.
Esta caracteristica € extremamente importante e bem conservada, pois ao contrario, a
atividade da caspase iria causar apoptose celular indiscriminadamente (Li et al., 2000; Li e
Kuter, 2001; Boatright e Salvesen, 2003; Gyulkhandanyan et al., 2012; 2013).

Sao reconhecidas duas vias de ativacdo de apoptose: via extrinseca e via intrinseca. A
primeira ocorre no citoplasma (Figura 12), estd mais relacionada com o sistema imune, e €
ativada apoés a ligacdo de receptores de morte da superfamilia dos receptores fator de necrose
tumoral (TNFa) e APO-1. Apos a ligacdo, ha a formagdo de micro-agregados na superficie da
célula que permitem o recrutamento da molécula adaptadora FADD, que recruta a caspase 8
ou 10 através de interacfes homofilicas com dominios efetores de morte (DEDs) e esta, por
sua vez ativa a caspase 3 ou 7 (Boatright e Salvesen, 2003; Kinnally e Antonsson, 2007). Esta
via ainda precisa ser elucidada em plaguetas, visto que receptores de morte (DR, do inglés
death receptors) classicamente envolvidos nesta via, como Fas, DR4 e DR5 ndo foram
detectados em plaquetas (Plenchette et al., 2001).

A via intrinseca - mediada pela mitocéndria - envolve principalmente a caspase 9 e comeca

com a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, que acarreta em: 1) entrada de adgua na
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matriz mitocondrial levando a sua ruptura e liberagdo de proteinas pré-apoptéticas; 2)
diminuicdo da sintese de ATP e liberacdo de ERQOS, que além de contribuir na ativacdo das
caspases 9 e consequentemente caspase 3, leva a oxidacdo de lipideos e proteinas,
aumentando a agressdo a membrana mitocondrial; 3) estimulos indutores de apoptose (Bax,
Bak) induzem formacdo de canais, por onde ha liberagcdo de citocromo c para o citosol, onde
formar4 um complexo com a Apaf- 1 e pro-caspase 9 - 0 apoptossomo - responsavel pela
ativacdo da caspase-9, que ativa a caspase-3 (Figura 13), responsavel direta pela inducéo do
processo de apoptose (Plenchette et al., 2001; Shimizu et al., 2001). Além da liberacdo de
citocromo ¢, 0 megaporo permite a saida de Smac/DIABLO, que remove as proteinas
inibidoras de apoptose (IAP). O processo culmina na formacao de corpos apoptéticos, que sdo
rapidamente fagocitados por macrdéfagos, sem causar resposta inflamatoria (Kinnally e
Antonsson, 2007). A expressao de Bak, Bax e Smac/DIABLO ja foi descrita em plaquetas
humanas armazenadas por 11dias (Brown et al., 2000; Plenchette et al., 2001).

A liberacdo de citocromo c € central na via intrinseca, e ocorre através de duas vias: MAC (do
inglés mitochondrial apoptosis-induced channel) na membrana externa e/ou PTP (do inglés
permeability transition pore) na membrana interna. Evidéncias indicam que o MAC, regulado
por proteinas da familia Bcl-2 € o principal mediador; e a ativacdo do PTP pode ser apenas
uma consequéncia do processo de apoptose. Entretanto, é esta ativacdo que garante a

execucdo completa do processo (Kinnally e Antonsson, 2007).

Existem diversas maneiras de avaliar apoptose in vitro, como testes de avaliacdo de A¥m,
liberacdo de citocromo c, expressao das proteinas da familia Bcl-2, além da determinacdo de
caspases ativas, exposicdo de PS, avaliacdo morfoldgica por microscopia eletrénica
(Gyulkhandanyan et al., 2012). Existem controvérsias quanto a determinacdo da caspase
como indicador de apoptose em plaguetas armazenadas (pois seria um evento tardio) e
inclusive evidéncias de que inibidores de caspase ndo sdo Uteis para evitar as PSL
(Seghatchian e Krailadsiri, 1997; Brown et al., 2000; Plenchette et al., 2001). Um programa
de morte programada independente de caspase em plaguetas privadas de plasma foi proposto
por Brown et al. (2000), onde a morte foi resultado do reconhecimento por fagdcitos

especificos através de receptores de membrana.
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Figura 12. Via extrinseca de ativacdo da apoptose. DD, dominio de morte; DED, efetor do dominio de morte.

(reproduzido de Grivicich, Regner, Rocha, 2007).

m\

Figura 13. Via intrinseca da apoptose (reproduzido de Grivicich, Regner, Rocha, 2007).
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3.7. CITOMETRIADE FLUXO NAANALISE DE PLAQUETAS

A citometria de fluxo (CF) vem sendo utilizada na avaliacdo de plaquetas humanas ha varios
anos e tornou-se um método amplamente aceito e utilizado, pois minimiza a ativagédo
plaquetaria in vitro e normalmente ndo necessita de centrifugacdo ou lavagem das amostras,
podendo ser utilizada rapidamente (Brown e Wittwer, 2000; Saboor, Moinuddin e llyas,
2013). Atraves da CF é possivel quantificar a expressdo de receptores de superficie
plaquetaria, identificar ativacdo plaquetaria e apoptose in vivo e in vitro. Também é possivel
determinar eventos apoptoticos em diferentes compartimentos celulares, como mitocondria,

citosol e/ou membrana plasmatica (Panzer e Jilma, 2011; Gyulkhandanyan et al., 2012).

Segundo Saboor et al. (2013), a CF pode ser utilizada na identificacdo de trombocitopatias, no
monitoramento de terapias antiplaquetarias e no controle de qualidade em bancos de sangue,
ou seja, dentre as inimeras utilidades, € possivel acessar a qualidade de um CP com técnicas
de CF. Para a avaliacdo plaquetaria por CF foram desenvolvidos diversos anticorpos
monoclonais contra marcadores especificos, sendo possivel a deteccdo de quantidades infimas
de plaquetas, ou de plaquetas ativadas, ou de determinada GP em uma pequena amostra
(Shattil, Cunningham e Hoxie, 1987; Picker, 2011; Wilkerson, 2012).

O citbmetro de fluxo reine tecnologias de vanguarda com tecnologias avancadas, como
mecénica dos fluidos, lasers, Optica, eletronica e informética, que o tornam um equipamento
unico, tanto técnica como funcionalmente (Figura 14). Basicamente, o funcionamento do
citdmetro de fluxo mede a propriedade de absorcdo de dispersdo da luz em cada célula. Para
isso, geralmente se faz necessaria adicdo de um fluoréforo através de um anticorpo
monoclonal que reconhece a estrutura de interesse na célula em questdo. A seguir, as células
sdo suspensas em fluido isotbnico, e passam sequencialmente através de uma camara de fluxo
equipada com um feixe de laser focalizado que ativa o fluoréforo. Este reage emitindo luz a
um comprimento de onda especifico, que € registrado pelos sensores dispostos
perpendicularmente ao feixe do laser. As células interceptam e causam uma disperséo da luz,
identificada sob diferentes angulos, o que permite qualificar a célula em relacdo ao seu
tamanho e complexidade. Ainda, a intensidade da luz emitida é diretamente proporcional ao
nimero de anticorpos ligados aos receptores de plaquetas, quando estes sdo usados.

Geralmente dois pardmetros de dispersdo de luz sdao medidos, a dispersdao de luz frontal
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(Forward Scatter, FS) e lateral (Side Scatter, SS). Cada um dos detectores fornece uma
informacdo, convertida em sinais elétricos e em codigos digitais que sdo decifrados por
programas especificos para tal. Sabendo das informacbes fornecidas por cada um dos
detectores de sinais de luz e tendo em conta o objetivo da andlise, sdo produzidos histogramas
com dados de um ou vérios parametros (Brown e Wittwer, 2000; Panzer e Jilma, 2011,
Picker, 2011; Wilkerson, 2012; Pati e Jain, 2013).

A utilizacdo da técnica - bem descrita e utilizada em amostras humanas - para a medicina
veterinaria enfrenta desafios como pouca reacdo cruzada de alguns marcadores (Kingston et
al., 2002a; 2002b). Wilkerson & Shuman (2001), avaliaram as alteracdes ocorridas em
amostras de plaquetas caninas estocadas em EDTA (sangue total) e concluiram que as
plaquetas sofrem alteracBes similares aguelas observadas em plaquetas humanas sob as
mesmas condi¢des. Apesar da formagdo de microparticulas e diminuicdo da expressdo de
CD61, as plaquetas conservaram a capacidade de ativacao ap6s estimulo. Apds o estoque das
amostras caninas por até 72 horas sob 4°C os autores ndo observaram mudancas em relacdo a
expressao de P-selectina ou exposicdo de PS. Kingston et al. (2002a) utilizaram anticorpos
anti-fibrinogénio humanos e anexina V na deteccdo de plaquetas ativadas e secregédo
plaquetaria em PRP equino com bons resultados, enguanto que, com o0 uso de anti-

trombospondina humana ndo houve ligagéo as plaguetas.
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Figura 14. Citdmetro de fluxo (Brown e Wittwer, 2000).
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Dentre as glicoproteinas de membrana comumente utilizadas na avaliagdo de CP por
citometria de fluxo estdo a CD61(GPllla) e CD62P. CD61 é um marcador seletivo de
plaquetas e precursores de plaquetas. Trata-se de uma proteina de cadeia simples de 110 kDa,
da subunidade B dos complexos CD41/CD61 e CD51/CD61. O complexo CD41/CD61
aparece no inicio da maturagcdo megacariocitica, o que o torna um bom marcador de plaquetas
(Nachman e Leung, 1982; Boudreaux e Catalfamo, 2010; Russell, 2010; Saboor et al., 2013,;
Saboor, Moinuddin e Ilyas, 2013). A reducdo das glicoproteinas durante o armazenamento,
especialmente GPIb — subunidade do complexo GPIb-1X-V — responsavel pela interacdo da

plaqueta com o fvW, ocorre principalmente devido a protedlise (Schubert e Devine, 2010).

P-selectina (CD62P) é uma GP presente nos granulos alfa de plaquetas em repouso e pode ser
detectada na superficie de plaquetas ativadas apos liberacdo dos granulos, e desta forma é
usada frequentemente como um marcador de ativacdo plaquetaria em humanos (Falati et al.,
2003; Leytin et al., 2008; Tynngard, 2009; Zhuang et al., 2014; Ghezelbash et al., 2015).
Van der Meer et al. (2010), por exemplo, avaliaram a ativacdo plaquetaria através da
expressao de CD62P em CPs mantidos em plasma e em solucGes aditivas, observando que a
ativacdo foi menor nas plaquetas armazenadas em plasma comparada aquelas em solucGes
aditivas como InterSol, T-Sol e SSP+; enquanto a exposicdo de fosfatidilserina (mensurada
pela ligacdo a anexina V) foi similar em todos os CPs. In vivo, a P-selectina une neutrofilos e
monacitos as plaquetas e células endoteliais, além de recrutar microparticulas pro-coagulantes
que auxiliam na formacdo do coagulo (Gutensohn et al., 2002; Falati et al., 2003; Yu, Noh e
Park, 2015).

Outras maneiras de avaliar ativacdo plaquetéaria por CF incluem a mensuragdo de granulos
densos, microparticulas derivadas de plaquetas e quantificacdo de plaquetas ligadas ao
fibrinogénio (Wang et al., 1999; Falati et al., 2003). Ainda, é possivel a quantificacdo da
liberacdo de lisossomos pela marcacdo de CD63, uma proteina lisossomal liberada apds a
ativacdo plaquetaria (Saboor et al., 2013). PAC-1 é um anticorpo monoclonal que se liga
especificamente ao complexo GPIIb/llla ap6s a mudanga conformacional que sofre com a
ativacdo (Shattil et al., 1985; Shattil, Cunningham e Hoxie, 1987; Sandgren e Saeed, 2011).
Este anticorpo monoclonal reconhece epitopos do receptor GPIIb/Illa apenas quando o

receptor muda sua conformacdo apés a ativacdo plaquetaria para ligacdo ao fibrinogénio,
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sendo atualmente utilizado para avaliar ativacdo em diferentes condicGes patoldgicas como
leucemia linfoblastica aguda (Huang et al., 2015), hipertensdo arterial pulmonar (Maeda et
al., 2010) e em PSL (Sandgren e Saeed, 2011), mas devido a inconsisténcia dos resultados
neste Ultimo aspecto, muitos autores ainda utilizam expressédo de CD62P como método padrédo
na avaliacdo de CPs (Ahmed, Leheta e Younes, 2010; Zhuang et al., 2014; Ghezelbash et al.,
2015; Tynngard et al., 2015).

Fosfatidilserina (PS) é um fosfolipideo de carga negativa que sofre deslocamento para a
superficie da membrana da plaqueta em estagios iniciais de apoptose. Sendo assim, sua
deteccdo na superficie plaquetéria por citometria de fluxo, através da mensuracdo de Anexina
V — proteina com alta afinidade e especificidade por amino-fosfolipideos — é utilizada como
indicador de células apoptoticas (Li et al., 2000; Gerke e Moss, 2002; Gyulkhandanyan et al.,
2013; Mutlu et al., 2013; Saboor et al., 2013). Os membros da familia das anexinas
caracterizam-se pela capacidade de ligagdo a fosfolipideos de membrana carregados
negativamente como a fosfatidilserina, de forma reversivel e dependente de calcio (Cax+)
(Figura 15). As anexinas estdo envolvidas em varios processos fisioldégicos, como exocitose
regulada por Ca?*, endocitose, transdugdo do sinal mitogénico e também na coagulacio
(Gerke e Moss, 2002; Brumatti, Sheridan e Martin, 2008). A ligagdo com a Anexina V,
através de citometria de fluxo, ainda é considerada € considerada padrdo-ouro no
monitoramento da exposicdo de fosfatidilserina, mas ja foram descritos outros métodos de

avaliacdo (Albanyan et al., 2009).
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Figura 15. Representacdo esquematica da ligacdo da Anexina V a fosfatidilserina em células apoptéticas (BD,
2007). Disponivel em: http://www.bdbiosciences.com/features/products/display_product.php?keylD=48.
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Pesquisas com concentrado de plaquetas humanas tradicionalmente utilizam a citometria de
fluxo para avaliar o cation lipofilico 5,5'6,6' tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol-
carbocianina (JC-1), utilizado para monitorar a despolarizacdo da membrana mitocondrial.
Este ensaio mede a atividade das mitocondrias de maneira direta e a morte celular de maneira
indireta, uma vez que a despolarizagdo mitocondrial esta associada & perda de funcdo desta
organela e consequente morte celular (Cossarizza et al., 1993; Verhoeven et al., 2005;
Hayashi et al., 2011; Thushara et al., 2013). Ao contrario da utilizacdo do JC-1, cuja técnica
estd bem descrita e validada em plaquetas humanas, outra forma de avaliagdo mitocondrial
por citometria de fluxo - nunca testada em plaquetas caninas - séo as sondas MitoTracker
Green e MitoTracker Red, que revelam mitocondrias em swelling e mitocéndrias funcionais,
respectivamente (Agnello, Morici e Rinaldi, 2008; Puleston, 2015).
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4. OBJETIVOS E METAS

Geral

- Padronizar técnicas bioguimicas de avaliacdo do concentrado de plaquetas canino e avaliar a
funcionalidade e integridade das plaquetas caninas durante 5 dias de armazenamento.

Especificos
- Padronizar a técnica de obtencdo do concentrado de plaguetas canino para que possa ser

utilizada em bancos de sangue veterinarios com condicdes similares;

- Descrever e padronizar a técnica de avaliacdo de massa mitocondrial em concentrado de

plaquetas canino;

- Descrever, padronizar e comparar duas técnicas de avaliacdo de potencial de membrana

mitocondrial em concentrado de plaquetas canino;

- Descrever e padronizar técnica de avaliacdo de apoptose em concentrado de plaguetas

canino;

- Descrever e padronizar técnica de avaliacdo de funcionalidade plaquetaria (agregometria)

em concentrado de plaquetas canino;

- Avaliar indices morfoestruturais (MPV, PDW) das plagquetas caninas armazenadas durante 5

dias;

- Descrever a atividade metabdlica das plaquetas caninas estocadas durante 0 armazenamento.
Indicadores da meta

- Curto prazo: aumentar o entendimento da bioquimica celular das plaquetas caninas

estocadas em forma de concentrado de plaquetas em plasma aut6logo.

- Longo prazo: gerar conhecimento que possa ser aplicado em pesquisas futuras envolvendo

CP canino e assim melhorar a qualidade do CP oferecido aos pacientes.
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5. MATERIAIS E METODOS

Selecdo dos animais

A participacdo dos animais neste estudo ocorreu mediante permissdo do tutor. Este foi
informado sobre os riscos e beneficios do procedimento, de acordo com o0s conceitos de
bioética aplicados a pesquisa e ao bem-estar animal (Ellery, 1985) e assinou um termo de
consentimento antes da inclusdo do doador na pesquisa. Além disso, o tutor respondeu um
questionario cujas respostas foram analisadas pelos pesquisadores responsaveis (Anexos 01 e
02).

Critérios de inclusao

Foram incluidos 22 cées clinicamente saudaveis, de temperamento ddcil (que aceitam
tranquilamente a manipulacdo para coleta e doacdo de sangue), com minimo 28 kg, machos
ou fémeas, entre 1 e 8 anos. Foram observados o histérico de vacinacdo (Cinomose,
Adenovirus Tipo 2, Coronavirus, Parainfluenza, Parvovirose e Leptospirose Canina) e
desverminacgdo e realizados exames clinico e laboratorial. Todos os animais selecionados
apresentavam hematdcrito acima de 40% (Wardrop et al., 2005; Abrams-Ogg e Schneider,
2010).

Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo animais que apresentaram qualquer alteracdo no exame clinico;
que receberam anti-inflamatério, antimicrobianoterapia ou que tivessem sido expostos a
toxinas ou vacinados em um periodo inferior a quatro semanas; aqueles cujos exames
laboratoriais pré-doacdo ndo estavam dentro dos parametros normais para a espécie; com
hematocrito inferior a 40%; ou positivos em qualquer teste de deteccao de agentes infecciosos
(descritos abaixo) (Abrams-Ogg e Scheneider, 2010; Davidow, 2013).

Analises laboratoriais

No dia da avaliacdo foram coletados aproximadamente 7 mL de sangue venoso utilizando

sistema a vacuo (BD Vacutainer) em tubos com EDTAK: e tubos sem anticoagulante ou com
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heparina. A determinagdo dos pardmetros hematoldgicos foi realizada através da contagem
total de eritrocitos, plaquetas, leucécitos e dosagem de hemoglobina com aparelho automético
de uso veterinario calibrado para espécie canina (PocH-100iV Diff, Sysmex). Hematdcrito foi
determinado pelo método de microhematdcrito a 9.520 g por cinco minutos (microcentrifuga
SPIN-1000-110, Microspin). A contagem diferencial de leucocitos e analise do esfregaco
sanguineo corado (corante Wright-Giemsa, Sigma-Aldrich) foram realizadas por profissional
qualificado. As amostras de sangue para as analises bioquimicas foram centrifugadas apos a
retracdo do coagulo ou imediatamente ap0s a coleta no caso do uso de tubo heparinizado.
Foram realizadas determinacGes da concentracdo de albumina, creatinina e atividade da
enzima alanina aminotransferase (ALT) com analisador automético pelo método de quimica
seca (Vitros 250 Chemistry System, Johnson & Johnson). Os cdes também foram testados
para a presenca de antigeno de Dirofilaria immits e anticorpos contra Anaplasma ssp.,
Borrelia burgdorferi e Ehrlichia ssp. com reagente comercial (Teste Snap 4Dx, ldexx
Laboratories) e anticorpos contra Leishmania ssp (Vetcheck, Tecsa Lab) (Wardrop et al.,
2005; Davidow, 2013).

Delineamento do estudo

Dos 22 animais aprovados nas etapas de avaliacdo clinica e laboratorial foram coletadas
bolsas de sangue total (ST) de 450 mL. As bolsas foram processadas conforme descrito
abaixo até a obtencdo de bolsas de concentrados de plaquetas (CP) canino com cerca de 60
mL (55-70 mL) de volume. O processamento das bolsas ocorreu no méximo quatro horas
apos a coleta (dia zero). Nos dias 1, 3 e 5 foram realizados testes de controle de qualidade
como contagem de leucécitos (apenas dia 1), contagem de plaquetas, MPV, PDW,
hematdcrito, contagem de eritrocitos, determinacdo da concentracdo de hemoglobina e
avaliacdo do swirling plaquetario; funcdo (agregometria); metabolismo plaquetario (pOs.,
pCO-, pH, concentragdo de bicarbonato, glicose, lactato, ATP) e atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH) foi utilizada como marcador de viabilidade celular (Amorini et al.,
2007). Também foram avaliados marcadores de ativacdo (CD62P), lesdo mitocondrial
(Mitotracker e JC-1), apoptose celular (anexina V, caspase). No quinto dia as bolsas foram

enviadas para analise microbioldgica.
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O presente estudo teve como objetivo elucidar aspectos relacionados a viabilidade,
morfologia, ativacdo, metabolismo e apoptose plaquetaria em CPs caninos armazenados por 5
dias. Detalhes sobre a preparacdo dos CPs e metodologias estdo descritas nas secdes a segulir.

Para facilidade de referéncia, os ensaios realizados nos dias 1, 3 e 5 estdo listados abaixo:

Caracteristicas avaliadas em cada unidade de CP canino
¢ Volume
¢ Contagem plaquetéria
¢ Contagem de leucdcitos residuais (apenas dia 1)
¢ Hematdcrito e contagem de eritrdcitos

¢ Manutencdo da esterilidade no 5° dia

Avaliacdo do metabolismo plaquetario
¢ pH (22°C)
¢ pO:
¢ pCO2
¢ Bicarbonato
¢ ATP
¢ Glicose

¢ Lactato

Morfologia plaquetaria
¢+ MPV
¢+ PDW

¢ Swirling

Funcao plaquetéria

¢ Agregometria
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Ativacdo plaquetaria

¢ Expresséo de CD62P

Marcadores de apoptose e necrose celular
¢ AnexinaV (exposicao de PS)
¢ Caspase

¢ LDH

Lesdo mitocondrial
¢ Mitotracker (Green e Red)
¢+ JC-1

Coleta das bolsas de sangue total canino

A coleta da bolsa ocorreu por punc¢do da veia jugular, através do método gravitacional, com
homogeneizacdo automatica e controle do fluxo e do volume da doacdo (Homogeneizador de
bolsas Biomixer 323, Ljungberg & Kogel) durante todo o procedimento, que durou entre 5 e
15 minutos (Abrams-Ogg e Scheneider, 2010). A coleta foi realizada através de um sistema
fechado, em bolsas triplas (CPD/SAGM, JP Industria Farmacéutica), cuja bolsa primaria
contém em seu interior CPD (citrato, fosfato, dextrose); uma das bolsas satélite contém a
solucdo aditiva SAGM - utilizada para manutencdo do concentrado de eritrécitos - e ainda
uma terceira bolsa vazia (TOTM), utilizada para o armazenamento do concentrado de
plaquetas. Apds a coleta as bolsas ficaram em repouso a 22°C por cerca de uma hora, quando

foi iniciado o processamento.
Padronizacdo da centrifugacéo das bolsas

Foram avaliadas 96 bolsas de sangue, e testados diferentes tempos de centrifugagédo: 4 e 6
minutos na primeira centrifugacdo; 6 e 8 minutos na segunda centrifugacdo; e diferentes
velocidades na primeira e segunda centrifugacéo a fim de definir a melhor programacéo, que

entdo foi utilizada no decorrer do experimento. Ap6s o processamento das bolsas, foi coletada
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uma aliquota de cada hemocomponente (concentrado de eritrdcitos, plasma pobre em
plaquetas e concentrado de plaquetas) para a contagem de plaquetas e eritrécitos em contador

hematoldgico validado para uso veterinario (PocH-100iV Diff, Sysmex).
Processamento e armazenamento do CP

O processamento das bolsas foi realizado em no maximo 4 horas apos a coleta. Os CPs foram
obtidos através da metodologia do plasma rico em plaquetas (PRP), onde cada bolsa de
sangue total foi submetida a centrifugacdo leve (1600 g) por 6 minutos a 22°C (Centrifuga
Sorvall Legend RT, Thermo Scientific), o que permitiu a separacdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) dos eritrdcitos. O PRP foi retirado da bolsa de ST centrifugada através de um
extrator (Extrator de plasma manual, ACS201, Terumo Medical do Brasil) e em seguida
submetido a uma segunda centrifugacgdo (3.300 g) por 8 minutos a 22°C (Centrifuga Sorvall
Legend RT, Sorvall/Thermo). Ap6s a segunda centrifugacdo formou-se um pellet de plaquetas
no fundo da bolsa e o plasma sobrenadante foi retirado de forma que restaram na bolsa
aproximadamente 60 mL de plasma, constituindo o CP. As bolsas de CP canino foram
mantidas em repouso por 1 hora e entdo armazenadas sob temperatura controlada (20-24°C)
(cdmara ambientadora de plaquetas CDCI 03, Indrel) em agitacdo constante em incubadora

com 60 a 70 ciclos por minuto (agitador de plaquetas linear AP48L, Presvac).

5.1. AVALIACAO DO CONCENTRADO DE PLAQUETAS CANINO
Coleta da suspenséo de plaquetas

A fim de evitar contaminacdo externa, a amostragem para as analises foi obtida através de
canula para coleta (Sampling Site Coupler, Fenwal) (Figura 16), que permite a introducéo de
uma agulha 16G para retirada das aliquotas (Curvers et al., 2004) nos dias 1, 3 e 5. Os testes

foram realizados imediatamente ap0s a retirada de aliquotas de 5a 7 mL.
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Figura 16. Bolsas de CP canino com canulas para coleta através da introducdo de agulha (circulo vermelho).

5.1.1. PARAMETROS DESCRITIVOS
Volume do CP, contagem de plaquetas e indices morfoestruturais

O volume das bolsas foi calculado de acordo com o peso e a densidade do fluido (Van Der
Meer et al., 2010); a contagem de plaquetas da unidade foi calculada através concentracdo
plaquetaria (contador hematoldgico veterinario PocH-100iV Diff, Sysmex) e do volume da
bolsa; enquanto os indices morfoestruturais foram obtidos através de contador hematologico
veterinario (PocH-100iV Diff, Sysmex).

Avaliacao do swirling plaquetario

A avaliagdo do swirling plaquetério dos CPs foi realizada imediatamente antes da coleta das
aliquotas. A técnica consiste em uma avaliacdo visual do CP, contra a luz, onde é observada a
movimentacao (turbilhdo) das plaquetas e utilizada uma escala de classificacdo de 0 a 3 (onde
0 indica auséncia de swirling e 3 a qualidade maxima) (Bertolini et al., 2000; Mathai et al.,
2006; Picker, 2011).

Numero de leucdécitos por unidade de CP

Contagem de leucocitos residuais foi realizada em camara de Nageotte (LO-Laboroptik
GmbH), no dia 1 de avaliacdo. Apos diluicdo do CP com liquido de Tirck e preenchimento da

camara foram contados 40 retangulos e feitos os céalculos de conversdo. Também foi realizada
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determinacdo do nimero de leucocitos com contador de células automatico PocH Vet (PocH-
1001V Diff, Sysmex) para efeito de comparacao.

Numero de eritrdcitos por unidade de CP

A contagem de eritrocitos foi realizada com contador automatico PocH Vet (PocH-100iV

Diff, Sysmex) conforme instru¢des do fabricante.
Confirmacéao da manutencao da esterilidade do CP ao fim do estoque

No 5° dia de armazenamento uma aliquota de 1 mL de cada CP foi utilizada para cultura
microbioldgica no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de
Veterindria da UFRGS. A amostra foi dividida igualmente para realizacdo de cultura aerébia e
anaerobia em caldo BHI e incubada a 37 °C durante 10 dias. As unidades foram mantidas
durante todo o periodo de incubacdo, a fim de permitir a confirmacao de qualquer resultado

positivo.

5.1.2. AVALIAQAO DO METABOLISMO PLAQUETARIO
pH

Foram utilizados 3 métodos de determinacdo do pH dos CPs caninos: pHmetro, gasémetro

portéatil e fitas de especificas para determinacdo de pH.

pHmetro

Apbs calibracdo do pHmetro (HI 99171, Hanna Instruments) em pH 4,01 e 7,01, o pH dos
concentrados de plaquetas foi obtido sob temperatura controlada (22°C), conforme instrucoes
do fabricante. Aliquotas de 1,5 mL de CP foram transferidas para tubos de ensaio de 10 mL,
onde foi realizada a determinacgéo do pH. O aparelho é composto por um eletrodo conectado a
um potencidmetro, que converte o valor de potencial do eletrodo em unidades de pH (Figura
17).
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Figura 17. Potencidmetro utilizado para mensuragdo de pH em CP canino.

Analisador de gases

A determinacdo do pH foi realizada com um analisador de gases portatil (iStat, Abbott Point
of Care) de acordo com as instrucGes do fabricante. Para este estudo foi utilizado o cartucho
CG8, mantido em temperatura ambiente por 30 minutos até a utilizacdo. Apds, uma aliquota
dos CPs foi colocada no cartucho e este foi introduzido no analisador de gases para
determinacdo do pH (Figura 18). O analisador de gases opera sob temperatura controlada de
37°C, sendo necessaria a conversdo do valor de pH para 22°C (Johnson et al., 2013). Sendo
assim, os valores analisados foram convertidos conforme Johnson et al. (2013), onde: pH
22°C = pH 37 °C - [0,015 x (22-37)].
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Figura 18. Analisador de gases i-Stat utilizado para determinacdo de diversos pardmetros em CP canino.

Fita colorimétrica

Para este método, mergulhou-se a fita colorimétrica (Macherey-Nagel) no tubo contendo a
amostra de CP canino, retirando-a logo em seguida. Ap6s 1 minuto foi feita a leitura do pH

com o auxilio de uma faixa colorimétrica fornecida pelo fabricante (Figura 19).
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Figura 19. Fita colorimétrica para mensuracao de pH.
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Bicarbonato

A dosagem de bicarbonato foi realizada através de analisador de gases portatil (iStat, Abbott

Point of Care) de acordo com instrucdes do fabricante.
Glicose e lactato

A concentracdo de glicose foi realizada analisador de gases portatil (iStat, Abbott Point of
Care) de acordo com instru¢cbes do fabricante; enquanto a determinacdo de lactato foi
realizada através de quimica seca com o aparelho Vitros 250 Chemistry System (Jonhson &

Jonhson).
Determinacao dos niveis de ATP

O método de determinacdo dos niveis de adenosina-5"-trifosfato (ATP) utilizado foi baseado
na oxidagdo da luciferina (D-LH2), dependente de ATP. Foi utilizado o kit ATP Lite
(Luminescence ATP Detection Assay System, PerkinElmer) e as leituras foram obtidas em
leitor de microplaca multi-modo (Spectramax M5, Molecular Devices). A reacdo € catalisada
pela enzima luciferase de Photinus pyralis na presenca do substrato D-luciferina. A
luminescéncia obtida é proporcional a concentracdo celular de ATP da amostra. A seguir a
padronizacdo do método.

Extracéo do ATP:

- Diluir cerca de 1000 plaquetas/pL em 900 pL de TCA (8%);

- Agitar em vortex;

- Incubar em gelo por 5 minutos;

- Centrifugar 5 minutos 2.700 g 4°C;

- Retirar 800 pL do sobrenadante;

- Neutralizar o sobrenadante com 80 pL de carbonato de potassio 3M;
- Agitar com vortex;

- Incubar em por 10 minutos;

- Congelar a -80°C até analise.

Ensaio de determinagéo do ATP:
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- Pipetar 100 pL de sobrenante de lisado de plaquetas em TCA 8% em um tubo de ensaio;

- Acrescentar a 50 pL de solucdo de lise e agitar por cinco minutos a 700 rpm (essa solugéo é
responsavel por estabilizar o pH e inativar as ATPases presentes ha amostra);

- Adicionar 50 pL de solucéo de substrato contendo a enzima luciferase e agitar cinco minutos em
agitador a 700 rpm;

- Proteger da luz a placa por dez minutos;

- Medir a luminescéncia.

5.1.3. AGREGACAO PLAQUETARIA

A agregacdo plaquetaria por turbidimetria avalia a resposta das plaquetas a agentes
agregantes. As plaquetas tém a propriedade de juntarem-se umas as outras quando ativadas
por um agente agregante, formando agregados que ocasionam varia¢do na densidade dptica do
plasma (meio em que se encontram), esta variacdo de densidade é detectada foto-
eletricamente, e é proporcional ao grau de agregacéao sofrida (Jackson, 2007; Panzer e Jilma,
2011) (Figura 20).
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Figura 20. Principio béasico do agregdbmetro (Jackson, 2007).

As amostras submetidas ao ensaio de agregacdo plaquetaria foram padronizadas em uma
concentragdo de 250x10° plaquetas/uL e, para isso, o CP foi diluido com PPP (plasma pobre

em plaquetas) autologo. As leituras foram realizadas com o equipamento agregdmetro de
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plaquetas MYR-4 (Qualiterm) e software AgregMY4 (Figura 21). Como controle negativo foi
utilizado PPP autologo.

Figura 21. Agregbmetro utilizado para avaliar CP canino.

O equipamento é calibrado com a transmissdo de luz do PPP aut6logo, que representa 100%
de agregacdo do CP. O PPP ¢ pipetado em uma cubeta, que é colocada em um recipiente de
incubagdo (37°C), localizado entre uma fonte de luz e uma célula fotoelétrica, que ird medir a
densidade de turvacdo Optica. A cubeta com PPP é substituida por outra contendo CP na
concentracdo padronizada, apds a estabilizacdo do leitor Optico, o0 agente agregante é pipetado
no CP e o teste € iniciado. A finalidade do teste é estimular a agregacao de maneira similar ao
que ocorre in vivo, para isso foram selecionados diferentes agonistas plaquetarios (descritos a
seguir). A luz passa atraves do tubo e é capturada pelo sensor; conforme o processo de
agregacdo ocorre, a luz é transmitida mais facilmente e esta taxa de transmissao gera uma
curva de acordo com o tempo, gerando um grafico de tempo x porcentagem de agregacao
(Figura 22).

1 - Preparo da amostra de CP:

»  Diluir aamostra com plasma aut6logo a uma concentracao de aproximadamente 250 plaquetas x
10%/uL;

= Preparar aproximadamente 3 mL;
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= Colocar as aliquotas de PFC em banho mido por 3 minutos;
= Homogeneizar com auxilio de vortex;

= Utilizar imediatamente apds o descongelamento.
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Figura 22. Gréfico de agregacéo plaquetéria.

2 - Determinacdo da agregacdo plaquetaria

= Zerar o canal de leitura do agregdmetro com plasma aut6logo;

= Programar o canal;

» Identificar a amostra;

= Selecionar o agonista;

»  Programar para 10 minutos de leitura;

=  Transferir 500 puL da suspensdo de plaquetas para a cuveta e coloca-la no agregémetro;

= Adicionar o agonista desejado (um agonista por teste):

= Colageno (5 pg/mL): 5 uL.
= Acido Araquidonico (0,5 mM): 5 uL.
= ADP (10 uM): 5 uL.

= Esperar o0 aparelho estabilizar (segundos) e clicar no botdo de iniciar;
= Aguardar o tempo de cada teste;

»  Salvar os resultados.
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5.1.4. AVALIACAO DE ATIVACAO, APOPTOSE E LESAO MITOCONDRIAL
PLAQUETARIA ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO

Foram realizados estudos preliminares com o objetivo de obter a melhor concentracdo de
plaquetas e o tempo de incubagdo das plaquetas para as analises com 0s reagentes/anticorpos,
bem como dilui¢Ges seriais para definir a concentracdo ideal de anticorpos para incubacéo
(dados ndo apresentados). Todas as leituras foram realizadas em um citdbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences), através do software BD CellQuest Pro, com aquisi¢cdo de
30.000 eventos. Posteriormente os resultados foram analisados com software comercial FCS

Express 5 (De Novo Software).

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas 500.000 ou 5.000.000 de plaguetas, em tubos
de poliestireno especificos para citometria (Becton Dickinson) e processadas conforme cada
protocolo (descritos abaixo). Inicialmente foi realizado um gate (limites de regides de
populacdes celulares) delimitando a populacdo de plaquetas de acordo com as caracteristicas
de tamanho e granulosidade (Figura 23), excluindo debris, eritrocitos e leucdcitos residuais e
assim aprimorando a aquisicdo de configuracdes. Plaquetas normais foram distinguidas de
eritrécitos e microparticulas de acordo com o tamanho, enquanto a diferenciacao de leucocitos
foi realizada pela granulosidade (Wilkerson e Shuman, 2001; Tynngard, 2009; Wilkerson,
2012).
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Figura 23. Gate inicial da populagdo de plaquetas.
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Ativacao plaquetaria

Inicialmente a populacdo de plaguetas foi identificada com o uso do anticorpo monoclonal
especifico anti-CD61 FITC (clone VI-PL2 - BD Biosciences). Para a avaliacdo da ativacdo
plaquetéria foi utilizado o anticorpo monoclonal CD62P ligado com ficoeritrina (PE) (clone
AC1.2 -BD Biosciences). Os resultados foram expressos em porcentagem de eventos

positivos de acordo com o gate inicial os quadrantes em que se encontravam as marcacoes.
Método

»  Pipetar 1 uL de CD61 FITC e 3 pL de CD62P PE;
»  Adicionar 1 puL de CP diluido (500.000 plaquetas);
= Adicionar PBS para um volume final de 100 uL;

= Incubar 15 min no escuro a temperatura ambiente;
= Adicionar 250 pL de solugdo PBS;

» Realizar leitura no citbmetro imediatamente.

Marcadores de apoptose e necrose celular
Anexina V

Anexina V pertence a uma classe de proteinas com propriedades anticoagulantes e tem se
mostrado uma excelente ferramenta para a deteccdo de células apoptéticas. Esse ensaio
baseia-se na afinidade da Anexina V pela PS. A PS é um fosfolipideo que normalmente
localiza-se na face interna da membrana sendo exposta no estagio inicial do processo de
apoptose enquanto a membrana celular ainda estd intacta. Esta tem se mostrado uma boa
ferramenta para a deteccdo de células apoptéticas (Gerke e Moss, 2002). O ensaio aqui
apresentado utilizou Anexina V ligada a isotiocianato de fluoresceina (ApoFlowEx FITC Kit,
Exbio) fornecido como um kit que inclui também uma solu¢do tampdo concentrado
incorporando Ca?*. Como controle negativo foi utilizada a solugdo tampao fornecida com o
kit (Wills, Wardrop e Meyers, 2006). Foi avaliado o percentual de células marcadas (eventos

positivos em FL1).
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Método:

» 1L do CP diluido (500.000 plaquetas);

= 2,5l de Anexina V;

» 45 pL 4gua destilada;

= 5 pL de tampéo;

= Incubar 15 min no escuro a temperatura ambiente;
»  Adicionar 1 mL de PBS (lavagem);

»  Centrifugar a 1.150 g por 5 minutos;

»  Desprezar o sobrenadante por inversao;

= Ressuspender em 250 pL de PBS;

» Realizar leitura no citbmetro imediatamente.

Caspase

Durante a apoptose ocorre ativacdo de uma familia de proteases conhecidas como caspases,
cujo processo de ativacdo é o evento chave deste mecanismo de morte programada. A ligacao
do fluorocromo fluoresceina (FITC) a um peptideo especifico e ao composto fluor-
metilcetona (FMK), forma um complexo ndo téxico capaz de penetrar em células vivas e
inibir irreversivelmente varios tipos de caspases ativas. Ressalta-se o fato de que a ligacéo so6
ocorre quando a caspase em questdo estd em sua forma ativa no interior da célula. O marcador
utilizado neste experimento (CaspACE FITC-VAD-FMK, Promega) é um inibidor de caspase
ativa e estd ligado a uma molécula fluorescente (fluoresceina - FITC), ou seja, se liga
irreversivelmente a caspase ativada dentro das plaquetas e assim serve como um marcador de
apoptose in situ (Smolewski et al., 2002). Quando ocorre a ligacdo ha emissdo de
fluorescéncia, e esta foi avaliada de acordo com a porcentagem de plaguetas com emisséo de
fluorescéncia. No presente estudo foi realizada uma curva crescente de dose (0,5; 2,5; 5,0;
7,5; 10; 15; 30 pM.) para determinar a concentragdo mais adequada do inibidor de caspase
CaspACE FITC-VAD-FMK para o concentrado de plaquetas canino. Os resultados obtidos
demonstraram uma eficiente marcacdo desta sonda fluorescente na dose de 10 pM.

Para confirmar que as plaquetas caninas responderiam a marcacdo com caspase TM FITC

VAD-FMK foi utilizado controle positivo com estaurosporina. Foi realizado um piloto onde o
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processo de apoptose foi experimentalmente induzido com estaurosporina. Foram adicionados
ao CP diferentes concentracdes de estaurosporina (Sigma-Aldrich, S4400) (1 puM, 2 pM,
3uM), um inibidor de proteinas quinase que induz apoptose através do bloqueio de sitios de
ligacdo do ATP. As amostras foram submetidas ao protocolo descrito abaixo, e as leituras

realizadas ap0s 12 e 24 horas de incubacdo (Meira Martins et al., 2015).
Preparo da solucéo de estoque:

= Diluir e aliquotar a solugéo estogue de 5 mM

Cl.V1=C2.V2
5mM x V1 = 20uL x 1 mM
5mMxV1=20 » V1=4pL

Entdo: adicionar 4 pL de solugdo estoque (5 mM) a 16 uL DMSO = 20 pL (1 mM)

4 pL de solucéo estoque + 16 pL DMSO = 20 L de solugéo estoque final

Aliquotar e congelar.

Método:

s Identificar um tubo ‘caspase’;

» Pipetar 1uL de CP com 500.000 plaquetas;

= Adicionar 98 pL de PBS;

= Adicionar 1 pL da solucdo de estoque de Caspase a 1 mM;
» Incubar por 20 minutos a 37°C (proteger da luz);

= Adicionar 1 mL de PBS (lavagem);

= Centrifugar a 1.150 g por 5 minutos;

= Desprezar o sobrenadante por inversao;

= Ressuspender em 250 pL de PBS;

» Realizar a leitura no citdmetro.

Lesdo mitocondrial (potencial de membrana e swelling) - Mitotracker

As sondas fluorescentes MitoTracker Green FM (MTG) e MitoTracker Red CMXRos (MTR)
(Invitrogen) sdo amplamente utilizadas para marcar as mitocéndrias de células vivas por
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citometria de fluxo ou por visualizagdo em microscopia de fluorescéncia ou confocal. O MTG
emite fluorescéncia verde e tem afinidade pelos lipideos de membranas das mitocéndrias. O
MTR emite fluorescéncia vermelha e tem afinidade por mitocondrias que possuem potencial
de membrana ativo. Portanto, avaliar a fluorescéncia destas duas sondas é uma maneira
possivel de se acessar a massa mitocondrial — relacionada com o swelling (inchago) das
organelas — e a atividade mitocondrial. Quando existem mais plaquetas que emitem
fluorescéncia em MTR, o resultado pressuposto é de atividade mitocondrial satisfatéria. Ao
contrario, conforme aumenta o nimero de plaquetas que emitem fluorescéncia em MTG o
resultado pressuposto é a perda de fungdo e o swelling mitocondrial, situacdo que caracteriza
dano da organela e geralmente acarreta em morte celular (Agnello, Morici e Rinaldi, 2008).

Preparo da solucdo estoque (preparag¢do no escuro):

= Retirar o vial do freezer e deixar aquecer a temperatura ambiente;
= Diluir o vial para a concentracdo de 1 mM, utilizando DMSO:
= PM Red: 531,5236 — adicionar 94 uL. de DMSO;
»  PM Green: 671,8797 — adicionar 75 uL. de DMSO;
» Separar em aliquotas de 10 pL (solucdo estoque);
= Congelar aliquotas.

Método
1. Identificar 2 tubos: Green e Red

= Adicionar 99 uL de PBS em cada tubo;
= Adicionar 1 pL de cada reagente (MTG e MTR) no tubo correspondente;

= Ir& resultar em uma solugdo de trabalho de 10 UM de Mitotracker Green e Red.
2. Marcagdo controle do MTG

» Pipetar 98 pL de PBS em cada tubo;

= Adicionar 500.000 plaquetas (1 pL);

= Adicionar 1 pL de MTG (solugdo de trabalho de 10 uM) no tubo “green”, o que corresponde a um
volume final de 100 pL.

3. Marcacéo controle do MTR
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= Pipetar 98 pL de PBS em cada tubo;

= Adicionar 500.000 plaquetas (1 pL);

= Adicionar 1 pL de MTR (solucéo de trabalho de 10 uM) no tubo “red”, o que corresponde a um
volume final de 100 pL.

4. Marcagédo dupla MTR/MTG

= Pipetar 97 pL de PBS em cada tubo;

= Adicionar 500.000 plaquetas;

= Adicionar 1uL de MTG e 1 pL de MTR (solucéo de trabalho de 10 uM) no tubo correspondente,
volume final de 100 pL;

= Incubar por 45 minutos no banho a 37°C;

= Adicionar 1 mL de PBS (lavagem);

= Centrifugar a 1.150 g por 5 minutos;

= Desprezar o sobrenadante por inversdo e repetir o processo de lavagem;

= Ressuspender em 250 pL de PBS;

= Fazer a leitura no citbmetro.

Potencial de membrana mitocondrial (JC-1)

O marcador MitoScreen JC-1 (BD Bioscience) € uma molécula monomérica permeavel a
membrana celular que emite fluorescéncia verde (JC-1 mondmeros) quando ndo esta
acumulado na mitocondria. Por ter afinidade pelas mitocondrias ativas, se acumula formando
agregados nestas organelas (JC-1 agregados), mudando a emissdao de fluorescéncia para
vermelho. Desta forma, os graus de despolarizacdo da membrana mitocondrial sé&o
quantificados pela mudanca de emisséo de fluorescéncia do JC-1 (Cossarizza et al., 1993). As
plaquetas foram identificadas de acordo com caracteristicas de tamanho e granulosidade em
um primeiro gate utilizado nas andlises posteriores como controle da populacdo. A
fluorescéncia verde foi detectada no canal FL1, enquanto o canal FL2 foi utilizado para
identificar a fluorescéncia vermelha dos JC-1 agregados, que indicam A¥m adequado. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plaquetas com AWYm adequado.

Preparo da solugéo estoque:
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= Concentracdo de 1-5 mg/mL (1,5-7,7 mM ou 1000-5000 pg/mL), diluido em DMSO;
= Foram separadas aliquotas armazenadas a — 30°C;

= Foi utilizada 1 aliquota para cada dia de experimento.
Método:

= Diluir a solucédo de trabalho em concentracdo 1:1000 com PBS;

= Adicionar o volume de CP puro para obten¢do de 5.000.000 de plaquetas diretamente no tubo com
a solucéo de trabalho;

= Incubacdo a 37°C por 15 minutos no escuro;

» Adicionar 2 mL de PBS;

= Centrifugar 1.150g por 5 minutos;

= Descartar o sobrenadante por inversao;

= Ressuspender as plaquetas com 250 uL PBS;

= Analisar em citdmetro de fluxo imediatamente.

5.2. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas e
para avaliar o intervalo de confianca foi utilizado Teste de Duncan como posthoc. As analises
foram executadas em um software comercial (GraphPadPrism 6.0, GraphPad Software), com
nivel de significancia de 0,05. Correlacdo de Pearson foi utilizada para correlacionar 0s
parametros analisados, foram consideradas correlacdes significativas aquelas com p< 0,05 e

correlagdes significativas fortes aquelas com p< 0,001.

5.3. CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (protocolo nimero 26102).
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Justificativa do uso dos animais

Caninos foram selecionados para esta pesquisa devido a demanda cada vez maior de
concentrado de plaguetas para esta espécie, a0 mesmo tempo em que poucos estudos
avaliaram a qualidade do mesmo, bem como o metabolismo das plaquetas caninas mantidas

sob condicdo padréo de banco de sangue.
Descrigéo dos procedimentos realizados e grau de severidade

Os caes selecionados para participar do estudo foram submetidos a exame clinico, anamnese e
avaliacdo laboratorial. O exame clinico ndo exp6e o animal a dor; apenas a coleta de sangue
para exames e a coleta da bolsa de sangue acarretam um grau minimo de desconforto,
classificado com grau leve de severidade. Os animais realizaram uma Unica doa¢do (sem
sedacdo ou anestesia), durante todo o periodo do experimento. As coletas de sangue foram
realizadas por profissionais com experiéncia. Cuidados dispensados pela equipe com todos 0s
participantes em todas as coletas foram: antissepsia antes dos procedimentos de coleta
(amostras para triagem e coleta da bolsa), pressao no local da puncdo venosa apds a doagdo
durante dois a cinco minutos, curativo com pomada cicatrizante e bandagem adesiva,
observacao do animal ap6s a doacdo por 15 a 30 minutos. Logo apds a doacdo os doadores
foram alimentados e o tutor recebeceu por escrito recomendaces pds-doacdo de sangue
(Anexo 02). O volume de sangue doado em cada etapa esta de acordo coma literatura, de 450
mL, ou seja, no maximo 17 mL/kg, considerando que todos os doadores possuem mais de 28
kg (Abrams-Ogg e Schneider, 2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. PADRONIZACAO DA CENTRIFUGACAO

As diferentes programacdes de tempo e velocidade utilizadas na padronizacdo da
centrifugacdo, bem como as contagens de plaquetas nos diferentes hemocomponentes, estdo

apresentadas na Tabela 1.

Foi observado que centrifugacGes leves, como 1.500 g ou 1.550 g resultaram em elevado
namero de eritrocitos no CP e hematdcrito >1%, enquanto centrifugacGes pesadas, como
2.000 g ou 2.700 g resultaram em elevado numero de plaquetas na bolsa de concentrado de
eritrécitos. Também foi observada grande variabilidade de contagens em bolsas submetidas
ao mesmo protocolo. Apesar de contagens similares obtidas com centrifugacGes de 1.600,
1.610 e 1.700 g, optou-se pela utilizacdo da centrifugacdo menos pesada possivel. Sendo
assim, definiu-se que a programacao a ser utilizada no experimento seria 1.600g por 6
minutos na primeira centrifugagéo e 3.300g por 8 minutos na segunda centrifugagéo.

Para obter as 118 bolsas utilizadas (96 na padronizacdo da centrifugacdo e 22 do grupo de
bolsas avaliadas), foram avaliados 153 cées, dos quais 27 foram excluidos por nao
apresentarem-se aptos nos exames laboratorais. Além disso, 8 bolsas ndo foram utilizadas por
outras questbes como: dificuldade de contencdo do doador e volume da bolsa inferior a 450
mL ou bolsas que ndo estavam dentro das referéncias de controle de qualidade estabelecidas

pela Anvisa e/ou AABB no primeiro dia de avaliacéo.
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Tabela 1. Padronizagéo das centrifugacGes das bolsas de sangue total e PRP canino.

12 CENTR. 23 CENTR. CONTAGEM DE PLAQUETAS (MEDIA)
VEL @) (TnEn?ﬂtPo% AC. FR.] VEL@ (IHI?ME’OOS) AC R CEx10°  PPPx10? CP x 103
(/uL) (/uL) (/uL)
N
4 1500 6 5 0 3000 8 5 0 - - -
4 1500 6 5 0 3300 8 5 0 - - -
4 1550 6 5 0 3000 8 5 0 77 85 1280
4 1600 4 5 0 3000 6 5 0 54 78 1243
4 1600 4 5 0 3000 8 5 0 38 21 1167
4 1600 6 5 0 3300 6 5 0 43 21 1111
8 1600 4 5 1 3000 6 5 1 75 97 1900
4 1600 4 5 1 3000 8 5 0 72 100 1977
4 1600 6 5 1 3300 6 5 0 57 39 898
8 1600 6 5 1 3300 8 5 1 52 11 990
4 1610 4 5 0 3300 6 5 0 38 18 1111
4 1610 6 5 0 3000 6 5 0 42 12 1019
4 1700 6 5 0 3000 8 5 0 48 15 1000
4 1700 6 5 0 3300 6 5 0 50 18 926
4 1800 4 5 0 3300 8 4 0 182 15 842
4 1800 6 5 0 3000 6 4 0 19 17 893
4 2000 4 5 0 3000 6 4 0 252 13 911
4 2000 6 5 0 3300 6 4 0 247 4 833
4 2200 4 5 0 3000 6 4 0 234 8 890
4 2400 4 5 0 3000 6 4 0 270 0 866
8 2700 4 5 0 3300 6 4 0 292 0 731

Veloc, velocidade; AC, aceleragdo; FR, freio; CE, concentrado de eritrdcitos; PPP, plasma pobre em plaquetas; CP,
concentrado de plaquetas; -, CP visualmente contaminado com eritrdcitos, contagens néo realizadas.
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6.2. PARAMETROS DESCRITIVOS

As medias e desvio padrdo (DP) dos principais parametros analisados durante o

armazenamento estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Metabolismo plaquetario (média + desvio padrdo) in vitro de plaquetas caninas

armazenadas por 5 dias.

Parametros Dial Dia 3 Dia5

PQT (x 10*°/unidade) 7,4882 + 2,39 7,6877+ 2,39 7,4191+ 2,79
MPV (fL) 11,5136 +1,22? 12,4818 +4,53? 13,1682 + 6,58°
PDW (fL) 12,9609 +7,90? 13,9500 £5,46° 15,0936 +1,98°
pH (22°C) 6,9682 +0,38% 6,4511 +0,55° 5,9445 +0,66°
pO, (mm Hg™?) 107,6 £ 32,19* 115,9091 + 30,99% 140,1364 + 21,84°
pCO, (mm Hg ™) 43,7 +43,7* 25,4864 + 25,48 9,5045 + 9,50
Bicarbonato (mmol L) 11,88+1,66% 3,53+2,77"" 0,595+1,16%
Glicose (mg/dL) 456,772 +41,38% 338,045 +79,63"" 247,272 +100,46%
Lactato (mg/dL) 6,2818 +2,59% 16,3455 +7,17° 25,4227 £11,20¢"
ATP (umol 10*plag™) 1,7268 + 0,64% 1,2431 +0,33° 0,9658 + 0,32¢"
CD61 (%) 91,4677 + 4,75 93,3850 + 4,32 91,8436 + 5,69
CD62P (%) 2,7245 £1,50 2,6145 +3,58 2,6386 £2,22
LDH (U/L) 237,9091 + 159,07 404,6818 + 98,49 630,0 £ 162,07
Anexina V (%) 2,3618 £ 2,49 15721 +1,12 3,549+ 4,21
Caspase (%) 10,1745 £ 11,45 6,6564 + 5,89 12,0295 + 13,86
A¥Ym MT Red (%) 82,0486 + 10,30*" 76,7168 + 15,23% 51,1068 + 32,45
MT Green (%) 9,4691+6,07? 14,4136+9,31° 34,2309+32,25P
A¥m JC-1 (%) 91,8209 + 3,90? 84,2395 + 20,48° 55,3773 + 37,29°

PQT, nimero de plaquetas x 10*%/unidade; A%¥m, potencial de membrana mitocondrial; MT, Mitotracker; ATP, trifosfato
de adenina; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetério.
Letras minusculas diferentes na mesma linha representam valores significativamente diferentes (p< 0,05).
*Representa valores significativamente diferentes na mesma linha (p< 0,001).
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. Volume e Contagem plaquetaria

O volume médio das bolsas foi de 66,5 + 3,14 mL, conforme as recomendagdes da Anvisa
(Anvisa, 2004), que orienta volumes entre 50 e 70 mL. Observou-se um aumento da contagem
de plaguetas no dia 3 em relacdo ao dia 1, com subsequente queda do dia 3 para o dia 5
(Gréfico 1). Entretanto, esta diferenca entre os dias de avaliacdo ndo foi significativa (p=
0,936), ou seja, 0 numero de plaquetas manteve-se constante durante os 5 dias de avaliacdo.
Em contraste, alguns estudos relatam queda na concentracdo das plaguetas durante o

armazenamento (Albanyan et al., 2009; Costa, 2011; Johnson et al., 2013).
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Gréfico 1. Concentragdo de plaquetas nas unidades de CP canino armazenado por 5 dias.

As caracteristicas do CP canino sdao semelhantes ao que foi descrito para CPs humanos, e
todas as unidades apresentaram contagem de plaquetas superior o valor minimo sugerido pela
Anvisa e AABB de 5,5x10% plaquetas/unidade. Em um estudo sobre CP canino, 0s autores
utilizaram centrifugacdes de 1.000 g por 5 minutos e 2.000 g por 10 minutos repectivamente e
ndo obtiveram contagens plaquetarias satisfatorias (Hoareau et al., 2014), provavelmente
devido as baixas velocidades utilizadas. Ressalta-se a importancia da padronizacdo das

centrifugacgdes a fim de atingir a concentracdo de plaquetas desejada.
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A concentracdo média de plaquetas nas unidades de CP canino foi 7,4882 + 2,39 X
10'%unidade no dia 1. Ao dividir os CPs em dois grupos, um com contagem de plaquetas
inferior a média (< 7,49 x 10%unidade, n= 14) e outro com contagem superior (>
7,49x10'%unidade, n= 8) e compara-los observou-se que os CPs com contagem inferior
apresentaram parametros de qualidade superior ao final do periodo (Tabela 3). Foi constatado
que os valores médios de pH, glicose e ATP diminuem drasticamente no grupo com maior
numero de plaquetas, enquanto a concentracdo de lactato acumula de maneira mais severa
neste grupo. Também foi evidente a diminuicdo do A¥m nos CPs com maior nimero de
plaquetas. As bolsas com menor nimero de plaquetas apresentaram sinais de qualidade até o
ultimo dia de armazenamento, com pH > 6,2 em todas as unidades, além de maiores niveis de

ATP, de glicose e menor quantidade de lactato.

A anadlise dos indices morfoestruturais PDW e MPV permitiu inferir que as plaquetas
mantidas em CPs com menor nimero apresentam menores indices de swelling plaquetario e
menor fragmentacdo. Estudos que avaliaram CPs caninos obtiveram resultados satisfatorios
em relacdo a manutencdo do pH > 6,2 e outros parametros de qualidade no quinto dia;
entretanto, as contagens médias de plaquetas por bolsa foram inferiores as observadas neste
estudo. Costa et al. (2011) obtiveram contagens médias de 5,8x10'%/plaquetas por unidade de
CP canino e pH 6,7 no quinto dia; enquanto Sink (2002) obteve contagens médias de
4,5x10%%plaquetas por unidade, sendo que 40% das bolsas analisadas ndo apresentavam
contagem superiores a 5,5x10'%plaquetas por unidade, conforme recomendado por agéncias
reguladoras como Anvisa e AABB. A quantidade média de plaquetas por unidade justifica os

parametros fora do recomendado no Gltimo dia de avali¢cdo observados neste estudo.

Plaquetas caninas apresentam meia vida na circulacdo mais curta comparada a meia vida de
plaquetas humanas, o que pode justificar um metabolismo mais acelerado das primeiras
(Russell, 2010). Desta forma, o nimero de plagquetas por bolsa comumente obtido em CPs
humanos pode nédo ser o ideal para bolsas de CPs caninos. Considerando que as plaquetas
caninas podem apresentar um metabolismo mais acelerado - ou seja, apresentam consumo de
glicose mais rapido e consequente maior acumulo de lactato e queda do pH, além da
diminuicdo do A¥m - pode ser necessario um menor nimero de plaquetas por mL nas bolsas
de CP canino, a fim de suprir as necessidades metabdlicas. Com um grande ndmero de

plaquetas por mL, o oxigénio é consumido mais rapidamente e a via metabolica utilizada
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pelas plaquetas passa a ser a anaerdbica, com producdo de lactato e diminui¢do do pH do
meio (Callan, Appleman e Sachais, 2009; Gulliksson et al., 2012; Davidow, 2013). Moroff et
al. (1982) afirmam que nos CPs existe uma pequena e especifica populacdo de plaguetas que
possui uma capacidade extraordindria de producdo de lactato e que esta populacdo é
responsavel pela principal queda de pH durante o estoque. Esta afirmacéo ndo foi confirmada
por outros autores, mas pode explicar a maior queda que ocorre em alguns CPs
independentemente de altas contagens de plaquetas na unidade. Uma limitacdo desta
comparacdo entre os grupos foi o fato de os dois grupos ndo apresentarem o mesmo ‘n’.
Entretanto, as observacfes sdo validas e alertam sobre a necessidade ndo apenas de
padronizacdo, mas também de valores de referéncia para a avaliacdo do controle de qualidade
de CPs caninos em bancos de sangue veterinarios, onde atualmente se usam os parametros de

agéncias reguladoras de carater humano.

Tabela 3. Pardmetros de qualidade em CPs caninos com menor ou maior nimero de

plaquetas por unidade apos 5 dias de armazenamento.

CPs com contagem de CPs com contagem de
plaquetas plaquetas 0

(< 7,49x10%%unidade) (> 7,49x10'%unidade)
PDW (fL) 14,99 + 2,51 18,40 + 1,70 0,017
MPV (fL) 12,86 + 1,67 15,05 + 1,22 0,043
Glicose (mg/dL) 306,85 + 18,59 143,00 + 61,54 <0,0001
Lactato (mg/dL) 18,80 £ 6,10 37,00 £8,19 <0,0001
ATP (umol 101plag?) 1,06 + 0,31 0,79 + 0,39 <0,0001
pH (22°C) 6,29 + 0,56 532 +0,49 <0,0001
pO, (mm Hg™) 126,59 + 16,59 152,87 + 25,07 <0,0001
pCO, (mm Hg ) 13,29+ 5,98 9,12 + 7,64 0,043
A¥m JC-1 (%) 66,53 + 26,18 15,27 + 14,69 0,003
LDH (U/L) 442,71 £ 115,14 957,75 £ 1093,61 0,022

ATP, trifosfato de adenina; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetario; A¥m, potencial de membrana
mitocondrial. Valores apresentados como média + DP.

. Contagem de leucdcitos residuais
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Todos os CPs apresentaram leucorreducdo adequada (leucécitos residuais < 2,0x10%/
unidade), com contagem média de leucécitos (dia 1) de 0,064x108/ unidade, confirmando a
qualidade das centrifugacdes. A contagem manual ndo deve ser substituida pelo uso do
contador de células automatico (PocH-100iV Diff, Sysmex), pois este ndo se mostrou
adequado para a contagem de leucdcitos residuais ja que ndo detecta niveis baixos de
leucdcitos, como € esperado no caso de CPs.

. Hematdcrito e contagem de eritrdcitos

A média dos hematdcritos dos CPs no dia 1 foi de 0,44% + 0,67 % com 0,13x10°
eritrocitos/pL ( 0,09). Nenhum CP ficou visualmente contaminado, ou seja, com aspecto
deliberadamente avermelhado, comprovando a eficiéncia das centrifugagdes
padronizadas. Hoareau et al. (2014) obtiveram alta taxa de contaminacdo com leucdcitos
na tentativa de avaliar técnicas de obtengdo de CPs caninos. Ao utilizar a técnica do PRP
0s autores observaram contagem média de 200 leucdcitos/uL e de eritrocitos de
0,1x10%/uL, sendo esta Gltima similar ao obtido no presente estudo. Ao comparar duas
técnicas de obtencdo de CP canino, os autores supracitados observaram diferenca
significativa na taxa de contaminacdo (por leucdécitos e eritrocitos) das bolsas; sendo que
0 método do PRP — mesmo utilizado por nés — apresentou qualidade superior comparado

ao método do “buffy-coat”.

. Manutencéo da esterilidade no 5° dia
Nenhuma das unidades de CP canino apresentou contaminacao bacteriana.
6.3. AVALIACAO DO METABOLISMO PLAQUETARIO

. pH (22°C)

As lesbes de armazenamento fazem parte de um processo complexo, influenciado por muitos
fatores. Um desses é a diminuicdo do pH durante o estoque. Tendo em vista que a
deterioracdo do concentrado de plaquetas estd relacionada com a acidificacdo do meio, &
importante que seja feita uma avaliagdo precisa do pH, através de métodos confidveis

(Dekkers et al., 2007). Confirmamos que existe diferenca entre os 3 métodos de avaliacdo de
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pH comparados (para resultados e discuss@o completa consultar ‘Short comunication 1°).
Diferenca significativa foi encontrada entre os métodos da tira de pH e o pHmetro (p =
0,0194), e entre a tira de pH e o analisador de gases (p< 0,0001), sendo assim recomendada a

avaliacdo do CP com o uso de pHmetro.

Foi observado decréscimo do pH em todas as unidades de CP canino (Grafico 2). Observou-
se diferenca significativa nos valores de pH entre os dias 1 e 3 (p=0,0074), 1 e 5 (p< 0,001) e
entre os dias 3 e 5 (p=0,0089).
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Gréfico 2. Grafico de regressdo linear da determinacao in vitro do pH 22°C (método do pHmetro) dos

concentrados de plaquetas, estocados por 5 dias (letras minusculas diferentes indicam p<0,05).

. Pressdo parcial de oxigénio e Pressdo parcial de dioxido de carbono (37°C)

A pressdo parcial de oxigénio aumentou (Gréafico 3) durante o periodo de armazenamento
com diferenga significativa entre os dias 1 e 5 (p= 0,0011) e entre os dias 3 e 5 (p= 0,018).
Inversamente ao observado na anélise da pO2, a pCO> diminuiu durante o estoque (Grafico 4),
com diferenca significativa entre os dias 1 e 5 (p< 0,001) e entre os dias 1 e 3 (p< 0,001) e 3 e
5 (p= 0,047). Os resultados obtidos confirmam a possibilidade de troca gasosa - influxo de
oxigénio e do efluxo de didxido de carbono - que de fato ocorreu durante 0 armazenamento,
gracas as caracteristicas das bolsas onde foram armazenados os CPs. A pO2 é maior no

ambiente (160 mmHg) em relacdo ao interior da bolsa, enquanto a pCO> ambiente (0,25
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mmHg) é menor que na bolsa. Esta troca gasosa € necessaria, pois 0 oxigénio consumido
durante a respiracdo celular deve ser reposto para que a mesma continue ocorrendo durante o
armazenamento e também porque o lactato, um subproduto da glicolise anaerdbica, é
reduzido a dioxido de carbono através do bicarbonato. Quando a troca gasosa nao ocorre,
tanto os niveis de oxigénio quanto de diéxido de carbono diminuem no interior da bolsa. Sem
o efluxo de dioxido de carbono, ocorre acumulo de lactato, resultando em uma queda ainda
mais acentuada do pH (Alhumaidan et al., 2011; Gulliksson et al., 2012). O aumento da pO>
no periodo final do armazenamento indica falha no metabolismo aerdbico - que deveria atuar
no consumo do oxigénio - em detrimento ao metabolismo glicolitico (Gulliksson et al., 2012),
fato confirmado pelo acimulo de lactato e queda do pH.
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Gréfico 3. Gréfico de regressao linear da determinagdo in vitro da pressdo parcial de oxigénio dos concentrados

de plaquetas, estocados por 5 dias (letras mintsculas diferentes indicam p<0,05).
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Gréfico 4. Gréfico de regressao linear da determinacgdo in vitro da pressdo parcial de didxido de carbono

dos concentrados de plaquetas, estocados por 5 dias (letras mindsculas diferentes indicam p<0,05).

. Bicarbonato (37°C)

Acompanhando a queda de pH e pCO», o bicarbonato teve decréscimo gradual
(Gréfico 5) e significativo entre os dias 1 e 3 (p< 0,001), 1 e 5 (p< 0,001) e entre os dias 3
e 5 (p= 0,040). A diminuicdo da concentracdo de bicarbonato era esperada, visto que é

mobilizado para o tamponamento de H* acumulados (Tynngard, 2009).
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Gréfico 5. Gréfico de regressao linear da determinagdo in vitro da concentracdo de bicarbonato dos concentrados

de plaquetas, estocados por 5 dias (letras minusculas diferentes indicam p<0,05).
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. Dosagem de ATP

O ATP é necessario para manutencdo da integridade das plaquetas, mesmo em repouso,
pois mantém o equilibrio osmotico e a conformacéo da membrana (Boudreaux e Catalfamo,
2010). Conforme o esperado, a concentracdo de ATP diminuiu (Grafico 6) durante o
periodo de estoque (p< 0,001). No ultimo dia de avaliagdo observamos correlacdo negativa
significativa entre a concentracdo de ATP e a porcentagem de plaquetas em swelling
mitocondrial (p= 0,0144), indicando que o inchaco mitocondrial esta relacionado com a
perda de capacidade de geracdo de energia das mitocondrias durante 0 armazenamento por

mais de 5 dias.
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Gréfico 6. Gréafico de regressao linear da determinagdo in vitro da concentracdo de ATP dos concentrados de

plaquetas, estocados por 5 dias (letras minusculas diferentes indicam p<0,05).

* Glicose e lactato

Refletindo o consumo através de glicélise anaerdbica, a concentracdo de glicose diminuiu
gradualmente ao longo do periodo de armazenamento. Houve diferenca significativa entre os
dias 3 e 5 comparados ao dia 1 e comparados entre si (p< 0,001). Inversamente & queda da
concentracdo de glicose, houve o acimulo de lactato (Gréfico 7), que apresentou diferenca
significativa entre os dias 1 e 3 (p= 0,0002), 1 e 5 (p< 0,0001) e entre os dias 3 e 5 (p=
0,0008).
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Gréfico 7. Gréfico de regressdo linear da determinacdo in vitro da concentracdo de glicose e lactato dos
concentrados de plaquetas, estocados por 5 dias (letras mindsculas diferentes indicam p<0,05).

Conforme discutido anteriormente, o metabolismo da glicose para manutencdo do balango
energético continua de maneira ativa durante o armazenamento dos CPs sob temperatura
ambiente. Quando ocorre em excesso e leva a exaustdo da glicose, as plaquetas apresentam
um fenotipo pré-apoptético (Johnson et al., 2015). A deplecdo da glicose também esta
fortemente associada com declinio do ATP, e consequentemente com a qualidade das
plaquetas armazenadas (Saunders et al., 2013). Estudo que avaliou concentrados de plaquetas
caninas relatou variagdo na concentracdo de glicose de 456 mg/dL/dia no dia O para 388
mg/dL no quinto dia (Costa, 2011). Comparativamente, a média das concentracdes de glicose
apresentadas aqui foi menor, mas podemos afirmar que a concentracdo de glicose nos CPs
caninos pbéde ser mantida em concentragdes aceitaveis durante 0 armazenamento por 5 dias,

apesar do maior nimero de plaquetas por uL observado no presente estudo em relagcdo ao
supracitado.

No primeiro dia de armazenamento foi observada correla¢do negativa (-0,726) entre 0 pH e a
concentragdo de lactato, que aumentou durante o armazenamento; também foi observada
correlagédo negativa forte entre as concentracGes de lactato e glicose nos dias 1 (-0,829), 3 (-
0,898) e 5 (-0,927). Esta correlacédo, entre lactato e pH, estd bem documentada em estudo in
vivo que concluiu que estes dois parametros, além de estarem intimamente ligados, sdo 0s

principais responsaveis pela meia vida limitada das plaquetas pos transfusdo (Goodrich et al.,
2006).
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6.4. MORFOLOGIAPLAQUETARIA
* MPV e PDW

Os indices morfoestruturais PDW e MPV (Grafico 8) apresentaram diferencas entre os dias de
avaliacdo. Enquanto o PDW aumentou apenas entre os dias 1 e 5 (p= 0,019), o MPV
apresentou aumento entre os dias 1 e 5 (p=0,0014) e 3 e 5 (p=0,0464).
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Gréfico 8. Grafico de regressdo linear da determinacéo in vitro da determinacdo do PDW e MPV dos

concentrados de plaquetas, estocados por 5 dias (letras minGsculas diferentes indicam p<0,05).

Enquanto o MPV indica o tamanho médio das plaquetas, o PDW indica a amplitude de
variacdo de tamanho das mesmas, ou seja, anisocitose plaquetaria. A avaliacdo conjunta
oferece uma interpretacdo mais completa que a analise apenas do MPV, pois a presenca de
plaquetas grandes e pequenas pode resultar em um MPV normal e PDW aumentado, por

exemplo.

O aumento dos indices plaquetarios apresentou forte correlacdo negativa com a perda do
swirling e correlagdo positiva com o aumento da concentragdo de lactato nos ultimos dias de
armazenamento. Conforme ocorre o0 consumo de glicose a concentracdo de lactato aumenta, o
pH diminui e observa-se decréscimo do swirling, ou seja, a perda de forma discoide para
esférica, que é refletida por um aumento do MPV, indicando a ocorréncia de deterioracdo

celular durante o estoque (Singh, Chaudhary e Ray, 2003). Comprovou-se tambem a
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correlacdo entre queda do pH e mudancas dos indices morfoestruturais, através da forte
correlacdo negativa entre pH e PDW (p= 0,00016) e pH e MPV (p< 0,0001) no ultimo dia de
avaliacdo. Enquanto o MPV aumentou indicando a ocorréncia de swelling plaquetario e perda
da forma discoide, o0 aumento do PDW indicou que houve morte e fragmentacédo plaquetéaria
durante o estoque, corroborada pela correlagéo entre aumento do PDW e liberagdo de LDH.
Singh et al. (2003) utilizaram os indices plaquetarios como forma de controle de qualidade de

CPs e, assim como neste estudo, confirmaram a forte relagdo entre MPV, PDW e pH.

. Avaliacdo do swirling plaquetario

O swirling diminuiu em todas as unidades de CP ao longo do tempo (Grafico 9), apresentando
resultado igual a 3+ no dia 1 em todas as bolsas; média de 2,86+ no dia 3 e de 2+ no dia 5.
Esta diminuicdo apresentou significancia estatistica entre os dias 1 e 5 (p< 0,001) e 3 e 5 (p=
0,0001). O aspecto heterogéneo (3+) do CP indica maior viabilidade e estd relacionado a
manutencdo da morfologia plaquetaria (Bertolini et al., 2000; Mathai et al., 2006; Maurer-
Spurej e Chipperfield, 2007). Conforme discutido anteriormente, foi possivel verificar forte

correlacdo entre os indices morfoestruturais e a diminuicéo do swirling.
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Gréfico 9. Grafico de barras representando a avaliagdo do swirling durante o armazenamento de concentrados de

plaquetas, estocados por 5 dias (letras minGsculas diferentes indicam p<0,05).
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6.5. FUNCAO PLAQUETARIA
. Agregometria

N&o foi observada diferenca significativa na agregacdo plaquetaria durante os dias de
avaliacdo com o uso de ADP e colageno (Grafico 10). A agregacdo plaquetaria estimulada por
acido araquidénico aumentou (Gréfico 11), e apresentou diferenca entre os dias 1 e 5 (p=
0,0082). As médias das porcentagens observadas nos ensaios de agregacao estdo apresentadas
na Tabela 4.

Tabela 4. Agregacao plaquetaria durante armazenamento por 5 dias.

Dial Dia 3 Dia 5
Acido Araquidoénico (%) 8,545 + 5,324942 11,86 + 5,9472 13,64 +7,719°
ADP (%) 8,182 + 5,31517 12,09 + 7,302 12,41 + 7,008
Coléageno (%) 9,636 + 3,78651 12,68 + 6,043 13,27 £ 7,072

Letras minusculas diferentes na mesma linha representam valores significativamente diferentes (p< 0,05).
Valores apresentados como média + DP.
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Gréfico 10. Agregacdo induzida por coladgeno e ADP de concentrados de plaguetas, estocados por 5 dias.
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Gréfico 11. Agregacdo induzida por acido araquid6nico de concentrados de plaquetas, estocados por 5 dias.

Juntamente com a contagem de plaquetas e determinacdo do pH, os ensaios de agregacdo sdo
comumente utilizados na avaliacdo de CPs (Horeau et al., 2014). A capacidade das plaguetas
responderem aos agonistas € um teste de funcionalidade, e a falta de agregagdo sugere
diminuicdo da viabilidade. Entretanto, Miyaji et al. (2004) demonstraram que plaquetas
humanas podem recuperar a capacidade de agregacdo depois de transfundidas, sugerindo que
testes de agregacdo plaquetaria in vitro sofrem a desvantagem de ndo refletirem condicdes in
vivo. Apesar disso, agregacdo plaquetaria ainda é considerada padrdo-ouro da analise de
funcionalidade plaquetéaria (Hoareau et al., 2014). Uma possivel explicacdo para a falta de
concordancia de resultados in vitro e in vivo pode ser o fato de que no agregdmetro a
agregacdo ocorre sob condi¢des ndo laminares e de baixo fluxo, ndo considerando a

importancia do fluxo sanguineo na adesdo plaquetéaria (Jackson, 2007).

A despeito da diminuicdo gradativa do pH observada nos CPs aqui analisados, esta nédo
apresentou correlagdo com os valores observados na agregometria, ou seja, as alteracdes do
pH provavelmente ndo estdo associadas coma a funcdo plaquetaria in vitro. Poucos estudos
foram conduzidos com CPs caninos, e, apesar dos baixos percentuais de agregacéo
observados, comumente a capacidade de agregacdo diminui ou ndo apresenta diferencga
significativa entre os dias analisados (Klein, Adamik e Mischke, 1999; Costa, 2011; Hoareau
et al., 2014). Em nosso experimento observamos o aumento da capacidade de agregacdo com

0 uso do agonista acido araquidonico, nunca utilizado para avaliar funcionalidade de
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plaquetas caninas. Ghezelbash et al. (2015) também observaram aumento na porcentagem de
agregacdo entre os dias 3 e 5 ao utilizarem &cido araquidénico como agonista na avaliacdo de
CPs (humanas). Hoareau et al. (2014) obtiveram baixos valores de agregacdo ao analisarem
CPs caninos, independentemente do momento da andlise. Os autores discutem a possibilidade
da influéncia negativa da contaminacdo com leucdcitos e da influéncia positiva sobre a
agregacdo por parte dos eritrdcitos. Nao observamos correlagdo significativa entre a
capacidade de agregacdo e o nimero de leucécitos ou eritrocitos nas bolsas, entretanto,
apresentamos valores de leucocitos muito inferiores aqueles apresentados por Hoareau et al.
(2014). Finalmente, a variabilidade nos resultados da agregometria pode ser atribuida a

ocorréncia de variabilidade interindividual.

6.6. GLICOPROTEINAS DE MEMBRANA

. Expressdo de CD61

A porcentagem de plaguetas marcadas pelo anticorpo monoclonal CD61 foi mantida durante
0 estoque, sempre superior a 90%. Segundo Wilkerson e Shuman (2001), este seria um
indicativo de que ndo houve a formacdo de microparticulas (entretanto foi observado aumento
no PDW durante o estoque), ou que ndo houve internalizacdo da glicoproteina por endocitose,
sendo este 0 motivo mais provavel para a manutencdo de plaquetas marcadas para CD61
(Wilkerson e Shuman, 2001).

. Expressdo de CD62P

Durante o processamento das bolsas ocorre certo grau de ativacdo plaquetaria, responsavel
por muitas alteracGes na estrutura e no metabolismo, como a pseudopodia e mudancas dos
receptores de superficie. A expressdo de CD62P na superficie plaquetéaria € considerada um
indicador de degranulacdo e secrecdo por parte das plaquetas, ou seja, ativacdo plaquetaria
(Wagner et al., 2002; Albanyan, Harrison e Murphy, 2009; Albanyan et al., 2009). A
porcentagem de plaquetas positivas para CD62P néo apresentou mudangas ao longo do tempo
(Grafico 12). A literatura mostra resultados conflitantes, onde alguns autores relatam aumento
na porcentagem de plaquetas expressando CD62P (Albanyan, Harrison e Murphy, 2009) e
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outros ndo (Johnson et al., 2013; Ghezelbash et al., 2015). Em estudo que prop6s elucidar a
diferenca entre ativacdo e apoptose foi observado grande aumento de CD62P até o segundo
dia, com posterior estabilizacdo até o quinto dia. Ao avaliar a ativacdo por periodo
prolongado, foi observado grande aumento entre o sexto e o 12° dia (Leytin et al., 2008). Isto
sugere que neste estudo a ativacdo plaquetaria ndo foi avaliada por tempo suficiente até ser
detectada.

A ativacdo plaquetéria esta relacionada com mudancas morfoldgicas (Singh, Chaudhary e
Ray, 2003; Boudreaux e Catalfamo, 2010), e foi observada uma moderada correlacdo (p<
0,05) entre ativacdo plaquetéaria e PDW (0,640) e MPV (0,577) no dia 3, entretanto, como néo
houve variacdo da expressdo de P-selectina nas amostras avaliadas esta pode ser uma

correlacdo espuria.

Baixos indices de ativacdo foram observados neste estudo (2,72 = 1,50% no dia 1), assim
como relatado por Ridyard et al. (2010), que avaliaram o papel da ativacdo plaquetaria em
cdes com anemia hemolitica imunomediada. Plaquetas caninas em sangue total e sem
estimulo de ativacdo também apresentaram porcentagens baixas de expressdo de CD62P (0,34
+ 0,1%) (Wills, Wardrop e Meyers, 2006), pois apesar da grande similaridade entre as
moléculas humana e canina, a ligacdo do anticorpo em plaquetas caninas ativadas é cerca de
100 vezes menor (Yeo et al., 1993).

A expressdo de CD62P nédo foi descrita em CP canino, e trabalhos conduzidos com CP
humano comumente utilizam a metodologia do ‘buffy-coat’ ou aférese para obteng¢ao do CP.
Metodologias como o sistema de aférese, ou mesmo o uso de solucdes aditivas ou a
leucorreducdo podem influenciar na ativagdo de plaquetas estocadas (Wagner et al., 2002;
Albanyan et al.,, 2009; Ahmed, Leheta e Younes, 2010), justificando nossos achados.
Ghezelbash et al. (2015), que também utilizaram a metodologia do PRP para obtencdo de CP
humanos ndo observaram diferenca significativa na expressdo de CD62P em plaquetas
estocadas por 5 dias. Apesar de apresentar-se levemente superior no dia 1 de avaliacdo
(Figura 24), este aumento ndo foi expressivo. Este leve aumento na expresséo de P-selectina
no dia 1 pode ter ocorrido devido ao processamento das bolsas, quando as plaquetas passaram
por 2 processos de centrifugacdo, sendo a segunda bem forte. Corroborando nossos achados,
trabalhos conduzidos por Wang et al. (1999) e posteriormente por Wagner et al. (2002)

concluiram que, com excecao de uma ativagdo ‘basal’, que ocorre provavelmente devido ao
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manuseio das bolsas durante o processamento para obtencdo do CP, as plaquetas se mantém
estaveis, com poucos sinais de ativacdo, por 5 dias, principalmente se comparadas aquelas

armazenadas com soluc@es aditivas (Wagner et al., 2002).
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Gréfico 12. Expressao de CD62P na superficie plaquetaria de concentrados de plaquetas, estocados por 5

dias.

Alguns estudos mostram uma correlacdo negativa entre o nivel ativacdo plaquetéria e a
viabilidade plaquetaria pds-transfusional, sugerindo que a expressdo de CD62P seria
responsavel pela retirada das plaquetas da circulacdo (Rinder et al., 1991; Gutensohn et al.,
2002; Leytin et al., 2004; Perseghin et al., 2004). Por outro lado, pesquisas posteriores nao
confirmam a teoria (Slichter et al., 2006; Albanyan, Harrison e Murphy, 2009; Albanyan et
al., 2009). A inconsisténcia dos resultados de diferentes grupos de pesquisa pode ser devido
as diferentes condicBes de processamento, como mencionado anteriormente, ou mesmo a falta
de padronizacdo da técnica, que pode variar em relacdo a preparacdo da amostra e calibracdo
do citdmetro (Holme et al., 1997; Dumont et al., 2002; Albanyan, Harrison e Murphy, 2009).
Embora a questao pratica e aplicavel da ativacédo plaquetaria nos CPs ainda néo esteja clara, a
expressdo de CD62P na superficie plaquetaria permanece sendo o marcador de ativacdo mais
significativo e mais utilizado até o momento (Wills, Wardrop e Meyers, 2006; Curvers et al.,
2008).
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Figura 24. Gréaficos mostrando a porcentagem de marcagéo para CD61 e CD62P ao longo do periodo de estoque.
No quadrante superior direito observa-se a porcentagem de marcacdo para CD62P e CD61 (marcacéo dupla
indicando as plaquetas ativadas) e no quadrante inferior direito a porcentagem de CD61 (plaquetas ndo ativadas).

O quadrante inferior esquerdo indica debris celulares e microparticulas plaquetarias ndo marcadas.

6.7. MARCADORES DE APOPTOSE E NECROSE CELULAR
3 Anexina V

N&o houve mudanca na porcentagem de células com exposicdo de fosfatidilserina (p=
0,83) (Grafico 13). Dasgupta et al. (2010) observaram associacdo entre exposicdo de
fosfatidilserina e liberacdo de citocromo c apenas apos 5 dias de armazenamento do CP.
Os autores afirmam que a liberacdo de citocromo ¢ com subsequente ativagdo das
caspases mediada pela exposicdo de PS é distinta da ativagdo plaquetaria mediada pela
exposicdo de PS. Sugerem ainda, que a exposi¢do de PS em plaquetas estocadas reflete a

elaboracdo de vias apoptdticas mitocondriais, e ndo a capacidade pro-coagulante das

102



plaquetas. Os autores concluem que estratégias que impecam a exposicao da PS podem
ser Uteis na qualidade das plaquetas ap6s transfusdo (Dasgupta et al., 2010).
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Gréfico 13. Exposicdo de PS de acordo com ligacdo a Anexina V em concentrados de plaquetas, estocados por 5

dias.

Leytin et al. (2008) descreveram aumento da ativacdo plaquetaria — as plaquetas sdo
mais resistentes a apoptose do que a ativacdo — durante o estoque. Os autores concluem
que a ativacdo e a apoptose sdo fendmenos distintos, que ocorrem sequencialmente (e ndo
paralelamente) e induzidos por mecanismos diferentes ou com diferente intensidade; e
sugerem que a ativacdo plaquetaria exerce papel mais importante nas lesbes de
armazenamento em relacé@o a apoptose. De acordo com Mutlu et al. (2013), a membrana
plaquetaria apresenta-se de 4 formas distintas: exposi¢cdo de PS apenas; exposicdo de
CD62P apenas; exposicdo de PS e CD62P; sem exposicdo de PS ou CDG62P;
corroborando afirmacbes anteriores de que sdo processos distintos. Ndo observamos
correlacdo entre exposicdo de CD62P e exposicdo de fosfatidilserina, e de acordo com
Brown et al. (2000), a P-selectina tem um papel inexpressivo na fagocitose e retirada de

plaquetas da circulagéo.
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Wills et al. (2006) padronizaram técnicas de avaliagdo de marcadores de ativacdo em
sangue total canino e apesar de obterem resultados expressivos em relagdo a exposicao de
PS apds estimulo, os autores observaram grande variabilidade nos resultados, indicando

que o uso clinico da Anexina V pode ser dificil.

. Caspase

Embora as plaquetas ndo possam apresentar a via classica de apoptose, pois ndo possuem
nucleo, sabe-se que as mesmas sofrem mudancas que sinalizam apoptose in vivo e também
durante o armazenamento. Existem evidéncias que atestam a ocorréncia do processo de
apoptose em plaquetas, que apresentam caracteristicas como a exposi¢do de PS e ativacao
da caspase 3 (Li et al., 2000; Verhoeven et al., 2005). Sendo assim, o efeito do
armazenamento sobre a apoptose plaquetaria foi determinado através da avaliacdo da
presenca de caspase ativa no interior das plaquetas e exposicdo de PS na membrana (através
da ligagdo com Anexina V).

Ao avaliar o efeito da estaurosporina sobre as plaquetas foi observado que o agente é capaz
de induzir o processo de apoptose em plaquetas, as quais apresentam caspase na forma
ativa neste processo (Gréafico 14). Ao contrario do relato de Cookson et al. (2010), ndo
observamos aumento da porcentagem de plaquetas com caspase ativa (Grafico 15) durante
0 periodo avaliado (p= 0,261). Estudo conduzido por Leytin et al. (2008) observou que é
necessario armazenamento por periodos de 13 a 16 dias para a manifestacdo de apoptose
através da caspase ativa (Leytin et al., 2008). Corroborando estes achados, outro estudo,
que avaliou a ativacdo de 6 pro-caspases em plaquetas estocadas, concluiu que durante o
armazenamento as caspases sdo apenas ligeiramente ativadas e ainda, apenas ap0s longo
armazenamento. Durante 11 dias, 0s autores observaram as mudangas comumente
descritas, como diminui¢do do pH e pCO, aumento do lactato, pO: e liberagcdo de LDH,
mas apenas um limitado aumento da caspase, que levou os autores a conclusdo de que a
ativacdo da caspase é um evento tardio e ndo esta relacionado com as PSL. Por outro lado,
a expressdo do receptor DcR2 aumentou progressivamente durante o armazenamento,
sugerindo que este pode ser utilizado como um novo marcador de envelhecimento
plaquetario (Plenchette et al., 2001). Apesar de ndo termos observado aumento significativo

de plaquetas marcadas para caspase ativa, houve correlacdo negativa (p< 0,05) entre
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marcacao para caspase e parametros de ma qualidade do CP, como diminuicdo do swirling,
do pH e da concentragdo de glicose. A diminuicdo do A¥Ym e a presenca de swelling
mitocondrial caracterizam dano a organela e geralmente acarretam em morte celular
(Agnello, Morici e Rinaldi, 2008), conforme sugere a correlacdo (p< 0,05) observada entre
estes parametros e plaquetas com caspase ativa. Entretanto, estas podem ser correlagfes
espurias ja que ndo foi observada diferenca na quantidade de células marcadas com caspase

ativa.
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Gréfico 14. Apoptose plaquetéria induzida por estaurosporina. Observa-se deslocamento das plaquetas com

caspase ativa.
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Gréfico 15. Plaquetas com marcagdo para caspase ativa durante 5 dias de armazenamento.
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. Lactato Desidrogenase

A liberacdo da enzima citoplasmatica LDH indica a presenca de dano & membrana e é
utilizada como indicativo de apoptose (quando levemente aumentada) e necrose/lise
plaquetaria (quando acentuadamente aumentada) (Casoli et al., 2008). Conforme o esperado
(Bertino et al., 2003; Amorini et al., 2007; Shrivastava et al., 2011; Mirshafiee et al., 2015), a
concentragdo de LDH aumentou ao longo dos 5 dias de armazenamento, entretanto ndo foi
observada relevancia estatistica neste aumento (p= 0,051), provavelmente porque a variacao
em cada dia de analise na mesma amostra apresentou grande variabilidade, comprometendo a
analise. Com um maior nimero de amostras talvez fosse possivel identificar uma diferenca
estatistica na atividade da enzima durante o armazenamento. Alguns estudos relatam aumento
significativo da atividade da enzima a partir do sexto dia de armazenamento, ou através
métodos diferentes do utilizado neste estudo, o que pode explicar a falta de significancia
observada aqui (Amorini et al., 2007; Gulliksson et al., 2012; Hoareau et al., 2014).
Mirshafiee et al. (2015) relataram que irradiacbes UV causaram deterioracdo da atividade
mitocondrial associada com a liberacdo de LDH. Neste estudo foi possivel observar forte
correlacdo negativa entre liberacdo de LDH e AWm; e correlacdo positiva entre liberacdo de

LDH, swelling mitocondrial e ativacdo da via das caspases durante o armazenamento.
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Gréfico 16. Liberacdo de LDH de concentrados de plaquetas armazenados por 5 dias.
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6.8. LESAO MITOCONDRIAL

¢ Mitotracker

O MitoTracker Red (MTR) é um marcador similar ao JC-1, cujo acumulo na mitocondria
depende do A¥m. Sendo assim, observamos clara correlagéo entre os resultados de ambos
marcadores; ou seja, houve queda significativa entre os dias 1 e 5 (p< 0,0001) e 3 e 5 (p=
0,0006). O marcador MitoTracker Red nunca foi descrito para avaliacdo de plaquetas caninas,
mas mostrou-se um excelente marcador, com boa correlacdo (p< 0,05) com parametros de
suma importancia como swirling (0,822), lactato (-0,735), glicose (0,723) e pH (0,695). Este
foi considerado tdo fidedigno quanto o classico JC-1, considerado padrdo-ouro, cuja
correlacéo foi de 0,797 (p< 0,0001).

Juntamente a0 MTR, utilizamos a sonda MitoTracker Green (MTG), um indicador de
swelling (inchaco, tradugéo livre) mitocondrial. Quando as plaquetas comegam a entrar em
apoptose é observado um aumento na marcacdo verde (massa mitocondrial), devido o
sweeling mitocondrial (Agnello, Morici e Rinaldi, 2008); de forma que observamos ao longo
do tempo um deslocamento da populagdo marcada em vermelho para o verde (Figura 25).
Este aumento na marcagdo ocorreu principalmente entre os dias 3 e 5 (p= 0,004). MTG
apresentou correlacdo significativa com indicadores de viabilidade plagquetaria, como
diminuicdo do swirling, aumento da liberacdo de LDH, diminuicdo da concentracdo de
glicose, aumento de lactato, diminui¢do do pH, do ATP e aumento da caspase. Ou seja, como
passar do tempo e diminuicdo da qualidade plaquetaria ha diminui¢do da glicose devido o
consumo, aumento da geracdo de lactato e consequente queda do pH e swirling;
despolarizacdo da membrana mitocondrial ao mesmo tempo em que ocorre swelling (Grafico
17), que cursa com diminui¢do da producdo de ATP e culmina com o inicio do processo de
apoptose, que neste estudo ndo foi confirmado pela mensuracdo de caspase ativa,
provavelmente por este ser um evento tardio, portanto ndo houve tempo habil para a

observagao.

Diferentemente do MitoTracker Red, o MitroTracker Green ¢é independente do A¥Wm, de

maneira que a utilizagdo de ambos oferece uma anélise mais completa de funcionalidade e
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massa mitocondrial. Neste estudo, foi possivel comprovar que esses reagentes sao bons

marcadores e podem ser utilizados na avaliacdo de concentrados de plaquetas.
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Gréfico 17. Técnica de sondas MitoTracker para avaliagdo da viabilidade mitocondrial em concentrados de
plaquetas armazenados por 5 dias (letras mintsculas diferentes indicam p<0,05). Observar redugdo do A¥m ao

longo do tempo (A) e aumento do swelling mitocondrial (B).
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Figura 25. Diminuigdo do A¥m e aumento do swelling durante o armazenamento de concentrado de plaquetas
armazenado por 5 dias. A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 5.

. JC-1

Para a padronizagdo do método foi necessario testar diferentes concentragGes do reagente a
fim de encontrar uma concentracdo eficaz e ndo toxica as plaquetas, para que pudessem ser
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marcadas de maneira eficaz (dados ndo mostrados). A concentragdo escolhida esta descrita na

sessdo ‘materialS e métodos’ e foi considerada a ideal para o experimento.

De acordo com a andlise do A¥m pelo JC-1, houve um aumento da despolarizacdo das
mitocondrias (Figura 26) durante o armazenamento das plaquetas a 22°C por 5 dias (p=
0,0019). Alguns autores sugerem que a perda do A¥Ym é o marcador mais sensivel de
qualidade plaquetaria durante o estoque, pois sinaliza o comeco do processo de apoptose,
antes mesmo da ativacdo da via das caspases ou da exposicao da fosfatidilserina (\Verhoeven
et al., 2005; Leaver et al., 2006; Albanyan et al., 2009), sendo que esta Gltima ocorre
independentemente da diminuigdo do A¥Ym em plaquetas de humanos e cobaias (Rand, Leung
e Packham, 2003; Jobe et al., 2008). Do primeiro ao terceiro dia de armazenamento 0 A¥Ym
mostrou-se estavel (p= 0,5072); observamos queda no A¥m entre os dias 1 e 5 (p= 0,0016) e
3e5 (p=0,0373). De acordo com Perrotta et al. (2003), as plaquetas séo capazes de manter o
A¥m a despeito dos efeitos adversos associados com as lesfes de armazenamento. VVerhoeven
et al. (2005) afirmam que a diminuicdo do A¥m ocorre nos ultimos dias de armazenamento,
ou em plaguetas armazenadas por periodos maiores de 5 dias. Além de diferencas
interespécies, 0 método de obtencdo do CP pode influenciar os resultados (Perrotta et al.,
2003; Verhoeven et al., 2005).
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Gréfico 18. Avaliagdo doA¥m em concentrados de plaquetas armazenados por 5 dias com JC-1(letras
minasculas diferentes indicam p<0,05). Observar redu¢do da marcagdo de JC-1 agregados (FL2, JC-1ativas) (A)

e aumento da marcagdo para JC-1 mondmeros (FL1, JC-1 baixo potencial) (B) ao longo do tempo.
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Figura 26. Diminui¢do do A¥m durante o armazenamento caracterizada pelo deslocamento da populagéo
analisada para FL1. Observar o aumento de debris celulares na regido a esquerda do 10%, indicando a presenca de
possiveis microparticulas plaquetarias. A) Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 5.

A diminuicdo ou perda do A¥m reduz a sintese de ATP e também promove a formacéo de
poros na membrana e h& liberacdo de citocromo c para o citoplasma, onde formard o
apoptossomo junto a Apaf- 1 e caspase-9, culminando na ativacéo da caspase 3 (Wolf et al.,
1999; Shimizu et al., 2001; Hoffmeister, 2012). Em humanos, o papel do citocromo ¢ no
processo de apoptose plaquetaria ficou mais claro apos o relato de uma familia com mutacéo
no citocromo c que apresentou trombocitopenia como Unica anormalidade fenotipica,
comprovando o papel crucial do citocromo C na apoptose plaquetaria. O fendtipo familiar
também sugere que o citocromo ¢ ndo € essencial para a maioria dos processos apoptoticos
gue ocorrem nos seres humanos (Morison et al., 2008). A diminuicdo do A¥Ym é um dos
mecanismos de ativacdo da via das caspases, no entanto, ndo foi observada correlacéo
significativa entre as duas variaveis, provavelmente em decorréncia da ordem cronolégica em
que acontecem os eventos, sendo a perda do A¥m anterior a ativacao da caspases (Verhoeven
et al., 2005; Dasgupta et al., 2010), e nossos resultados expressam as alteracdes dos primeiros
5 dias de armazenamento. Assim como Perrotta et al. (2003), ndo foi observada correlacédo
entre a diminuicdo do ATP e a perda do A¥m. Uma possivel explicacdo seria que as plaquetas
possuem baixo requerimento energético, e que niveis baixos de ATP ndo contribuem para a

diminui¢ao do A¥Ym.
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Tabela b, 6, 7.

Correlagdes de Pearson nos 3 dias de avaliacéo.

DIA 01
Glicose Lactato LDH pH
Lactato (mg/dL) -0,829** - 0,6428* -0,726*
pH (22°C) 0,553* -0,726* -0,28315 -
Num. Plaquetas (x 101%un) -0,710** 0,840** 0,699* -0,52755*
*Representa valores significativamente diferentes (p< 0,05).
**Representa valores significativamente diferentes (p< 0,001).
Dia 03
PQT Glicose Lactato pH LDH Cd62p A¥m A¥Ym Sweeling Caspase
mg/dL mg/dL ativa (%
(mg/dl) —(mg/dL) - reey iy %) 1) MTR  MTG %) ©6)
(%)

Swirling -0,610* 0,706* -0,808** 0,732* -0,744** -0,679* -0,645** 0,530* -0,523* -0,535*
Glicose -0,852* - -0,898** 0,937** -0,755** -0,726* -0,726* 0,632* -0,815** -0,343
(mg/dL)
Lactato 0,908** -0,898** - -0,867** 0,855** 0,799** -0,716* -0,638* 0,762** 0,454*
(ma/dL)
pH -0,793** 0,937** -0,867** - -0,688* -0,643* 0,507* 0,476* -0,730* -0,272
(22°C)
PDW (f1) 0,606* -0,787* 0,644* -0,757* 0,469* 0,640* -0,213 -0,133 0,610* -0,10
MPV (fl) 0,474* -0,683* 0,518* -0,757* 0,294 0,577* -0,070 -0,004 0,529 -0,087
PQT - -0,852** 0,908** -0,793** 0,854* 0,750** -0,694* -0,699* 0,858** 0,33
LDH 0,854** -0,755** 0,855** -0,688* - 0,873**  -0,874** -0,782** 0,765** 0,474*
(U/L)
CD62p 0,750** -0,726* 0,799** -0,643* 0,873** - -0,679**  -0,787** 0,758** 0,470*
(%)
Caspase 0,33 -0,343 0,454* -0,272 0,474* 0,470* -0,562* -0,577* 0,449* -
(%)

PQT, nimero de plaquetas x 10%%/unidade; A¥m, potencial de membrana mitocondrial; ATP, trifosfato de adenina; LDH,
lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetério.

*Representa valores significativamente diferentes (p< 0,05).

**Representa valores significativamente diferentes (p< 0,001).
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Dia 05

Glicose Lactato pH LDH A¥m A¥m Swelling
JC-1 (%) MTR (%) MTG (%)

Swirling 0,828** -0,813** 0,803** -0,44* 0,797** 0,822** -0,856**
Glicose - -0,927** 0,936** -0,465* 0,911** 0,731** -0,798**
(mg/dL)
Lactato -0,927** - -0,871** 0,332 -0,846** -0,696** 0,756**
(mg/dL)
pH (22°C) 0,936** -0,871** - -0,640* 0,894** 0,743** -0,816**
PDW (fl) -0,758* 0,726* -0,823* 0,429 -0,669* -0,522* 0,60*
MPV (fl) -0,801* 0,733* -0,883** 0,519* -0,669* -0,547* 0,610*
PQT -0,668* 0,760** -0,593* 0,149 -0,579* -0,639* 0,555*
LDH (U/L) -0,44* 0,332 -0,640* - -0,561* -0,512* 0,640*
ATP (umol 0,332 -0,334 0,227 -0,252 0,269 0,388 -0,513*
10Yplag?)
CD62P (%) -0,426* 0,517* -0,128* 0,405 -0,436* -0,285 0,331
Caspase (%) -0,479* 0,500* -0,369 0,169 -0,549* -0,274 0,424*

PQT, nimero de plaquetas x 10%°/unidade; v, potencial de membrana mitocondrial; ATP, trifosfato de adenina; LDH, lactato

desidrogenase; MPV, volume médio plaquetério.

*Representa valores significativamente diferentes (p< 0,05).

**Representa valores significativamente diferentes (p< 0,001).
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7. ARTIGOS

A discussdo dos resultados encontrados serd apresentada através de um artigo cientifico e
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ABSTRACT

Background: A hemoterapia veterinaria tem evoluido muito nos Ultimos anos e sdo escassas
as pesquisas com alvo no concentrado de plaquetas (CP) canino. Neste estudo, foram
padronizadas técnicas de agregacdo plaquetaria, bioquimica celular e citometria de fluxo
durante o armazenamento de plaquetas caninas, reportando as mudancas ocorridas. Para tal,
foram utilizadas 22 bolsas de CP canino, avaliadas nos dias 1, 3 e 5 ap0s a coleta. Resultados:
Houve diminuicdo significativa da concentracdo de glicose, pCO., ATP, pH e swirling;
aumento da concentracdo de lactato e da pO2; poucos sinais de ativagdo plaquetaria; e
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial no final do periodo estudado. N&do foram
observadas mudangas nos testes de ativacdo (P-selectina), exposi¢cdo de fosfatidilserina e

caspase ativa. Todas as bolsas apresentaram-se negativas quanto ao isolamento de micro-
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organismos. Conclusdes: De maneira geral, as plaquetas caninas sob condicdo padrdo de
armazenamento em banco de sangue apresentam comportamento similar aquele observado em
plaquetas humanas. As técnicas nunca antes utilizadas na avaliacdo de plaquetas caninas

armazenadas poderdo ser utilizadas em outros estudos sobre o tema.

Keywords: dog, platelet-rich plasma, platelet storage lesions.

INTRODUCAO

Durante o armazenamento, as plaquetas sofrem alteracGes estruturais, bioquimicas e
funcionais chamadas de lesdes plaquetarias de armazenamento (PSL), um processo
multifatorial que inclui consumo de energia, queda do pH, ativacdo e apoptose plaquetarias
(Tynngard, 2009; Ohto, H. e Nollet, K. E., 2011). Estas alteracOes estdo relacionadas com a
diminuicdo da meia-vida e da funcionalidade plaquetaria apds a transfusdo, de forma que
entendé-las e minimiza-las é um objetivo na hemoterapia veterinaria (Callan, Appleman e

Sachais, 2009; Davidow et al., 2012; Davidow, 2013).

N&o existe um teste Unico que possa avaliar com precisdo a qualidade de um concentrado de
plaquetas (CP), de modo que atualmente sdo utilizados diversos testes, isolados ou em
conjunto, na tentativa de assegurar que o banco de sangue disponha de um produto de
qualidade (Tynngard, 2009; Devine e Serrano, 2010). Existem poucos dados sobre a avaliacdo
da funcdo plaquetaria e qualidade do CP canino sob condicdo de rotina de processamento e
armazenamento, o que limita o desenvolvimento e avanco da hemoterapia veterinaria (Klein,

Adamik e Mischke, 1999; Perazzi et al., 2013; Hoareau et al., 2014).

Por serem armazenadas a temperatura ambiente (20-24°C), as plaguetas mantém seu

metabolismo ativamente e tambeém estdo mais sujeitas a proliferacdo bacteriana (Schubert &
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Devine, 2010; Ohto e Nollet, 2011). Entender o mecanismo das PSL de plaquetas caninas
poderd servir de base para pesquisas que visem desenvolver estratégias que aumentem a
viabilidade celular e assim o tempo de estoque e qualidade do CP canino (Li et al., 2000;
Hayashi et al., 2011; Gyulkhandanyan et al., 2012, 2013). O presente trabalho propde avaliar
o CP canino através de importantes marcadores de qualidade plaquetaria como caracteristicas
morfoestruturais e de controle de qualidade (MPV e PDW, nimero de plaquetas e leucocitos e
presenca de swirling), metabolismo (pH, pO2, pCO., glicose, lactato e ATP), funcionalidade
(agregometria), ativacdo (CDG62P), lesdo mitocondrial (JC-1), apoptose e morte celular
(caspase, exposicéo de fosfatidilserina, lactato desidrogenase). Com isso, espera-se observar
similaridades entre o metabolismo plaquetario canino e humano durante o periodo de estoque,
entender melhor o metabolismo plaquetario canino, e gerar conhecimento e que motive mais
pesquisas nas areas de hematologia e hemoterapia veterinaria com o uso de testes até entdo

utilizados apenas em CP humanaos.
MATERIAIS E METODOS
Delineamento do estudo

Apbs permissdo do tutor por escrito, foram selecionados cdes acima de 28 kg de ambos 0s
sexos e diferentes racas (Golden Retriever, Boxer, Pastor Aleméo, SRD, Labrador). Todos os
cdes foram submetidos a avaliacdo clinica (ausculta cardiopulmonar, palpacdo abdominal,
avaliacdo de mucosas, estado de hidratacdo e temperatura retal), laboratorial (hemograma,
albumina, creatinina e alanina aminotransferase) e testados para a presenca de antigeno de
Dirofilaria immits e anticorpos contra Anaplasma ssp., Borrelia burgdorferi e Ehrlichia ssp.
com reagente comercial (Snap 4Dx Test, Idexx Laboratories, Inc., WE, USA) e anticorpos

contra Leishmania ssp. (Vetcheck, Tecsa Lab., BH, BRA). Apo6s aprovagdo em todos 0S
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critérios supracitados foram coletadas bolsas de sangue total (WB) de 450 mL de 22 doadores,
que foram processadas até a obtengdo do CP pelo método do plasma rico em plaquetas (PRP).
Este estudo estd de acordo com conceitos de bioética aplicados a pesquisa animal (Ellery,
1985; Winn Humane Use of Animals Guidelines, 2010) e foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS -

Protocolo de aprovagédo n°® 26102).
Preparacdo dos CPs através do método do PRP

A coleta das bolsas de sangue total foi realizada por puncdo da veia jugular, através do
método gravitacional, com homogeneizagdo automatica e controle do fluxo e do volume da
doacdo (Biomixer 323, Ljungberg & Kdoge | AB, SWE) (Abrams-Ogg & Scheneider, 2010).
Foi utilizado sistema fechado, com bolsas triplas (CPD/SAGM, JP Industria Farmacéutica,
SP, BRA). Apos a coleta, as bolsas ficaram em repouso a 22°C por uma hora, até o inicio do
processamento. Os CPs foram obtidos através da metodologia PRP, onde cada bolsa de
sangue total foi submetida a centrifugacdo leve (1600 g) por 6 minutos a 22°C (Centrifuga
Sorvall Legend RT +, Thermo Scientific, MA, USA). O PRP foi retirado através de um
extrator de plasma manual (ACS201, Terumo Medical do Brasil, SP, BRA) e em seguida
submetido a uma segunda centrifugacéo (3300 g) por 8 minutos a 22°C. O volume das bolsas
foi calculado de acordo com o peso e a densidade do fluido (1,026 g/mL) (Van Der Meer et
al.,, 2010). Novamente com o auxilio do extrator de plasma, foi retirado o plasma
sobrenadante até que restassem entre 50 e 70 mL de plasma com as plaquetas sedimentadas ao
fundo da bolsa, constituindo o CP (Abrams-Ogg & Scheneider, 2010). Este foi mantido em
bolsa especifica de PVC plastificadas com tri-2-extil-trimelitato para armazenamento de
plaguetas (TOTM, JP, SP, BRA), que permite a troca gasosa entre o CP e 0 ambiente (Zhang,

Carter, Culibrk, et al., 2008; Ohto, Hitoshi e Nollet, Kenneth E., 2011).
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Armazenamento e amostragem das unidades de CP canino

Apobs a obtencdo dos CPs, os mesmos foram mantidos em repouso por 1 hora e entdo
armazenados sob temperatura controlada (20 — 24°C) (camara ambientadora de plaquetas
CDCI 03, Indrel, SP, BRA) e agitacdo constante (agitador de plaquetas linear AP48L,
Presvac, BA, ARG). A retirada de aliquotas para as analises foi obtida atraves de canula para
coleta (Sampling Site Coupler, Fenwal, IL, USA) (Wang et al., 1999; Curvers et al., 2004)

nosdias 1, 3eb5.
Controle de qualidade — testes de metabolismo e funcéo

Imediatamente antes da coleta da aliquota foi realizada avaliagdo do swirling plaquetario. A
técnica consiste em uma avaliacdo visual do CP, contra a luz, onde é observada a
movimentacdo das plaquetas e utilizada uma escala de 0 a 3 na classificagdo (Mathai et al.,
2006; Maurer-Spurej e Chipperfield, 2007). A contagem de plaquetas e o0s indices
morfoestruturais (PDW e MPV) foram realizados em contador automatico calibrado para a
espécie canina (PocH-100iV Diff, Sysmex, IL, USA). Contagem de leucocitos residuais foi
realizada em camara de Nageotte (LO-Laboroptik GmbH, BH, DEU), no primeiro dia de

avaliacdo (Curvers et al., 2004; Gulliksson et al., 2012).

As amostras submetidas ao ensaio de agregacdo por transmissdo de luz (Agreg-Myr4,
Qualiterm, SP, BRA) foram diluidas para uma concentracdo de 250 x 10° plaquetas/pL com
PPP (plasma pobre em plaquetas) autélogo. Foram utilizados os agonistas ADP (5 uM),
colageno (5 pg/mL), e &cido araquiddnico (1 pM), gerando uma curva monitorada por 10

minutos.

A determinacdo da concentragdo de lactato foi realizada pelo método de quimica seca (Vitros

250 Chemistry System, Jonhson & Jonhson, SP, BRA) com uma aliquota do sobrenadante do
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CP, centrifugado por 15 minutos 1500 g (Centrifuga SpinLab SL M5, SP, BRA). As
concentragdes de glicose, pO2, pCO foram obtidas em gasémetro portéatil (CG8, i-Stat, Abbott
Point of Care, ON, CAN) de acordo com instrucdes do fabricante. Nos dias de avaliacdo foi
realizada a extragcdo do ATP (Johnson et al., 2013) e as amostras foram congeladas a -80°C
para analise posterior. Para a determinacdo do ATP foi utilizada técnica de
quimiluminescéncia, conforme o protocolo fornecido pelo fabricante (ATP Lite
Luminescence ATP Detection Assay System, PerkinElmer, Waltham, USA) e a leitura das
amostras foi realizada em leitor de microplaca multi-modo (Spectramax M5, Molecular
Devices Inc., CA, USA). A determinacdo do pH foi realizada apds calibracdo do pHmetro (HI
99171, Hanna Instruments Inc., Woonsocket, USA) em pH 4,01 e 7,01 sob temperatura

controlada (22°C), conforme instrugdes do fabricante.
Mensuracgdo da ativagdo plaquetaria (P-selectina — CD62p)

As plaquetas foram marcadas com anticorpo monoclonal CD61 FITC (clone VI-PL2 - BD
Biosciences, CA, USA). Para a avaliacdo da ativacdo plaquetaria foi utilizado o MoAb
CD62P PE (clone AC1.2 BD Biosciences, CA, USA). Cerca de 500.000 plaquetas foram
adicionadas a 1uL de CD61 FITC e 3uL de CD62P PE e o volume foi completado com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) até um volume final de 100 pL. Os tubos foram
incubados por 15 minutos em camara escura a temperatura ambiente. Foram adicionados mais
250 pL de PBS e realizada a aquisicdo no citdmetro imediatamente. Os resultados foram
expressos em porcentagem de células marcadas para CD61 e CD62P. Todos o0s experimentos
de citometria de fluxo foram realizados em citdmetro FACSCalibur™ (BD Biosciences, CA,
USA), onde foram adquiridos 30.000 eventos para cada analise utilizando o software

CellQuest™ Pro (BD Biosciences, CA, USA). Posteriormente, os dados foram analisados
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quanto a porcentagem de marcacdo com software comercial FCS Express 5 software (De

Novo, Software, Ontario, CAN).
Ensaios de apoptose

Mensuracdo da exposicdo de fosfatidilserina (PS). Para avaliagdo de exposi¢do de
fosfatidilserina foi utilizado ApoFlowEx® FITC Kit (Exbio, PH, CZE). Cerca de 500.000
plaquetas foram adicionadas a 2,5uL Anexina V-FITC, 45 pL &gua destilada e 5 pL de
tampdo com célcio. A solucdo foi incubada por 15 minutos em camara escura a temperatura
ambiente. Apds a incubacéo foi adicionado 1 mL de PBS e as amostras foram centrifugadas a
1150 g por 5 minutos (lavagem). O sobrenadante foi dispensado por inverséo e as plaquetas
ressuspendidas em 250 L de PBS para aquisi¢do imediata no citbmetro. Os resultados foram

expressos em porcentagem de células com ligacdo a Anexina V.

Lactato Desidrogenase. A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi determinada
através de método de quimica seca (Vitros 250 Chemistry System, Jonhson & Jonhson, SP,
BRA) com uma aliquota do sobrenadante do CP, centrifugado por 15 minutos 1500 ¢

(Centrifuga SpinLab SL M5, SP, BRA).

Caspase ativa. Para avaliacdo de caspase ativa foram adicionados em um tubo de poliestireno
1u de CP com 500.000 plaquetas, 98 puL de PBS e 1 pL da solucédo de estoque de Caspase na
concentracdo de 5 mM (Caspace TM FITC VAD-FMK, Promega Corporation, MA, USA) —
obtendo-se uma concentracdo final de caspase de 1 mM. Apds incubagdo por 20 minutos a
37°C em camara escura foi realizada lavagem (1 mL de PBS e centrifugacdo a 1150 g por 5
minutos), o sobrenadante foi desprezado por inverséo, as plaquetas ressuspendidas em 250uL
de PBS e foi realizada a aquisicdo no citdbmetro. Os resultados foram expressos em

porcentagem de células com caspase ativa.
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Mensuracédodo potencial de membrana mitocondrial- JC-1

Cerca de 5.000.000 plaquetas foram incubadas com o marcador MitoScreen JC-1 (BD
Biosciences, CA, USA) — cuja solucdo de trabalho foi diluida em concentra¢do 1:1000 com
PBS. Apds a incubagdo a 37°C por 15 minutos em camara escura foram adicionados 2 mL de
PBS; a solucdo foi centrifugada 1150 g por 5 minutos; o sobrenadante descartado por
inversdo; e as plaquetas ressuspendidas com 250 puL de PBS para aquisicdo imediata no

citometro de fluxo.
Avaliacdo microbioldgica
No 5° dia de armazenamento todos os 22 CPs foram submetidos a cultura microbioldgica

aerébica e anaerdbica em caldo BHI, com incubacdo a 37 °C durante 10 dias para

identificacdo de contaminacdo microbioldgica.
ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas,
teste de Duncan como posthoc. As analises foram executadas no software GraphPadPrism 6.0
(GraphPad Software, CA, USA). Foram considerados resultados significativos aqueles com
p<0,05. Correlacdo de Pearson foi utilizada para correlacionar os parametros analisados; onde
correlacdo significativa foi considerada quando p<0,05 e correlacdo fortemente significativa

quando p<0,001.
RESULTADOS
Parametros descritivos

As médias e desvios padrGes (DP) dos diferentes parametros analisados durante o

armazenamento (avaliados nos dias 1, 3 e 5) estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. As
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alteracbes do CP canino foram semelhantes aquelas descritas em CPs humanos, como
diminuicdo do pH, da concentracdo de glicose, do swirling, da pCO2; e aumento da
concentracdo de lactato e pO2 (Amorini et al., 2007; Ghezelbash et al., 2015; Jain et al.,
2015) (Figura 1). Todos os CPs apresentaram leucorreducéo adequada (leucocitos residuais <
2,0 x 10%unidade), com contagem média de leucécitos de 0,064 x 10%/unidade (dia 1).

Nenhuma das unidades de CP canino apresentou contaminacgao microbioldgica.

O swirling diminuiu em todas as unidades de CP ao longo do tempo. Os indices
morfoestruturais PDW e MPV também apresentaram diferencas entre os dias de avaliacao,

com aumento significativo.
Metabolismo Plaquetéario

Houve decréscimo do pH em todas as unidades de CP canino. Assim como o pH, a
concentracdo de ATP também diminuiu durante o periodo de estoque, apresentando diferenca
significativa entre os dias avaliados. A pO, aumentou durante o periodo de armazenamento.
Inversamente ao observado na andlise da pO2, a pCO2 diminuiu durante o estoque, com
diferenca significativa entre os dias avaliados. Refletindo o consumo, a concentracdo de
glicose diminuiu gradualmente ao longo do periodo de armazenamento. Inversamente a queda
da concentracdo de glicose, houve o acumulo de lactato, que apresentou diferenca
significativa entre os dias. N&o foi observada diferenca significativa na agregacdo plaquetaria
durante os dias de avaliacdo com o uso de ADP e colageno. Houve aumento na agregacao

plaquetaria estimulada por acido araquiddnico entre os dias 1 e 5 (p=0,0082).

A concentracdo média de plaquetas nas unidades de CP canino foi 7,4882 + 2,39 X
10'%unidade no dia 1. Ao dividir os CPs em dois grupos, um com contagem de plaquetas

inferior a média (<7,49 x 10'%unidade, n=14) e outro com contagem superior (>7,49 X
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10%%unidade, n=8) e compara-los observou-se que os CPs com contagem inferior

apresentaram parametros de qualidade superior ao final do periodo (Tabela 3).
Expresséo de glicoproteinas de membrana e ativacao plaquetaria

A porcentagem de plaquetas positivas para CD61 e CD62P ndo apresentou mudangas ao

longo do tempo.
Ensaios de lesdo mitocondrial e apoptose

De acordo com a analise do Aym pelo JC-1, houve um aumento da despolarizacdo das
mitocondrias durante o armazenamento das plaquetas a 22°C por 5 dias (p=0,0019). Do
primeiro ao terceiro dia de armazenamento o Aym mostrou-se estavel; houve queda no Aym
entre os dias 1 e 5 (p=0,0016) e 3 e 5 (p=0,0373). Nado houve mudanca na porcentagem de
células com exposicdo de PS e com marcagdo para caspase ativa durante o periodo avaliado.
A atividade da enzima LDH apresentou uma tendéncia de aumento ao longo dos 5 dias de

armazenamento, entretanto ndo foi observada relevancia estatistica neste aumento.
Correlagdes entre os parametros de qualidade, metabdlicos e apoptose

Foi observada correlacdo negativa forte entre glicose e lactato durante todo o periodo.
Também observamos correlacdo positiva entre glicose, pH, swirling; correlacdo negativa
entre glicose, lactato e indices morfoestruturais; e correlacdo positiva entre pH e

despolarizacdo mitocondrial (Tabelas 4, 5).
DISCUSSAO

Nos ultimos anos, avancos principalmente nas areas de terapia intensiva e oncologia foram
um impulso para a maior demanda de hemocomponentes em medicina veterinaria. Entretanto,

a disponibilidade destes - especialmente de CP - é escassa, devido principalmente a
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dificuldade na sua obtenc&o e ao curto periodo de armazenamento. Enquanto a disponibilidade
é escassa, a procura por CP aumenta a medida que as vantagens do fracionamento sanguineo
difundem-se no meio veterinario (Callan, Appleman e Sachais, 2009). Na contramao desta
demanda, poucos sdo os estudos que avaliam a qualidade do CP canino (Klein, Adamik e
Mischke, 1999; Hoareau et al., 2014). Neste trabalho foram avaliadas técnicas de agregagédo
plaquetaria, bioquimica e citometria de fluxo durante o armazenamento de CPs caninos nos

dias 1, 3 e 5 de armazenamento.

Por observar diferenca nas varidveis associadas a contagem de plaquetas, optou-se por dividir
0s CPs em dois grupos (contagem inferior e superor a média) e observou-se que 0s valores
médios de pH, glicose e ATP diminuem drasticamente (p<0,0001), enquanto a concentracdo
de lactato acumula de maneira mais severa (p<0,0001) naqueles com contagem superior a
média. Assim como também foi evidente a perda de Aym nos CPs deste grupo (p<0,05).
Todas as bolsas com menor nimero de plaquetas apresentaram sinais de qualidade até o
ultimo dia de armazenamento, com ph > 6,2 em todas as unidades, além de maiores niveis de
ATP, de glicose e menor quantidade de lactato. A andlise dos indices morfoestruturais PDW e
MPV permitiu inferir que as plaquetas mantidas em CPs com menor nimero apresentam

menores indices de swelling plaquetario e menor fragmentacéo.

Plaquetas caninas apresentam meia vida na circulacdo mais curta comparada a meia vida de
plaquetas humanas, o que pode justificar um metabolismo mais acelerado das primeiras
(Russell, 2010). Desta forma, o nimero de plaquetas por bolsa comumente obtido em CPs
humanos pode ndo ser o ideal para bolsas de CPs caninos. Considerando que as plaquetas
caninas podem apresentar um metabolismo mais acelerado - ou seja, apresentam consumo de
glicose mais rapido e consequente maior acumulo de lactato e queda do pH, além da

diminuig¢do do Aym — sugere-se que pode ser necessario um menor numero de plaquetas por
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mL nas bolsas de CP canino, a fim de suprir as necessidades metabdlicas. Com um grande
namero de plaquetas por mL, o oxigénio é consumido mais rapidamente e a via metabdlica
utilizada pelas plaquetas passa a ser a anaerdbica, com producdo de lactato e diminui¢do do
pH do meio. O aumento do volume de plasma por bolsa ndo é recomendado, pois aumenta o
volume a ser transfundido e também o risco de reagdes transfusionais (Callan, Appleman e
Sachais, 2009; Davidow, 2013). Até que outros estudos esclarecam esta condigdo, sugere-se
que o CPs caninos com contagens superiores a 7,49 x 10 por unidade sejam utilizados em
menos de 5 dias, pois exceder este limite acarreta efeitos negativos sobre a qualidade do

produto.

Comprovou-se a relacdo entre queda do pH e as mudangas dos indices morfoestruturais,
através da forte correlacdo negativa entre pH e PDW e pH e MPV no ultimo dia de avaliag&o.
Enguanto o MPV indica o tamanho médio das plaquetas, o PDW indica a anisocitose
plaquetaria. O MPV apresentou forte correlacdo com a perda do swirling, ou seja, perda da
forma discoide para a esférica, refletida no aumento do MPV. O aumento dos indices
morfoestruturais e diminuicdo do swirling também apresentou correlacdo forte com o
aumento da concentracdo de lactato nos dltimos dias de armazenamento, sugerindo uma
relacdo causa-efeito entre acidez do meio e mudancas morfoldgicas e indica a ocorréncia de
deterioracdo celular durante o estoque (Singh, Chaudhary e Ray, 2003). A anélise dos indices
PDW e MPV apresenta vantagens como custo zero - j4 que os contadores hematol6gicos
calibrados para uso em amostras caninas e indispensavelmente utilizados para a contagem de
plaquetas calculam os indices na mesma ocasido da contagem plaquetaria — requerendo pouca
amostra e apresentando boa reprodutibilidade. Sendo assim, a andlise dos indices PDW e
MPV é uma alternativa pratica e de baixo custo que pode complementar o controle de

qualidade de CPs em bancos de sangue veterinarios.
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Durante o estoque observamos aumento da pO2 e diminui¢cdo da pCO». Estes resultados
confirmam que de fato houve troca gasosa entre o contetdo da bolsa e o ambiente. Esta troca
gasosa é necessaria, pois 0 oxigénio consumido durante a respiracdo celular deve ser reposto
para que a mesma continue ocorrendo durante o armazenamento (Alhumaidan et al., 2011,
Hoareau et al., 2014). O aumento da pO2 no periodo final do armazenamento indica falha no
metabolismo aerdbico - que deveria atuar no consumo do oxigénio - em detrimento ao
metabolismo glicolitico (Gulliksson et al., 2012), fato confirmado pelo acimulo de lactato e

queda do pH.

As fortes correlagdes observadas entre glicose, lactato, pH e swirling sdo explicadas através
do entendimento do metabolismo anaerébico do qual as plaquetas sdo capazes. Conforme
ocorre a oxidacdo da glicose como fonte energética, a concentracdo de lactato aumenta
excedendo a capacidade tamponante do meio e desta forma o pH diminui. Com a diminuigéo
do pH as plaquetas perdem sua forma discoide e assim observa-se decréscimo do swirling

(Gulliksson et al., 2012).

A capacidade das plaquetas responderem aos agonistas é um teste de funcionalidade, e a falta
de agregacdo sugere diminuicdo da viabilidade. Entretanto, Miyaji et al. (2004) demonstraram
que plaguetas humanas podem recuperar a capacidade de agregacdo depois de transfundidas,
sugerindo que testes de agregacdo plaquetaria in vitro sofrem a desvantagem de néo refletirem
condicdes in vivo. Uma possivel explicacdo para a falta de concordancia de resultados in vitro
e in vivo pode ser o fato de que no agregdmetro a agregagcdo ocorre sob condi¢cdes nédo
laminares e de baixo fluxo, ndo considerando a importancia do fluxo sanguineo na adesao e
agregacdo plaquetarias sob condi¢fes naturais, ou seja, in vivo (Jackson, 2007). A despeito da
diminuicdo gradativa do pH observada nos CPs aqui analisados, esta ndo apresentou

correlagdo com os valores observados na agregometria, ou seja, as alteracdoes do pH
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provavelmente ndo foram responsaveis pela queda da funcdo plaquetéaria in vitro. Poucos
estudos foram conduzidos com CPs caninos, e, neste foi observado o aumento da capacidade
de agregacdo com o uso do agonista acido araquiddnico, nunca utilizado para avaliar
funcionalidade de plaquetas caninas. Hoareau et al. (2014) obtiveram baixos valores de
agregacéo ao analisarem CPs caninos, independentemente do momento da analise. Os autores
discutem a possibilidade da influéncia negativa da contaminagdo com leucocitos e da
influéncia positiva sobre a agregacdo por parte dos eritrocitos. Nao foi observada correlacdo
entre a capacidade de agregacdo e o nimero de leucdcitos ou eritrécitos nas bolsas, entretanto,
foram obtidos valores de leucécitos muito inferiores aqueles apresentados por Hoareau et al.
(2014). Uma possivel explicacdo para a 0 aumento da agregacdo com acido araquidbnico
neste estudo é a resposta deste agonista de acordo com diferentes racas, conforme relatado por
Clemmons (Clemmons e Meyers, 1984). Ainda, a composicdo lipidica das plaquetas caninas
apresenta diferencas sutis mas significantes em relacdo as humanas, podendo explicar a

variavel resposta observada apds estimulo com agonistas (Patterson e Cissik, 1991).

A porcentagem de plaquetas marcadas pelo anticorpo monoclonal CD61 foi mantida durante
0 estoque, sempre superior a 90%. Segundo Wilkerson e Shuman (2001), este seria um
indicativo de que ndo houve internalizacdo da glicoproteina por endocitose (Wilkerson e
Shuman, 2001). A presenca P-selectina na superficie plaquetaria é considerada um indicador
de ativacdo (Wagner et al., 2002; Albanyan, Harrison e Murphy, 2009; Jain et al., 2015). A
porcentagem de plaquetas positivas para CD62P ndo apresentou mudancas ao longo do
tempo, diferentemente de outros estudos, onde a porcentagem de plaquetas com marcagéo
para CD62P aumentou durante o periodo analisado (Leytin et al., 2008; Albanyan, Harrison e
Murphy, 2009; Jain et al., 2015; Johnson et al., 2015). A marcacdo com CD62P nunca foi

avaliada em CP canino, e trabalhos conduzidos com CP humano comumente utilizam a
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metodologia do ‘buffy-coat’ ou aférese para obtencdo do CP. Metodologias como o sistema de
aférese, ou mesmo o uso de solucgdes aditivas ou a leucorreducdo podem influenciar na
ativacdo de plaquetas estocadas (Wagner et al., 2002; Albanyan et al., 2009; Ahmed, Leheta e
Younes, 2010), justificando nossos achados. Ghezelbash et al. (2015), que também utilizaram
a metodologia do PRP para obtengdo de CP humanos nao observaram diferencga significativa

na expressdo de CD62P em plaquetas estocadas por 5 dias.

PS é um fosfolipidio de carga negativa que sofre deslocamento para a superficie da membrana
da plagueta em estdgios iniciais da apoptose. Este deslocamento é reconhecido por
macrofagos que captam este sinal e removem a célula (Solheim et al., 2004; Gyulkhandanyan
et al., 2012), ou seja, externalizagdo da PS serve como um gatilho para o reconhecimento de
células apoptoticas por macrofagos, e por este motivo é amplamente utilizada com o proposito
de monitorar este fendmeno durante o armazenamento de plaquetas (Martin et al., 1995;
Albanyan et al., 2009). A deteccdo de PS na superficie plaquetéaria foi realizada através da
mensuracdo de Anexina V - proteina com alta afinidade e especificidade por
aminofosfolipideos (Li et al., 2000; Gyulkhandanyan et al., 2012; Saboor et al., 2013). Neste
estudo ndo observamos aumento na exposi¢do de PS, provavelmente devido o tempo de
avaliacdo de apenas 5 dias. Dasguspta et al. (2010) descrevem aumento da exposi¢do de PS
associado com a liberacdo de citocromo ¢ e induc¢éo da via das caspases apenas apés 5 dias de

armazenamento de plaquetas humanas.

Com a morte e lise plaquetaria ocorre liberagdo dos compostos citosolicos no plasma do CP.
Um destes compostos é a enzima LDH, utilizada, por este motivo, como um marcador de
morte celular (Casoli et al., 2008). Apesar do aumento da liberacdo de LDH, néo foi
observada relevancia estatistica provavelmente porque a variacdo em cada dia de anélise na

mesma amostra apresentou grande variabilidade, comprometendo a analise. Com um maior
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numero de amostras talvez fosse possivel identificar uma diferenca estatistica na atividade da
enzima durante o armazenamento. Alguns estudos relatam aumento significativo da atividade
da enzima a partir do sexto dia de armazenamento, ou em métodos diferentes do utilizado
neste estudo, o que também pode explicar a falta de significancia observada aqui (Amorini et

al., 2007; Gulliksson et al., 2012; Hoareau et al., 2014).

Alguns autores sugerem que a perda do A¥Ym ¢ o marcador mais sensivel de qualidade
plaquetéria durante o estoque, pois sinaliza o processo de apoptose, antes mesmo da ativacdo
da via das caspases ou da exposicdo de PS (Verhoeven et al., 2005; Leaver et al., 2006;
Albanyan, Harrison e Murphy, 2009; Cookson et al., 2010). Foi observada queda no AYm a
partir do terceiro dia de armazenamento. A diminui¢do ou perda do A¥Ym reduz a sintese de
ATP e também promove a formacdo de poros na membrana e induz a formacdo do
apoptossomo, que ativa a via das caspases (Shimizu et al., 2001; Morrison et al., 2010).
Interessantemente, assim como Perrotta et al. (2003), ndo foi observada correlacdo entre a
diminuicdo do ATP e do AYm em cada dia de avaliacdo. Segundo os autores, 0 A¥m e a
exposicdo de PS ndo sdo afetados pela deplecdo de ATP. Uma possivel explicacdo seria que
as plaquetas possuem baixo requerimento energético, de forma que, mesmo com diminuicao
do AWYm nédo hé reflexo sensivel na diminuicdo da producdo de ATP plaquetario. Por outro
lado, observamos correlacdo entre aumento do swelling mitocondrial e diminui¢do do ATP,
indicando que a lesdo a membrana interna da mitocdndria estd mais relacionada com a queda

na producdo de ATP do que o AWm propriamente dito.

A diminuicdo do AWm ¢ um dos mecanismos de ativagdo da via das caspases, no entanto, ndo
foi observada correlacéo significativa entre as duas varidveis, provavelmente em decorréncia
da ordem cronoldgica em que acontecem os eventos, sendo a perda do A¥m anterior a

ativacdo da caspases (Verhoeven et al., 2005; Dasgupta et al., 2010), e os resultados
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expressam as alteracdes dos primeiros 5 dias de armazenamento. Segundo Leytin et al. (2007;
2008), apenas altos niveis de estresse sdo capazes de induzir a apoptose plaquetéria in vitro.
Isto seria possivel apds longos periodos de armazenamento - superiores ha 12 dias, por
exemplo - (Cookson et al., 2010); dado que pode explicar a auséncia de aumento de plaquetas

com caspase ativa no presente estudo.
CONCLUSOES

Apesar da demanda, sdo poucas as pesquisas que objetivam entender o metabolismo de
plaquetas caninas armazenadas. Este trabalho nos ajuda a entender as PSL de CPs caninos e
também serve de suporte para pesquisas futuras que visem ndo apenas analisar a viabilidade
das plaquetas pos-transfusdo em cées, mas também aumentar o tempo de armazenamento das

plaquetas caninas nos bancos de sangue veterinarios.

Os resultados apresentados aqui permitem concluir que as técnicas utilizadas na avaliacdo de
CPs humanos podem ser utilizadas em plaquetas caninas com algumas adaptacdes. De
maneira geral, as plaquetas caninas sob condicdes de armazenamento apresentam
comportamento similar aquele observado em plaquetas humanas, como diminuicdes no pH,

glicose, swirling e aumento de lactato e liberagdo de LDH; além da diminuigdo do A¥m,

Apesar de ndo haver um limite superior da quantidade de plaguetas em um CP, com base
nestes resultados, os autores concluem que os CPs caninos ndo devem conter ndmero
excessivo de plaquetas, pois a quantidade elevada de plaguetas tem um carater deletério e esta
associada a lesdes de armazenamento mais pronunciadas, com maior consumo de glicose e
consequente maior producgdo de lactato, queda mais rapida do pH e diminuicdo do swirling —
fatos relacionados com baixo incremento plaquetario pés transfusdo. Sugere-se que bolsas de

CP canino com contagens superiores a 7,49 x10%° plaquetas/unidade sejam transfundidas em
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menos de 5 dias, ou que sejam testados materiais plasticos que permitam maior troca gasosa.
Outra possibilidade que se abre é a avaliacdo de solugdes aditivas que viabilizem o estoque de

bolsas com alta contagem de plaquetas por unidade por até 5 dias.

De acordo com a avaliacdo dos indices morfoestruturais PDW e MPV, concluimos que os
mesmos podem ser utilizados na rotina de bancos de sangue veterinarios como indicadores de

qualidade do CP canino.

Alguns parametros in vitro ndo apresentam boa reprodutibilidade quando in vivo, de modo
que mais estudos necessitam ser conduzidos a fim de esclarecer o papel das lesdes

plaquetérias de armazenamento em plaquetas caninas.
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Tabela 1. Metabolismo plaquetério (média + desvio padrdo) in vitro de plaquetas caninas

armazenadas por 5 dias.

Parametros Dial Dia 3 Dia5

PQT 7,49 £ 2,39 7,69+ 2,39 7,42 +2,79
MPV (fL) 11,51 +1,222 12,48 +4,532 13,17 + 6,58°
PDW (fL) 12,96 +7,90% 13,95 45,46 15,09 +1,98°
pH (22°C) 6,97 £0,38% 6,45 +0,55° 5,94 0,66
pO, (mm Hg™?) 107,60 + 32,19* 115,91 + 30,99° 140,14 + 21,84°
pCO, (mm Hg ™) 43,70 + 43,7% 25,49 + 25,48 9,50 + 9,50°
Glicose (mg/dL) 456,77 £41,38*" 338,04 £79,63" 247,27 +100,46°
Lactato (mg/dL) 6,28 +2,59% 16,35 +7,17° 25,42 +11,20%"
ATP (umol 10plag™?) 1,73 £ 0,64* 1,24 +0,33° 0,97 £ 0,32¢
CD61 (%) 91,47 £ 4,75 93,38 + 4,32 91,84 + 5,69
CD62P (%) 2,72 £1,50 2,61 +£3,58 2,64 +2,22
LDH (U/L) 237,91 + 159,07 404,68 + 98,49 630,00 £ 162,07
Anexina V (%) 2,36 £2,49 157+1,12 3,55 +4,21
Caspase (%) 10,17 + 11,45 6,66 + 5,89 12,03 + 13,86
A¥m JC-1 (%) 91,82 + 3,90° 84,24 + 20,482 55,38 + 37,29°

PQT,nimero de plaquetas x 10%°/unidade; A¥m, potencial de membrana mitocondrial; ATP, trifosfato de
adenina; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetario.

Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam valores significativamente diferentes (p<0,05).

*Representa valores significativamente diferentes (p<0,001).

Tabela 2. Agregacdo plaquetaria (média + desvio padrdo) durante armazenamento por 5

dias.

Agregante Dial Dia 3 Dia5
Acido Araquidonico (%) 8,545 + 5,32494° 11,86 + 5,9472 13,64 +7,719°
ADP (%) 8,182 + 5,31517 12,09 + 7,302 12,41 +7,008
Colageno (%) 9,636 + 3,78651 12,68 + 6,043 13,27 + 7,072

Letras minusculas diferentes na mesma linha representam valores significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabela 3. Parametros de qualidade em CPs caninos com menor ou maior numero de
plaquetas por unidade.

CPs com contagemde  CPs com contagem de
plaquetas plaquetas p
(£7,49 x 10®/unidade)  (>7,49 x 10'%unidade)

PDW (fL) 14,99+ 2,51 18,40+ 1,70 0,017
MPV (fL) 12,86 + 1,67 15,05+ 1,22 0,043
Glicose (mg/dL) 306,85 + 18,59 143,00 + 61,54 <0,0001
Lactato (mg/dL) 18,80 £ 6,10 37,00 £8,19 <0,0001
ATP (umol 10plag™?) 1,06 + 0,31 0,79+£0,39 <0,0001
pH (22°C) 6,29 + 0,56 5,32+£0,49 <0,0001
pO, (mm Hg™?) 126,59 + 16,59 152,87 + 25,07 <0,0001
pCO, (mm Hg ™) 13,29 +£ 5,98 9,12+ 7,64 0,043
A¥Ym JC-1 (%) 66,53 + 26,18 15,27 + 14,69 0,003
LDH (U/L) 442,71 + 115,14 957,75 + 1093,61 0,022

ATP, trifosfato de adenina; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetario; A¥m, potencial de
membrana mitocondrial. Valores apresentados como média = DP.

Tabelas 4 e 5. CorrelacGes entre caracteristicas metabolicas de plaquetas caninas
armazenadas.

Dia 3

Glicose Lactato pH (22°C) LDH JC-1 A¥m

(mg/dL) (mg/dL) (U/L) (%)
Swirling 0,706* -0,808** 0,732* -0,744** -0,645**
Glicose (mg/dL) - -0,898** 0,937** -0,755** -0,726*
Lactato (mg/dL) -0,898** - -0,867** 0,855** -0,716*
pH (22°) 0,937** -0,867** - -0,688* 0,507*
PDW(fl) -0,787* 0,644* -0,757* 0,469* -0,213
MPV (fl) -0,683* 0,518* -0,757* 0,294 -0,070
LDH (U/L) -0,755** 0,855** -0,688* - -0,874**

AW¥m, potencial de membrana mitocondrial; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetario.
*Representa valores significativamente diferentes (p<0,05).

**Representa valores significativamente diferentes (p<0,001).
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Dia 5

Glicose (mg/dL) Lactato pH LDH A¥m JC-1 (%)
(mg/dL) (22°C) (U/L)
Swirling 0,828** -0,813** 0,803** -0,44* 0,797**
Glicose (mg/dL) - -0,927** 0,936** -0,465* 0,911**
Lactato (mg/dL) -0,927** - -0,871** 0,332 -0,846**
pH (22°C) 0,936** -0,871** - -0,640* 0,894**
PDW (fl) -0,758* 0,726* -0,823* 0,429 -0,669*
MPV(fl) -0,801* 0,733* -0,883** 0,519* -0,669*
PQT (x10*/unid) -0,668* 0,760** -0,593* 0,149 -0,579*
LDH (U/L) -0,44* 0,332 -0,640* - -0,561*

A¥m, potencial de membrana mitocondrial; LDH, lactato desidrogenase; MPV, volume médio plaquetario.
*Representa valores significativamente diferentes (p<0,05).

**Representa valores significativamente diferentes (p<0,001).

Figura 1. Parametros in vitro dos concentrados de plaquetas caninas armazenadas por 5
dias.
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SHORT COMUNICATION 1

Comparacdo de trés diferentes métodos de avaliagdo de pH em concentrado de

plaguetas canino

Comparison of three different pH assessment methods in canine platelet concentrate
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Resumo: Durante o armazenamento, 0s concentrados de plaquetas sofrem diversas
modificacdes, entre elas a diminuicdo do pH. Sendo o pH um importante marcador no
controle de qualidade dos concentrados de plaquetas, foram feitas comparacdes entre 3
diferentes métodos de avaliacdo em concentrados de plaguetas caninas. Os concentrados de
plaquetas foram obtidos a partir do método do plasma rico em plaquetas. Deste, foram
retiradas aliquotas e o pH foi mensurado através de pHmetro, analisador de gases e fita
colorimétrica. Esse estudo confirmou que existe uma diferenca significativa entre os 3
métodos de avaliacdo de pH comparados, sugerindo que o uso da fita colorimétrica pode levar
ao uso indevido de hemocomponentes.

Palavras-chave: controle de qualidade de hemocomponentes, lesdo de estoque plaquetario,

phmetro, hemogasometro, fita colorimétrica.
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INTRODUCAO

O concentrado de plaguetas (CP) é o hemocomponente com maior dificuldade de
armazenamento nos bancos de sangue, pois é viavel por apenas 5 a 7 dias. E recomendado o
armazenamento a temperatura ambiente (20 a 24°C), sob agitagdo constante (Ohto, H. e
Nollet, K. E., 2011). Além da possibilidade de contaminacdo bacteriana, um dos principais
problemas ¢ a degradacdo do CP, devido as chamadas “lesdes de armazenamento”. Essas
lesbes referem-se a mudancas progressivas observadas durante o armazenamento, que
incluem diminuicdo do pH, devido ao acimulo de lactato; alteraces da forma, passando de
discoide a esférica; e decréscimo da capacidade de agregacdo. Como consequéncia, ocorre
diminuicdo da funcdo e da viabilidade plaquetaria pos-transfusdo (Yuasa et al., 2004; Dekkers
et al., 2007; Schubert e Devine, 2010; Ohto, H. e Nollet, K. E., 2011).

Durante o processamento e armazenamento a temperatura ambiente as plaquetas mantém sua
taxa metabolica de forma bastante ativa, consumindo energia e acumulando metabdlitos como
lactato, que leva a diminuicdo do pH. Também ¢é relatada ativacdo plaquetaria durante o
processamento e armazenamento, que demanda muita energia das células, havendo aumento
do metabolismo anaerobico, em que a glicose é metabolizada a lactato, levando ao acimulo
de H*. Assim, os valores de pH sdo comumente utilizados na rotina de bancos de sangue
como importantes marcadores no controle de qualidade in vitro do CP (Gulliksson, 2003;
Gyongyossy-Issa, 2011; Gulliksson et al., 2012; Saunders et al., 2013).

A presenca de bicarbonato no plasma tem um efeito tamponante, com a conversao de H*
produzido na glicolise em COz e H20. Estudos demonstraram que plaquetas armazenadas em
solucBes aditivas sintéticas livres de glicose e com baixa concentracdo de bicarbonato nédo
conseguem manter sua funcéo e niveis energéticos adequados, indicando que ha necessidade

de glicose para manutencdo do metabolismo energético, assim como bicarbonato e fosfato
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para neutralizar o baixo pH provocado pelos altos niveis de lactato (Gulliksson et al., 2003;
Ringwald, Zimmermann e Eckstein, 2006).

A mensuracdo do pH extracelular é a técnica mais utilizada nos bancos de sangue humanos e
veterinarios como forma de avaliar a eficicia dos métodos de processamento e estoque em
manter a atividade metabdlica das plaquetas estocada. A avaliacdo da qualidade plaquetéria é
normalmente realizada usando testes laboratoriais, como pH e andlise microbioldgica
(Tynngard, 2009; Gkoumassi et al., 2013). Além disso, é feita a avaliacdo do swirling
plaquetério, cuja técnica consiste em uma avaliagdo visual do CP, contra a luz, onde é
observada a movimentagédo (turbilhdo) das plaquetas (Bertolini et al., 2000; Mathai et al.,
2006). Um CP de étima qualidade apresenta swirling adequado, indicando que as plaquetas
ndo perderam sua forma e ndo sofreram alteragdes morfoldgicas; apresenta manutengéo do pH
(< 6,2) e analise microbiologica negativa durante o armazenamento (Bertolini et al., 2000;
Karnicki et al., 2003).

A importancia de um teste preciso para determinacdo do pH antes da utilizacdo de um CP fica
evidente ao analisar o resultado de estudo que propds identificar os melhores indicadores de
viabilidade p6s transfusional em CPs humanos e o pH, e em segundo lugar a producéo de
lactato foram os pardmetros que apresentaram correlacdo mais forte com a sobrevivéncia
plaquetaria (Goodrich et al., 2006). Os pesquisadores recomendam que estes parametros
sejam utilizados de forma conjunta, como forma de manter a biosseguranca na escolha da
unidade transfundida (Evaluation of stored platelets, 2004; Kaufman, 2006; Barker et al.,
2010).

Existem diversos métodos para se quantificar o pH, como pHmetro, analisador de gases e fita
colorimétrica, sendo esta Gltima a mais utilizada na rotina de bancos de sangue.

Hipotetizamos que existem diferencas significativas entre os métodos comumente utilizados.

141



O objetivo do presente estudo € comparar trés métodos de quantificacdo do pH em CPs
caninos, durante 5 dias, armazenados sob condic¢des padrdo de banco de sangue segundo a

AABB (Kaufman et al., 2015).

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados 22 CPs caninos obtidos a partir do método do plasma rico em plaquetas
(PRP), sendo cada bolsa de sangue total (CPD/SAGM, JP Inddstria Farmacéutica, S&o Paulo,
Brasil), submetida a centrifugacdo leve (1.600 g) por 6 minutos a 22°C (Centrifuga Sorvall
Legend RT +, Thermo Scientific, MA, USA), permitindo a separacdo do PRP dos eritrécitos.
Em seguida o PRP foi retirado através de um extrator (Extrator de plasma manual, ACS201,
Terumo Medical do Brasil, SP, BRA) e em seguida submetido a uma segunda centrifugacao
(3.300 g) por 8 minutos a 22°C (Centrifuga Sorvall Legend RT, Sorvall/Thermo, MA, USA),
e deste foi retirado o plasma, permanecendo na bolsa aproximadamente 60 mL, constituindo o
CP. As bolsas de CP canino foram mantidas em repouso por 1 hora e entdo armazenadas sob
temperatura controlada (20 — 24°C) em agitacdo constante em incubadora com 60 a 70 ciclos
por minuto (cdmara ambientadora de plaquetas CDCI 03, Indrel, SP, BRA; agitador de
plaquetas linear AP48L, Presvac, ARG). Aliquotas foram obtidas através de céanulas para
coleta (Sampling Site Coupler, Fenwal, IL, USA), no primeiro dia de estoque. O uso dos
animais teve permissdo do proprietario, que foi devidamente alertado sobre os riscos do
procedimento, de acordo com conceitos de bioética aplicados a pesquisa animal (Ellery,
1985). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFRGS (Protocolo de aprovacéo

CEUA/UFRGS n° 26102).
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pHmetro

Apos calibracdo do pHmetro HI 9126 (Hanna Instruments Inc., RI, USA) em pH 4,01 e 7,01,
conforme instrucgdes do fabricante, cerca de 1,5 mL de CP canino foi transferido para tubos de
vidro de 10 mL, onde imediatamente mergulhou-se o eletrodo HI 1414D e através deste foi
determinado o pH.

Analisador de gases

A determinacdo do pH foi realizada com um analisador de gases portétil (iStat, Abbott Point
of Care, ON, CAN) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para este estudo foi utilizado o
cartucho CG8 (Abbott Point of Care, ON, CAN), mantido em temperatura ambiente por 30
minutos até a utilizacdo. Em seguida uma aliquota de CP foi obtida apenas quando o cartucho
encontrava-se pronto para uso, quando esta foi inserida no cartucho e este foi introduzido no
analisador de gases para determinagdo do pH. As analises foram realizadas a 37°C e por este
motivo foi utilizado um calculo de conversdo do pH para leitura a 22°C, conforme descrito
por (Johnson et al., 2013).

Fita colorimétrica

Para este método, mergulhou-se a fita colorimétrica (Macherey-Nagel, Diren, DEU) no tubo
contendo a amostra de CP canino, retirando-a logo em seguida. Ap6s 1 minuto foi feita a
leitura do pH com o auxilio de uma faixa colorimétrica fornecida pelo fabricante.

Analise estatistica

Para comparar os valores de pH obtidos nos diferentes métodos foi realizada ANOVA seguida
pelo teste de Tukey. As analises foram executadas em um programa comercial software

(GraphPadPrism 6.0, GraphPad Software - CA, USA), com nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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As lesdes de armazenamento fazem parte de um processo complexo, influenciado por muitos
fatores. Um desses é a diminuicdo do pH durante o estoque. Tendo em vista que a
deterioracdo do concentrado de plaquetas esta relacionada com a acidificacdo do meio, é
importante que seja feita uma avaliagdo precisa do pH, através de métodos confidveis
(Dekkers et al., 2007; Barker et al., 2010).

A Tabela 1 mostra as médias e desvio padrdo (DP) observados em cada método. Esse estudo
confirmou que existe uma diferenca significativa entre os 3 métodos de avaliacdo de pH
comparados. Diferenca significativa foi encontrada entre os métodos da fita colorimétrica e o
pHmetro (p=0,0194), e entre a fita colorimétrica e o analisador de gases (p < 0,0001).

A fita colorimétrica tem como vantagens a sua rapidez e o baixo custo. Porém, por se tratar de
um teste de comparacao colorimétrica, ndo é possivel estabelecer um valor exato de pH e sim
uma faixa, ao contrario do pHmetro e do analisador de gases, que fornecem resultado com até
trés casas decimais. Outra limitagdo deste método inclui o fato das fitas serem afetadas por
condicdes de iluminacdo, pela percepcdo de quem realiza o teste, havendo uma influéncia
subjetiva de leitura. Devido a essas influéncias, ndo se obtém uma reprodutibilidade confiavel,
induzindo a resultados errdneos que podem levar a utilizacdo do hemocomponente em
condicdes inadequadas. Assim, podera ndo se obter os resultados terapéuticos desejados.
Apesar de todas estas desvantagens, atualmente € o método mais utilizado na rotina. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) recomenda que as fitas utilizadas sejam
validadas por teste comparativo com equipamentos para determinacao do pH e que, antes do
inicio da rotina, seja sempre efetuado um controle da fita com um padrdo conhecido (Anvisa,
2004; 2014a).

O analisador de gases é um aparelho extremamente confidvel, utilizado para avaliacdo de

gases e de pH sanguineo. O uso de equipamentos automatizados minimiza erros e fornece
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resultados mais exatos, sendo considerado, juntamente com o pHmetro, teste padrdo-ouro
para confirmagdo dos resultados (Anvisa, 2014a). Existem poucas referéncias sobre sua
utilizagdo na avaliagdo do pH de CPs em bancos de sangue, provavelmente devido ao seu
elevado custo. Para este fim, o equipamento é mais frequentemente usado em pesquisas, pois
a mensuracdo através deste método é rapida e confiavel (Mikkelsen et al., 2015). Uma
limitacdo do analisador de gases é que 0s equipamentos possuem uma faixa de leitura, que no
caso do modelo utilizado neste estudo e de 6,5. Caso a mensuracdo fique abaixo desta faixa
ndo havera leitura, o que pode ocorrer nos ultimos dias de armazenamento do CP.

O pHmetro é um instrumento concebido para buscar medidas confidveis de um parametro de
grande aplicabilidade pratica. Apesar de ser um equipamento muito confidvel e de 6tima
reprodutibilidade, necessita calibracdo e manuten¢do adequadas e periddicas, tornando menos
prética e frequente a sua utilizacdo em bancos de sangue. Além disso, as analises devem ser
feitas em um pHmetro que possa fazer leitura de pequenos volumes. Por sua confiabilidade, é
um equipamento bastante utilizado em pesquisa (Vela et al., 2001).

Existe ainda um novo método que permite a mensuracdo do pH de maneira menos invasiva, 0
pH safe, cuja técnica, de facil execucdo oferece a possibilidade de se verificar a qualidade
plaquetaria antes da transfusdo. Como desvantagem, o pH safe necessita um detector de fibra
optica fluorescente e bolsa de sangue especifica, além de estar disponivel para
comercializacdo apenas na Europa (Doescher e Muller, 2013).

As agéncias de vigilancia de cada pais possuem diferentes requerimentos em relacdo ao
controle de qualidade dos hemocomponentes. Em relacdo ao CP, a American Association of
Blood Banks (AABB) orienta que pelo menos 90% das bolsas apresentem pH superior a > 6,2
no periodo final de armazenamento. O Conselho Europeu recomenda testar 1% de toda a

producdo ou no minimo 4 unidades a cada més (o que for maior), sendo que os valores de pH
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devem estar entre 6,4 e 7,4 em pelo menos 90% destas. No Brasil, a Anvisa orienta que sejam
amostradas 1% da producdo mensal ou no minimo 10 unidades/més (o que for maior) e que,
ao final do periodo de estoque o pH seja superior a 6,4. A AABB chama a atencdo em relagéo
ao uso da fita e, apesar de nédo proibir o mesmo, salienta que quando utilizada, a fita deve

fornecer informac&o de, no minimo uma casa decimal (Kaufman et al., 2015).

CONCLUSAO

Os resultados do estudo sugerem que o uso da fita colorimétrica resulta em valores médios
superiores em relacdo aos outros métodos; e sua utilizacdo pode levar ao uso indevido do
hemocomponente. Sendo assim, é recomendada a implementacdo da mensuracéo de pH com
uso de pHmetro, ja que o analisador de gases necessita de um célculo de conversdo para 22°C

e tem um limite de leitura.
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RESUMO

As mitocdndrias sdo organelas responsaveis pela manutencdo do balango energético das
plaquetas e participam na regulacdo de funcdes celulares como apoptose. Concentrados de
plaquetas gradativamente perdem funcdo e viabilidade, limitando o tempo de estoque. O
objetivo deste trabalho foi comparar dois testes para avaliar a viabilidade de mitocondrias de
plagquetas caninas estocadas. Foram avaliados os parametros bioquimicos do concentrado de
plaquetas estocados por cinco dias e realizada a anélise da viabilidade mitocondrial por
citometria de fluxo com as sondas fluorescentes JC-1 e Mitotracker. A diminui¢do do
potencial de membrana mitocondrial (Aym ) ao longo do periodo de armazenamento foi
evidenciada pelas duas metodologias utilizadas, bem como pelos demais parametros
avaliados. Em conclusdo, as mitocondrias das plaquetas caninas, quando estocadas, sofrem
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mudancas similares aquelas observadas em plaquetas humanas, as quais podem estar
relacionadas com a diminuicdo da viabilidade plaquetaria pods-transfusional. As sondas
fluorescentes JC-1 e Mitotracker foram indicadores confidveis e sensiveis na avaliacdo de

mitocondrias de plaquetas caninas.
Keywords: platelet storage lesion, mitochondria, apoptosis, JC-1, mitotracker.
INTRODUCAO

Durante o armazenamento as plaquetas sofrem alteragcBes estruturais, bioquimicas e
funcionais, chamadas de lesdes plaquetéarias de armazenamento (PSL), relacionadas com
diminuicdo da meia-vida e da funcionalidade plaquetéaria apds a transfusdo (Ohto, 2011;
Hayashi et al, 2011). As mitocdndrias sdo organelas responsaveis por diversos processos
catabolicos, cumprindo fungdo fundamental no metabolismo energético celular (Lehninger,
2012; Galluzzi et al., 2013). A producdo de ATP ¢é fundamental na manutencdo da qualidade
das plaquetas tanto in vitro quanto in vivo. Qualquer alteracdo da cadeia respiratoria
mitocondrial pode favorecer a producdo de espécies reativas de oxigénio que danificam a
membranas da organela (Cookson et al., 2010; Gyulkhandanyan et al., 2012; 2013). Os
mecanismos utilizados pelos macrdfagos e células endoteliais no reconhecimento e fagocitose
de plaquetas senescentes também participam da ativacao das vias de sinalizacdo de apoptose.
Neste contexto, as mitocondrias sdo organelas que desempenham um papel chave na
regulacdo deste processo (Pereira et al., 2002; Cookson et al., 2010). A diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial (Aym) leva ao aumento da permeabilidade mitocondrial
e, como consequéncia, a reducdo da sintese de ATP (Gulbins, 2003; Cookson et al., 2010;
Gyulkhandanyan et al., 2012, 2013). O desacoplamento da cadeia respiratoria e a presenca de

poros na membrana mitocondrial leva a liberacdo da proteina citocromo ¢ para o citoplasma,
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formando um complexo denominado apoptossomo. Este complexo ativa a caspase 9, que na
sequéncia ativa a caspase 3, responsavel direta pela indugdo do processo de apoptose

(intrinseca/extrinseca) (Wolf et al., 1999; Shimizu et al., 2001).

A preservacdo da fungdo mitocondrial da plaqueta esta diretamente relacionada com a
qualidade do concentrado de plaquetas (CP). A despolarizagdo mitocondrial € um sinal
precoce de apoptose plaquetéria, sendo assim um marcador bastante sensivel no controle de
qualidade de um banco de sangue (Verhoeven et al., 2005; Gyulkhandanyan et al., 2012;
2013). Tradicionalmente, as mitocondrias plaquetarias sdo avaliadas de acordo com seu A¥m,
através do marcador JC-1 (5,5,6,6' tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol-carbocianina)
(Verhoeven et al., 2005; Cookson et al, 2010; Dasgupta et al, 2010; Skripchenko et al, 2010,
2011). A sonda fluorescente JC-1 é uma molécula monomérica permedvel & membrana
mitocondrial. Em mitocdndrias funcionais (alto Aym), o0 JC-1 acumula no interior da organela
e forma agregados que emitem fluorescéncia vermelha (canal FL2). Em mitocondrias
danificadas (baixo Aym), o JC-1 ndo acumula, mantendo a forma de monémero que emite
fluorescéncia verde (canal FL1). Assim, a formacdo e manutencdo de ‘JCl-agregados’ no
interior da mitocondria é dependente do gradiente eletroquimico, ou seja, esta sonda
florescente permite avaliar o Aym de maneira direta e a morte celular de maneira indireta,
uma vez que este evento fisioldgico estd associado a perda de funcdo desta organela

(Cossarizza, 1993; Verhoeven et al, 2005).

Outra técnica utilizada para a avaliacdo mitocondrial sdo as sondas fluorescentes MitoTracker
Green (MTG) e MitoTracker Red (MTR), que revelam mitocondrias em swelling e
mitocOndrias funcionais (alto Aym), respectivamente. As sondas MTG e MTR sdo
amplamente utilizadas para marcar as mitocéndrias de células vivas por citometria de fluxo ou

por visualizagdo em microscopia. O MTG emite fluorescéncia verde (canal FL1) e tem
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afinidade pelos lipidios de membranas das mitocéndrias, enquanto o MTR emite
fluorescéncia vermelha (canal FL3) e tem afinidade por mitocOndrias que possuem Aym
ativo. A utilizacdo de ambas permite quantificar o swelling e a atividade mitocondrial,
respectivamente. Quando a intensidade de fluorescéncia do MTR é maior do que a do MTG, o
resultado pressuposto € de manutencdo da atividade mitocondrial da célula. Ao contrario,
quando a intensidade de fluorescéncia do MTG é maior do que a do MTR, o resultado
pressuposto é a perda de funcéo e o swelling mitocondrial, situagdo que caracteriza dano da

organela e geralmente acarreta em morte celular (Agnello et al, 2008).

As PSL envolvem uma série de alteracdes bioquimicas ligadas a diminuicdo do Aym, faléncia
metabdlica, lise da membrana e liberacdo de componentes citoplasmaticos como a enzima
lactato desidrogenase (LDH) e por fim apoptose ou necrose plaquetaria. Com o0 aumento do
interesse sobre o envolvimento da apoptose nas PSL, métodos que permitam maior
compreensdo destes mecanismos tém despertado interesse (Kinnally e Antonsson, 2007;
Gyulkhandanyan et al., 2012; 2013). Além disso, este é o primeiro trabalho que utiliza a
sondas MTG e MTR na avaliacdo mitocondrial de plaquetas. O objetivo deste trabalho foi
analisar durante um periodo de estoque de cinco dias, as alteracdes bioguimicas e a atividade
mitocondrial de plaquetas caninas utilizando por citometria de fluxo as sondas fluorescentes

JC1 e Mitotracker.
MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram utilizados 22 CP caninos obtidos através do método do plasma rico em plaquetas
(PRP) (Lasta et al., dados ndo publicados). Aliquotas do CP foram obtidas nos dias 1, 3 e 5

apos a coleta da bolsa de sangue através de canula para coleta (Sampling Site Coupler,
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Fenwal, IL, USA) (Wang et al., 1999; Curvers et al., 2004). Este estudo foi provado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(CEUA/UFRGS - Protocolo de aprovagao n° 26102).
Parametros metabolicos

Pardmetros basicos de qualidade do CP como contagens e caracteristicas morfoestruturais
foram obtidas por impedancia com um analisador hematolégico automatico veterinério
(PocH-100iV Diff, Sysmex, IL, USA). A contagem de leucdcitos residuais foi realizada de
forma manual em camara de Nageotte (LO-Laboroptik GmbH, BH, DE), no dia 1 de
avaliacdo (Gulliksson et al., 2012). A avaliagdo do metabolismo foi realizada pela
mensuracgdo do pH (pHmetro HI 99171, Hanna Instruments Inc., RI, USA). A concentracéo
de glicose foi dosada em um analisador de gases portatil (iStat, Abbott Point of Care, NJ,
USA). As determinagdes de lactato e LDH foram realizadas atraves de quimica seca (Vitros
250 Chemistry System, Jonhson & Jonhson, SP, BRA). As taxas de consumo de glicose e
consequente producdo de lactato foram calculadas de acordo com a determinacdo de cada
parametro e do nimero de plaquetas por pL em cada unidade de CP (Gulliksson et al., 2012).
Os niveis de adenosina-5 -trifosfato (ATP) foram determinados com o kit ATP Lite
(Luminescence ATP Detection Assay System — PerkinElmer, Waltham, MA, USA) e as
leituras foram obtidas em leitor de microplaca multi-modo (Spectramax M5, Molecular

Devices Inc., CA, USA).
Ensaios por citometria de fluxo

A marcagdo com o anticorpo monoclonal CD61 foi realizada a fim de confirmar a posicao de
plaquetas. As amostras foram diluidas até uma concentragdo padrdo de 500 x 10° plaquetas

por puL e colocadas em tubos de poliestireno, sendo submetidas a marcacdo com 1 pL do
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anticorpo monoclonal (MoAb) CD61 FITC (clone VI-PL2 - BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA) - que reage de forma cruzada com plaquetas caninas (Wilkerson e Shuman, 2001,
Pereira et al., 2002) durante 15 minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. As
amostras foram ressuspendidas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para anélise

imediata.

BD™ MitoScreen JC-1 Kit (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) foi usado para avaliar o
A¥m. As amostras de CP foram diluidas até uma concentragdo padrio de 5000 x 10°
plaquetas por pL, colocadas em tubos de poliestireno e incubadas com JC-1 durante 15
minutos a 37°C, protegidos da luz. As amostras foram lavadas duas vezes e ressuspendidas

em PBS.

Para avaliagdo com MTG e MTR, 500 x 10 plaquetas por pL foram colocadas em tubos de
poliestireno e incubadas com 1 pL da solugéo de trabalho de cada reagente - MTG e MTR
(MitoTracker Green FM & MitoTracker Red CMXRos - Invitrogen, Carisbad, CA, EUA) a
37° C durante 45 minutos no escuro. As amostras foram lavadas duas vezes e ressuspendidas

em PBS.

Um total de 30000 eventos de cada tubo foi adquirido em citdmetro de fluxo
FACSCalibur™ (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A populagio de plaquetas foi
selecionada de acordo com as caracteristicas de dispersdo frontal (FSC) e lateral (SSC)
utilizando o software CellQuestTM Pro (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), quando
microparticulas e restos celulares foram excluidos da analise. O grau de despolarizacdo da
membrana mitocondrial e de swelling mitocondrial foram quantificados por percentual de

plaquetas marcadas de acordo com a mudanca de emissdo de fluorescéncia no canal FL2
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para FL1. Posteriormente, todas as amostras foram analisadas com o software FCS Express

5 (De Novo, Software, ON, CAN).
Anéalise Estatistica

Anélise estatistica foi realizada com teste de ANOVA para medidas repetidas, teste post hoc
de Duncan e Correlagdo de Pearson. As analises foram executadas em software comercial
(GraphPadPrism 6.0, GraphPad Software, CA, EUA), diferencas com P<0,05 foram
consideradas significativas. A correlacdo entre os pardmetros foi considerada significativa

quando P<0,05 e considerada significativa e forte quando P<0,001.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a viabilidade mitocondrial de plaquetas caninas armazenadas em
concentrados de plaquetas sob condicdo de banco de sangue (Shrivastava, 2009; Van der
Meer, 2011), por cinco dias. Pardmetros metabdlicos foram dosados nos dias 1, 3 e 5 e duas
técnicas de avaliagdo mitocondrial foram utilizadas. A Tabela 1 mostra a Correlagdo de
Pearson entre os resultados obtidos com as sondas JC-1 e MitroTracker, utilizadas para

avaliar Aym e swelling e a correlacdo das mesmas com parametros metabolicos.

De acordo com a analise do Aym pelo JC-1, houve despolarizacéo das mitocondrias durante
0 armazenamento das plaquetas a 22°C por 5 dias (P=0.0019). A diminui¢do do Aym
tornou-se evidente com o deslocamento da populacgéo celular do canal FL2 para o canal FL1
(Figura 1). Alguns estudos sugerem que a perda do A¥Ym ¢ o marcador mais sensivel de
qualidade plaquetaria durante o estoque, pois sinaliza 0 comeco do processo de apoptose,
antes mesmo da ativacdo da via das caspases ou da exposicdo da fosfatidilserina
(Verhoeven et al., 2005; Albanyan et al., 2009; Hayashi et al., 2011). Pereira et al. (2002)

avaliaram os fendmenos de ativacdo e apoptose em plaquetas caninas ap0s supressao da
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plaguetogénese e observam que o envelhecimento das plaquetas in vivo estd associado com
a diminuicdo da fungdo mitocondrial e a exposicéo de fosfatidilserina. O Aym das plaquetas
caninas mostrou-se estavel (P=0.5072) do primeiro ao terceiro dia de armazenamento. Foi
observada uma diminuicdo entre os dias 1 e 5 (P=0.0016) e 3 e 5 (P=0.0373). Verhoeven et
al. (2005) afirmam que a diminuigdo do Aym ocorre nos ultimos dias de armazenamento,
ou em plaquetas armazenadas por periodos superiores ha 5 dias. Em plaquetas caninas
armazenadas sob condi¢do padrdo de banco de sangue a diminuigdo ocorreu a partir do
terceiro dia. Além de possiveis diferencas interespécies, 0 método de obtencdo do CP pode
ter influenciado os resultados, ja que os estudos que avaliam Aym de plaquetas humanas
normalmente utilizam metodologias diferentes para a obtencdo do CP, como aférese e
buffy-coat (Perrotta et al., 2003; Verhoeven et al, 2005), enquanto neste trabalho foi

utilizada a metodologia do PRP.

Foi observada correlacdo significativa forte (P<0.001) entre a diminuicdo do Aym e
parametros metabdlicos deletérios como diminui¢do do pH, do swirling, e consumo de
glicose. Durante o armazenamento ocorre swelling plaquetario, que leva a ruptura da
membrana, formacao de microparticulas e consequente liberacdo de enzimas como a LDH
(Gulliksson et al., 2012). Correlagao significativa foi observada entre diminui¢do do Aym e
liberacdo de LDH (P<0.001), comumente utilizado para determinar ruptura e morte
plaquetaria, confirmando a importancia da mitocondria no processo de senescéncia

plaquetaria.

A avaliagdo com a sonda MTR corroborou com os dados obtidos com JC-1, refletindo as
mudangas do Aym das plaquetas armazenadas a partir do terceiro dia. Observamos clara
correlagéo entre os resultados obtidos com JC-1 — considerado padréo ouro — e MTR (P=

0.000138). Foi confirmada a diminuicdo do Aym entre os dias 1 ¢ 5 e os dias 3 ¢ 5
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(P<0.001). Assim como observado com o uso de JC-1, MTR apresentou correlacdo
significativa forte (P<0.0001) com os mesmos pardmetros metabolicos descritos acima
(Tabela 2). Todos esses dados em conjunto indicam que a diminuigdo do Aym esta
relacionada com tempo de armazenamento (Devine e Serrano, 2010; Gyongyossy-Issa,

2011).

A avaliacdo mitocondrial foi complementada com sondas fluorescentes MTG e MTR -
utilizadas pela primeira vez em plaquetas caninas. O deslocamento da populacéo plaquetaria
em direcdo a uma maior intensidade de fluorescéncia verde (MTG) pressupde a ocorréncia
de swelling mitocondrial. O swelling mitocondrial reflete alteragdes na membrana interna da
mitocOndria, que aos poucos perde as cristas tubulares, expande de volume perde a
capacidade de geragcdo de energia (Kinnally et al., 2007; Hattori et al, 2014). Segundo
Michimura et al. (2011), o edema mitocondrial é necessario para a liberacéo de citocromo c
durante a via intrinseca da apoptose. Ou seja, quando as plaquetas comecam a entrar em
apoptose ¢é observado um aumento da fluorescéncia verde, devido o swelling mitocondrial
(Agnello et al., 2008). Esse deslocamento da fluorescéncia verde (MTG) ao longo do tempo
acompanhou a diminuicdo da fluorescéncia vermelha (MTR) (Figura 2). O deslocamento
em direcdo a fluorescéncia verde (MTG) ocorreu entre os dias 3 e 5 (P=0.004). No quinto
dia de armazenamento a sonda MTG apresentou correlacdo significativa negativa com
indicadores de viabilidade plaquetaria, como swirling, pH e concentracdo de glicose; e
correlagdo significativa positiva com concentracdo de lactato e liberagdo de LDH
(P<0.001). Confirmamos que o swelling mitocondrial esta inversamente relacionado com a

producdo de energia, avaliada através da dosagem de ATP (P<0.05).

A mitocondria é a responsdvel pela producdo de ATP, sendo a quantidade de ATP

produzida proporcional ao nimero de mitocéndrias funcionais presentes. Foi possivel
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confirmar a relagdo negativa entre Aym (em ambos testes) e produgdo de ATP (P<0.05). O
entendimento deste processo estd intimamente relacionado ao ‘Efeito Warburg’ que se
refere & capacidade das plaquetas de realizar glicolise anaerdbica (resultando na producdo
de lactato) em paralelo com a oxidacdo aerdbica; ou seja, conforme a mitocondria perde
Aym e ha diminuigdo da producdo de ATP pela via mais rentdvel, o metabolismo
plaquetario volta-se para a produgdo de energia através da glicolise anaerobica, resultando

em maior producgdo de lactato, que levaré a queda do pH e diminuigdo do swirling.
CONCLUSAO

Os resultados das duas técnicas de avaliacdo da viabilidade mitocondrial permitem afirmar
que com a associacdo das sondas MTG e MTR é possivel obter informacdo ndo apenas a
respeito do Aym, mas também do swelling mitocondrial. A sonda fluorescente JC-1 foi
eficiente somente para demonstrar a perda do Aym ao longo do tempo de estoque plaquetério.
Com base nos resultados obtidos, o uso das sondas fluorescentes MTG e MTR oferece uma
analise mitocondrial mais completa na avaliacdo de concentrados de plaguetas caninos.
Destaca-se também a simplicidade da realizacdo dos testes em detrimento da qualidade da
informacdo fornecida por eles. Na opinido dos autores, MTR foi considerado tdo fidedigno
quanto o classico JC-1, considerado padrdo ouro na avaliagio do A¥Ym em plaquetas
estocadas sob condi¢cdes de banco de sangue. Estes testes auxiliam no entendimento dos
mecanismos envolvidos com as lesfes de estoque e apoptose plaquetaria em cées, e podem ser
uma ferramenta valiosa para na avaliacdo das PSL e também de outras doencas ou

tratamentos que envolvam alteragdes no metabolismo mitocondrial.
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Tabela 1. Metabolismo plaquetario (média + desvio padrdo) in vitro de plaguetas caninas
armazenadas por 5 dias.

Parametro Dial Dia 3 Dia 5

A¥Ym MT Red (%) 82,0486 + 10,30*" 76,7168 £ 15,232 51,1068 * 32,45°
MT Green (%) 9,4691+6,07? 14,4136+9,31° 34,2309+32,25°
A¥m JC-1 (%) 91,8209 + 3,90? 84,2395 + 20,48° 55,3773 + 37,29°

A¥m, potencial de membrana mitocondrial; MT, Mitotracker.
Letras minusculas diferentes na mesma linha representam valores significativamente diferentes (p< 0,05).
*

p<0,001
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Tabela 2. Correlagbes de Pearson dos parametros avaliados em plaquetas caninas

armazenadas sob condic¢des de banco de sangue durante 5 dias.

Parametro JC-1 AYm Mito Red Gl\c:ateon
A¥m Swelling
Swirling 0.797** 0.822** -0.856**
Glicose (mg/dL) 0.814** 0.723** -0.754%*
Lactato (mg/dL) -0.837** -0.735** 0.765**
Taxa de producéo de glicose (mmol/10** plag/dia) 0.677** 0.543** -0.576**
Taxa de producéo de lactato (mmol/10*! plag/dia) -0.342* -0.248* 0.328*
pH (22°C) 0.778** 0.695** -0.752**
ATP (umol 10*plag—1) 0.373* 0.356* -0.428*
JC-1 AYm (%) 1 0.797** -0.809**
Mito Red AYm (%) 0.797** 1 -0.892**
Mito Green (%) -0.809** -0.892** 1
LDH (U/) -0.657** -0.595** 0.672**
* P<0.05
** P<0.001

Figura 1. Diminui¢do do Aym (JC-1) durante o armazenamento caracterizada pelo

deslocamento da populacédo analisada para FL1. Observa-se aumento plaquetas ndo marcadas

na regiao inferior esquerda indicando a presenca de possi :is microparticulas plaquetarias. A)

Dia 1; B) Dia 3; C) Dia 5.
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Figura 2. Diminuigdo do AYm (MTR) e presenga de swelling mitocondrial (MTG) durante o
armazenamento, caracterizadas pelo deslocamento da populacdo analisada para FL1.A) Dia 1;

B) Dia 3; C) Dia 5.
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8. CONCLUSOES

O presente trabalho mostra a necessidade de padronizacdo das centrifugagdes para a obtencéo
de concentrados de plaquetas caninas pelo método do plasma rico em plaquetas. Os
resultados apresentados aqui permitem concluir que as técnicas utilizadas na avaliacdo de CPs
humanas podem ser utilizadas em plaquetas caninas com algumas adaptacdes. De maneira
geral, as plaquetas caninas sob condi¢Oes de armazenamento apresentam comportamento
similar aquele observado em plaquetas humanas, como diminuicdo do pH, glicose, ATP,
swirling e aumento da concentracdo de lactato; alem das mudancas no A¥m e swelling

mitocondrial, esta nunca antes descritas em plaquetas caninas.

Apesar de ndo haver um limite superior da quantidade de plaquetas em um CP, com base
nestes resultados, os autores concluem que os CPs caninos ndo devem conter ndmero
excessivo de plaquetas, pois a quantidade elevada de plaquetas tem um carater deletério e esta
associada a lesdes de armazenamento mais pronunciadas e recentes, como maior consumo de
glicose e consequente maior producdo de lactato e queda mais répida do pH, diminuicdo da
guantidade de ATP, além de lesdes mitocondriais. Sugere-se que bolsas com contagens

superiores a 7,43x10'° plaquetas/unidade sejam transfundidas em menos de 5 dias.

Os resultados do estudo que comparou os métodos de determinacdo do pH sugere que a
avaliacdo pela fita colorimétrica pode resultar no uso indevido de hemocomponentes, ja que
apresentou valores médios superiores em relacdo aos outros métodos. Sendo assim, €
recomendada a implementacdo da mensuracdo de pH com uso de pHmetro nos bancos de
sangue. Esta medida merece especial atencdo no caso de CPs caninos, cujas plaguetas
apresentam uma tendéncia a um metabolismo mais acelerado e consequente queda do pH

mais pronunciada.

Concluimos ainda, que as mitocondrias das plaquetas caninas armazenadas sob condicao
padrdo de banco de sangue sofrem mudangas similares aquelas observadas em plaquetas
humanas, as quais podem estar relacionadas com a diminuicao da viabilidade plaquetaria pos-
transfusional; e que a utilizagdo das sondas fluorescentes MitoTracker Red e MitoTracker
Green fornecem informac6es complementares e de relevancia na avaliacdo de mitocondrias de

plaquetas caninas, nunca antes avaliadas por esta técnica.
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Ainda ha um longo caminho a ser percorrido na medicina veterinaria no que concerne a
hemoterapia e especialmente a transfusdo de plaquetas. O passo inicial é a definicdo dos
parametros de qualidade esperados em um CP e o entendimento das lesbes de estoque
plaquetarias, para que entdo ocorra a implantacdo de controle de qualidade padronizado nos
servicos de hemoterapia veterinaria. Atraves de avaliagdo aleatéria dos produtos finais de
acordo com normas pre-estabelecidas é possivel garantir a qualidade do CP aumentando o
sucesso transfusional de maneira mais segura e confiavel. Ainda, a escolha da melhor solucao
aditiva para o armazenamento de plaquetas, a utilizacdo de novas tecnologias no
processamento das bolsas (aférese, buffy-coat), a reducdo de patdgenos e a determinacdo da
viabilidade plaquetéria pos-transfusional sdo campos que merecem ser explorados na
medicina veterinaria. Ou seja, seguindo as pesquisas referentes aos concentrados de plaquetas
em hemoterapia humana, os testes descritos aqui podem ser utilizados em pesquisas futuras
sobre 0 uso de solucGes aditivas, inativacdo de patdgenos e também pesquisas que visem

analisar a viabilidade das plaquetas pos-transfusdo em cées.
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APENDICES

Apéndice 1: Questiondario pré-doacdo de sangue
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria
Laboratario de Andlises 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 o animal desde filhote? [Jsm [[NAO
2) O animal recebe todas as vacinas anualmente? []s1M [JNAO
3) Seu animal recebe vermifugos regularmente? [Jsi™m [[INAO
4) Alguma outra medicacio ¢ utilizada em seu animal? [(Jsim [[NAO
5) Seu animal ji doou sangue? []sIM [JNAO
6) Seu animal ja recebeu alguma transfusio sanguinea? []s1M [NAO
7) Seu animal ji esteve em outro estado/ pais? [Jsim [INAO
8) Seu animal ja teve algum problema de satude? (ex. sangramentos) [(Jsim [[NAO
9) Seu animal ja sofreu alguma cirurgia (com excecao da castracao)? []sIM [[JNAO
10) Seu animal ja teve algum colapso ou convulsdes? []s1™ [§AO
11) Alguma alteracio cardiaca ja foi diagnosticada em seu animal? [(Jsim [[NAO
12) Notou alguma alteracio recente em seu animal? Qual? | [ [SIM [JNAO

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

Assinatura:

Data:

Data:




Apéndice 2: Termo de consentimento para pesquisa e cuidados recomendados apds a

doacdo de sangue.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria
Laboratdrio 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

TERMO DE CONSENTIMENTO & CUIDADOS APOS-DOAGAO DE SANGUE

Tenha certeza de tomar alguns cuidados para que seu animal ndo apresente complicagbes apos

a doagéo de sangue.

= Permita acesso livre @ agua potavel fresca. Seu animal deve beber aproximadamente 4 xicaras
de agua adicionais apds a doagdo. Permita que ele tenha acesso a comida normalmente.

= Mantenha a bandagem seca e no pescogo do animal por pelo menos 30 minutos e ndo mais
que 1 hora apds a doacao, este fato pode prevenir leséo, hematomas e edema na regido de pungédo
venosa.

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

= O seu cdo pode continuar com suas atividades normais ap6s a doagéo, mas evite atividades
fisicas intensas (caminhadas longas, treinamentos e etc).

= 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 pungéo pode ser normal. Entretanto, se este 0 hematoma
for muito extenso, se a area estiver muito edemaciada ou dolorida, por favor, entre em contato
CONOSCO.

Obrigado por permitir que seu animal participe do nosso projeto.

Data:




Apéndice 3: Termo de consentimento para divulgacdo e utilizacio de fotos na pesquisa.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Faculdade de Veterinaria
Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias — Av. Bento Gongalves, 9090. Porto Alegre, RS. 91540-000
Centro Diagndstico 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 permissao para que a UFRGS utilize qualquer fotografia tirada
hoje, do meu c&o ou minha, em campanhas de publicidade para educar a populagéo sobre a necessidade de
caes doadores.

Assinatura:

Data:
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