Efeito da Concentracao P!équetéria na Coleta e Criopreservagao dos
Concentrados de Plaquetas “Secas” Obtidos por Aférese

Evaldo Pasquini Landi

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP, para obtencéo do Titulo de Mestre em
Clinica Médica

Campinas
2004



Efeito da Concentracdo Plaquetaria na Coleta e Criopreservagao dos
Concentrados de Plaquetas “Secas” Obtidos por Aférese

Evaldo Pasquini Landi

Tese apresentada & Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP,
para obtencéo do Titulo de Mestre em Clinica Médica,
area de concentragdo em Clinica Médica

Orientador: Prof. Dr. Carmino Antonio de Souza

Campinas
2004




UDADE FC : -
PCHAMADA _ 3 L [WINAE \ﬁ AT

’%ui 9.

£%
WABD BT/ _@___f)_jﬁ
00 i{; asﬁﬁéﬁ{i

ECO i% o0
sia oflodloh
LORD

b 3503

FICHA CATALOGRAFICA ELLABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

L234e

Landi, Evaido Pasquini

Efeito da concentragao piaquetaria na coleta e criopreservacaoi
dos concentrados de plaquetas “secas” obtidos por aférese /
Evaldo Pasquini Landi. Campinas, SP :{s.n.], 2004.

Orientador: Camino Antonio de Souza
Dissertacao { Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. *Selectina-P. 2. *Anexina V. 3. *Dimetiisulfoxido.
I. Carmino Antonio de Souza . . Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. lil. Titulo.




Banca Examinadora da Dissertacio de Mestrado

>

i

Orientador(a): Prof Dr. Cirmino Antonio de Souza QL 1

7}

Membros:

Prof. Dr. Jose Orlando Bordim fi é ®jDJ %\W C/( -
'\J R

Prof. Dr. José Francisco Comenalli Margues Junior \1 A AR

j:/l/ lt) ]

Curso de Pos-Graduacio em Clinica Médica, area de concentracio Clinica Médica, da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 03/05/2004

i



DEDICATORIA

A minha esposa,
Ana Cristina Gales,
peio suporte, inspiragao e exemplo.

A minha filha,
Marilia Gales Landi,
com muito amor.

A0S meus pais,
José Landie
Ana Maria Pasquini Landi,
pela diligente condugao e dedicacio em
todos os momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Camino Antonio de Souza, meu orientador, pela confianga, pela

enriquecedora oportunidade e pelo exemploc de etica e sabedoria.

Ao Prof. Dr. José Francisco Comenalli Marques Janior pelo acolhimento, confianca,

dedicacdo, competéncia e profissionalismo.

A Eduardo Gasparotto Roveri, Andréia Femanda Origa, Aparecida Ribeiro de
Carvalho reis, Femanda Gongalves Pereira Cunha e Ténia de Fatima Gomes Siegl
Machado, meus mais sinceros agradecimentos pela cuidadosa realizacao dos

procedimentos técnicos e laboratoriais, pela amizade e companheirismo.

A Prof. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzachi, & Prof. Dra. Margareth Castro Ozelo e
3 Prof. Dra. Irene Lorand-Metze pelas valiosas sugestdes na realizacao deste

trabaiho.

A Mariuce Camargo de Andrade, Martha Cristina Discencia, Marcela Rozariz,
Jodo Luis de Souza Fadiga, Silmara Aparecida de Lima, Alan Franco de Oliveira,
Nicete Romano, lara Marilia Cavalcante Torres peio carinhe e auxilio dispensados

com muita gentileza e competéncia.



A Roberto Zulli pelas sugestdes, dedica¢do ¢ paciéncia na realizagdo das andlises

estatisticas deste estudo.

Ao colega de pés-graduacio Prof. Jodo Rui pela amizade e pelo exemplo de

dedicacgao e carater.

Aos colegas e funcionarios do Hemocentro de Campinas por terem viabilizado este

trabalho. Foi realmente um enome prazer poder trabalhar com todos vocés.

Ao Dr. Jerome Connor e a empresa LifeCell Corporation por terem gentilmente

cedido o ThromboSol® para este estudo.

A Federico Voglino e a empresa Dideco pelo patrocinio aos circuitos de aférese e

pelo suporie na organizacao dos dados de coleta.

A Fundacao de Apoio ao Ensino e a Pesquisa (FAEP) pelo suporte financeiro a este

estudo.

Vi



SUMARIO

DediCatOna. ... e
AGradeCimENTOS......ovv e e e e e e
Listade Tabelas. ... e
LISt de FigUIAS. .. oot ir e s n s e eaen e

Lista de Abreviaturas € Siglas........oooveeveeenieecc e,

ADSITACT. .. e e
T ANrOQUGEO. ..o
1.1. Estocagem dos Concentrados de Plaquetas............cccccccveee..
1.2. Ativacao Plaquetaria e a Avaliagao In Vivo e In Vitro dos

Concentrados de Plaquetas Criopreservadas............ccccoevvvvvevveeinnene.
1.3. Concentrados de Plaguetas "Secas” Obtidos por Aférese..........
2. OBV .. et e e e a e en e e e
3. Material @ MetodoS. ..o e
3.1. Coleta dos Concentrados de Plaquetas por Aférese...........o.o....
3.2. Criopreservagdo dos Concentrados de Plaquetas "Secas”.........
3.2.1. Criopreservagdo com ThromboSol®............oooeiieiiieriiee
3.2.2. Criopreservagdo com DMSO ad%.......................
3.3. Exame MicrobioldgiCo. ......oooo v
3.4. Diluicdo das Amostiras dos Concentrados de Plaquetas para os

B S U OS 1T VD e e e s

Vil

Xi
XH
XV

XV

15
17
18
18
21

21

22

23

23



3.5. Detemminagéo da Contagem Plaguetaria e do Volume
Plaquetario MEdI0.........ceve et vcve e e
3.6. Avaliagdo da Contagem de Leucocitos.........ceveeeviieieieneeeenenen,
3.7. Determinacéo do pH, da Dosagem de DHL e da Glicose...........
3.8. Avaliacdo dos Recepiores de Membrana Plaquetaria e da
Formagao da Superficie Pro-Coagulante por Citometria de Fluxo.....
3.9. Teste de Agregacéao Plagquetana...........coooooociiiivnicee e
3.10. Descongelamento dos Concentrados de Plaquetas................
3.11. Andlise Estatistica.......oo e

¥ B 1T | 1= Lo Lo L RO

4.1. Coleta dos Concentrados de Plaguetas e Comparagéo entre os

Concentrados de Plaquetas Convencionais ¢ "Secas” por Aférese....

4.2, Criopreservacado e Comparacao entre os Concentrados de

Plaquetas "Secas” Pré-Congelamento e Criopreservados................
4.3. Comparacgao entre os Concentrados de Plaquetas "Secas”

Criopreservados com ThromboSol® ou com DMSO 5%........c..........
S DHSCUSSAD. e et e
6. CONCIUSOBS. ..o e e
7. Referéncias Bibliograficas. ...
oI N 1= o = SO P OO UO PSR

G, ADENAICES. ..ot e

Vil

24
24

25

25

27

28

29

30

30

37

42

66

86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estudos que avaliaram, in vivo, a utilizagao de concentrados

de plaquetas CriopreSerVatOS. ....coovi e ecear i veer e eae e eannns

Tabela 2. Técnicas empregadas na avaliagio dos concentrados de

plaquetas criopreservados. ... ...oovveeeiee e e e,

Tabela 3. Parametros de coleta dos concentrados e plaquetas

convencionais e "secas” poraférese. .. ...,

Tabela 4. Parametros morfolagicos e bioquimicos dos concentrados de

plaquetas convencionais e "secas" poraférese.............c.ccooeeieieenn...

Tabela 5. Expressé&o dos receptores da membrana piaguetéria e da
formagac da superficie pro-coagulante nos concentrados de plaguetas

convencionais e "secas” poraférese...........ccoveiii i

Tabela 6. Porcentagem de agregagdo dos concentrados e plaquetas

convencionais e "secas”" poraférese..............oooii

10

12

31

32

37



Tabela 7. Mediana da contagem plaquetaria, dos parametros
morfolégicos e bioquimicos, da expresséo dos receptores de superficie
da membrana plaquetaria e da formagao da superficie pré-coagulante
dos concentrados de plaquetas "secas" pré-congelamento e

CTIOPTESEIVAAOS ... .t ee et eee et et et et e e e e e an s

Tabela 8. Porcentagem de agregagéo dos concentrados de plaquetas
"secas” pré-congelamento e criopreservados e andlise da associagéo

de AgONISTAS. .. .ottt e,

Tabela 9. Comparacao, pré-congelamento, entre os concentrados de
plaquetas "secas" criopreservados com ThromboSol® e aqueles

criopresernvados com DMSO 5%.......ocvoviiieniii e,

Tabela 10. Anaiise pré e pés-congelamento dos concentrados de

plaquetas "secas" criopreservados com ThromboSol®.......................

Tabela 11. Analise pré e pés-congeiamento dos concenirados de

plaquetas "secas” criopreservados com DMSO 5%.................o......

Tabela 12. Criopreservagac com ThromboSol® versus criopreservagio

COM MG B e e e

39

41

45

46

47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema demonsirativo da metodologia empregada neste

1513 {0 [+ [« TR

Figura 2. llustra¢do da identificacéo por citometria de fluxo da ligagdo
da anexina V e da expressao dos antigenos CD41, CD62p e CD42b

nas plaquetas "secas”...........i e

Figura 3. llustragéo da identificag&o por citometria de fluxo da ligagao
da anexina V e da expressao dos antigenos CD41, CD62p e CD42b

nas plaquetas convencionais poraférese...................
Figura 4. llustracdo da identificacdo por citometria de fluxo da ligacao

da anexina V e da expressio dos antigenos CD41, CD62p e CD42b

nas plaguetas cropresernvadas. .. ...

Xl



COX-1 -
DHL -
DMSO -
FC-
FE -
Fi -
FP4 -
FS -

FVA -

GRL -
HLA -
IMF -
IPs-
PBS -
PG Gy -
PG H; -
RES -
RGD -

SCA -

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Aracdénico

Ciclooxigenase 1

Desidrogenase Lactica
Dimetilsulféxido

Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilinositol

Fator Plaquetario 4
Fosfatidilserina

Fator V Ativado

Fator de Von Willebrand
Glicoproteina Rica em Leucina
Antigenos Leucocitarios Humanos
Intensidade Média de Fluorescéncia
Fosfatidilinositol Trifosfato
Tampao Fosfato Salino
Prostaglandina G,

Prostaglandina M,

Resposta ao Estresse Hipotdnico
Arginina / Glicina / Aspartalo

Sistema Canalicular Aberto

Xl



STD -
X Ay~
TXB;-

VPM -

51

Cr -

Sistema Tubular Denso
Tromboxano A,
Tromboxano B,

Volume Plaquetario Médio

Cromo-51

Xil



RESUMO

introducao. A criopreservacao dos concentrados de plaguetas pode ser de grande
importancia para a manuten¢&o dos estogues de concentrados de plaquetas. No
entanto, a criopreservagao exige a adigdo e remogao do crioprotetor, o que toma a
técnica trabalhosa e de custo elevado. Os concentrados de plaquetas "secas” se
caracterizam por apresentarem pequeno conteldo plasmatico. A criopreservacio
destes concentrados eliminaria a necessidade de centrifugac&o para remogao do
plasma excedente antes da adigao do crioprotetor. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos da coleta por aférese e da criopreservacao dos concentrados de
plaquetas "secas" e a atividade do dimetilsulféxido (DMSQ) 5% e 2% com inibidores
da segunda resposta celular (ThromboSol®) como substancias crioprotetoras para os
concentrados de plaquetas "secas”. Material e Métodos. Foram coletadas 28
unidades de concentrados de plaguetas convencionais e "secas", utilizando o
mesmo procedimento de aférese para cada coleta. Amostras dos respectivos
concentrados foram obtidas para analise microbiclégica, contagem de leucécitos,
contagem plaquetéria, determinacdo do volume plaquetario médio, do pH e dos
niveis de glicose e DHL. Para avaliar a ocorréncia de ativacado plaguetaria, foram
estudados por citometria de fiuxo, o complexo GPIb (CD42b), a integrina ayuBs
(CD41), a p-selectina (CD62p) e a ligacdo da anexina V. A avaliacdo funcional foi
realizada por meio da agregac¢ac plaquetaria com difosfato de adenosina (ADP),
epinefrina, coldgenc e acido aracddnico. Apés o descongelamento, foram colhidas
amostras para realizacdo dos mesmos testes acima descritos. Os concentrados de

plaguetas "secas” foram comparados aos concentrados de plaguetas convencionais
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por aférese e aos concentrados de plaguetas "secas"” criopreservados, assim como o
drupo de concentrados de plaguetas "secas" criopreservado com DMSO 5% foi
comparado ao grupo criopreservado com ThromboSo!®. Para analise estatistica foi
utilizado o teste de Wilcoxon pareado na comparacao de bolsas do mesmo
individuo, e n&o pareado, quando se tratava de individuos diferentes. Os resultados
foram considerados significativos se p< 0,05. Resultados. Os concentrados de
plaguetas "secas" apresentaram menor pH (p<0,001) e contetdo de glicose
(p<0,001), maiores niveis de DHL (p<0,001), maior porcentagem de plaquetas p-
selectina positivas (p<0,001) e menor resposta agregatoria com ADP (p<0,001) e
epinefrina (p<0,001). A criopreservacao ocasionou altera¢gdes morfologicas nas
plaguetas e foi associada a maior ocorréncia de lise, ativagdo e diminuigcao da
resposta funcional. A criopreservacéo com ThromboSol® foi associada a maiores
niveis de DHL (p<0,001) e 4 maior ligagdo da anexina V (p=0,005), além de menor
porcentagem de plaquetas CD42 positivas (p=0,01) e menor resposta agregatoria ao
colageno (p=0,005). Conclusio. Este estudo sugere que os concentrados de
plaguetas "secas" devem ser prontamente criopreservados apds a coleta para evitar
a reducao do pH e a ocomréncia de ativagio plaquetaria. A utilizacao de DMSO 5%

ofereceu um efeito crioprotetor melhor ao do ThromboSol®.
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ABSTRACT

introduction. Long term cryopreservation and banking of platelet concentrates (PCs)
would provide a better storage management. However, cryopreservation requires the
addition and posterior removal of a cryoprotective, making the procedure
cumbersome and expensive. Dry PCs would provide a plasma reduced component
and fresh dry PCs could be cryopreserved in a dry condition, avoiding the
centrifugation required to remove excess plasma before adding the cryoprotective.
The purpose of this study was to evaluate the effects of collecting and cryopreserving
dry PCs and the activity of dymethyl sulfoxide (DMSQO) 5% and of DMSO 2% plus
second-messenger effector (ThromboSol™) as cryopreserving solution for dry PCs.
Material and Methods. Both standard and dry PCs were collected in the same
apheresis procedure and samples were obtained for microbiologic control, leukocyte
and platelet counts and mean platelet volume (MPV), pH, giucose and LDH levels
determination. Activation was examined by flow cytometry using monoclonal
antibodies directed against GPlb complex (CD42), cupBs integrin (CD41) and p-
selectin (CD62p), along with annexin binding assay. Platelet function was assessed
by aggregation using adenosine diphosphate (ADP), collagen and arachidonic acid
as agonists. Dry PCs were compared to apheresis standard PCs and to
cryopreserved dry PCs. The cryoprotective effect of DMSO 5% was also compared tc
ThromboSol™, Statistical analysis was performed by using a Wilcoxon signed rank
test to test for significant differences between samples from the same donor and a
Wilcoxon rank sum test between samples from distinct donors. A p value < 0.05 was

considered significant. Results. Dry PCs presented a significantly reduced pH
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(p<0.001) and glucose (p<0.001), increased LDH levels {p<0.001) and CD62p
expression (p<0.001), and diminished aggregation response to ADP (p<0.001) and
epinephrine (p<0.001). Platelet cryopreservation was associated to platelet lyses,
activation and loss of function. Dry PCs cryopreserved with ThromboSol™ were
associated to higher LDH levels (p<0.001) and annexin biding {p=0,005), and to
lower CD42 positive platelets (p=0.01) and aggregation response to collagen as
agonist (p=0.005). Conclusion. This study suggest that dry PCs should be rapidly
frozen after collection to avoid pH fall and platelet activation. In addition, it was
observed that DMSO 5% demonstrated better performance than ThromboSol™

cryopreserving dry PCs.
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1. INTRODUGAO

A transfusdo de sangue total ou de plasma rico em plaguetas eram as tinicas
op¢oes terapéuticas para o tratamento de hemorragias em pacientes
trombocitopénicos até a descoberta e o patenteamento das bolsas plasticas em
1950 (GRENWALT, 1997). A utiizagdo desse material otimizou o processo de
separac¢ao do sangue em hemocomponentes e facilitou a obtengéo dos
concentrados de plaquetas, dando inicio a uma terapéutica fransfusional mais
eficiente (KLEIN et al.,1956).

A evidéncia de que a transfusao de plaquetas consistia em uma medida
terapéutica realmente efetiva foi estabelecida por estudos retrospectivos e
consensos clinicos. GYDOS et al. (1962) em um estudo retrospectivo de 92
pacientes com leucemia aguda evidenciaram que havia uma relacéo quantitativa
entre a freqiéncia de hemorragias e a contagem de plaquetas desses pacientes.
DJERASSI et al. (1983} verificaram que a transfusao de concentrados de plagueias
consistia em estratégia importante no tratamento de pacientes com frombocitopenia
e que a sua utilizac&o nado estava relacionada a efeitos indesejaveis importantes.
HERSH et al. (1965), revendo a experiéncia de 414 pacientes tratados de leucemia
entre os anos de 1954 e 1963, consiataram que enire 1954 e 1959, 67% dos
pacientes faleceram por complicactes hemorragicas e, entre 1960 e 1963, com o
uso regular de transfusbes de plaquetas, a mortalidade associada a hemorragias foi

de 37%. Os mesmos achados foram posteriormente confirmados em uma analise



retrospectiva de 57 autdpsias de pacientes tratados de leucemia aguda (HAN et al,,

1966).

1.1. Estocagem dos Concentrados de Plaquetas

No inicio de sua utilizacao, os concentrados de plaquetas eram armazenados
em geladeira a 4°C. Porém, a estocagem nesta temperatura estava sabidamente
associada a reducao da viabilidade e & ativacéo plaquetaria, ocasionando baixos
incrementos plaquetarios apos a transfusao. (BAL[SIN! et al., 1960; WOLF, 1967).

MURPHY e GARDNER (1969) utilizaram amostras de voluntarios para
comparar a estocagem de concentrado de plaquetas a 4°C por até 18 horas com a
estocagem a 22°C, sob agitacdo continua, por até 96 horas. Apos esse periodo, as
piaguetas foram marcadas com *'Cr e infundidas nos respectivos doadores. Foi
observado que a recuperacio plaquetaria era significativamente maior quando os
concentrados de plaquetas eram estocados a 22°C. Posteriormente, HANDIN et al.
(1971) verificaram que as plaguetas estocadas a 22°C mantinham suas
propriedades hemostaticas, sendo capazes de corrigir o tempo de sangramenio e
nommalizar a agregacao plaquetaria em voluntarios tratados com acido
acetilsalicilico. Além dos bons resultados, a praticidade e o baixo custo contribuiram
para que a estocagem dos concentrados de plaquetas a 22°C, sob agitacao
continua, fosse adotada como técnica padrio pelos servigos de hemoterapia.

inicialmente, os concentrados de plaquetas eram estocados a 22°C por trés
dias porque, apos esse periodo, observava-se uma redug&o abrupta do pH com

conseqllente perda da viabilidade das plaquetas (MURPHY et al,, 1982). O



desenvolvimento de novos plasticos mais permeaveis ao diéxido de carbono e ao
oxigénio permitiram que o tempo de estocagem dos concentrados de plaquetas
fosse ampliado de trés para cinco dias (GRODE et al., 1985). Em seguida, HOGGE
et al. (1986} e SIMON et al. (1987) demonstraram que 0s concentrados de plaquetas
poderiam ser estocados por até sete dias. Porém, a estocagem prolongada
aumentou significativamente o risco de bacteremias e septicemias associadas a
transfusdo (HEAL et al., 1987, PUNSALANG et al., 1989). Como conseqiiéncia, a
validade dos concentrados de plaquetas foi novamente revista e limitada a cinco
dias.

Nas dltimas trés décadas, os servigos de hemoterapia tiveram que se adaptar
ao curto periodo de validade dos concentrados de plaguetas e ao aumento
significativo do consumo (NORFOLK et ai.,1998). Essa adaptacéo tem implicado na
necessidade de doacdes regulares e em produgio excedente, ocasicnando o
descarte excessivo do produto e 6 aumento dos custos. Mesmo assim,
freqientemente, ha escassez para atender a demanda.

A criopreservagao € a unica forma atualmente disponivel para estocar
concentrados de plaquetas por periodos prolongados. No entanto, ela apresenta
inconveniéncias, como a necessidade de manipulacao para a adicdo e remogio do
crioprotetor, os custos do armazenamentc e o aparecimento de lesdes plaquetarias
imeversiveis induzidas pelo processo de congelamenio (LEE e BLAJCHMAN, 2001).

O dimetilsuiféxido (DMSO) € ¢ melhor crioprotetor disponivel para o
congelamento dos concentrados de plaquetas, apresentando resuitados superiores

em avaliacbes in vivo e in vitro aos obtidos com glicerol, com hidroxietila de amido e




com dextrano (COHEN et al,, 1966; HERVE et al,, 1981; REDMOND et al., 1983;
TAYLOR, 1981; ANGELIN! et al., 1992).

O DMSO se difunde rapidamente pela membrana das células, portanto a
concentracéo plaquetaria parece nao influenciar o resultado da criopreservagao
(SCHIFFER et al., 1976). Além dissc, quando adicionado aos concentrados de
plaquetas, o DMSO nao causa alteragdes morfologicas ou ativacao plaquetaria
(BAYTHOON et al., 1982; GAO et al., 1999). Porém, inibe a atividade plaquetaria,
devendo ser removido antes da realizacio de um teste funcional (HANDIN e
VALERI, 1972 CROWLEY et al,, 1974).

Apesar de nao ser téxico para as plaquetas, a infusio de grande quantidade
de DMSO pode causar efeitos adversos para o receptor, como nauseas, vomitos,
flebites, exalacao de odor caracteristico, elevacao das enzimas hepaticas e
insuficiéncia renal (YELLOWLESS et al., 1980; DAVIS et al., 1990). Portanto, &
recomendavel a lavagem dos concentrados de plaquetas para remogao do DMSO
antes da transfusdo. Apds a lavagem, estima-se que cerca de 400 mg de DMSO
residual ainda permanegam nos concentrados de plaquetas criopreservados
(SPECTOR et al., 1977). DJERASSI et al. (1966) e LAZARUS et al. (1981)
infundiram de 2,5 a 5,0g de DMSO em concentrados de plaquetas criopreservados
nac submetidos & lavagem e administrados a pacientes trombaocitopénicos € ndo
observaram efeitos adversos significativos.

De modo geral, as técnicas para criopreservacao de plaquetas utilizam DMSO
na proporcao final de 6%, congelamento nac programado e estocagem em freezer

mecinico a -80°C, conforme proposto por VALERI et al. (1974), ou DMSO na



proporcao final de 5%, congelamento gradual 1°C a 3°C/minuto e estocagem em
nitrogénio liquido, conforme proposto por MURPHY et al. (1974). Ambas as técnicas
apresentaram resultados semelthantes quanto a recuperacgdo de plaquetas marcadas
com 5'Cr e a eficiéncia hemostatica apés a transfusao (VALERI, 1974; KiM e
BALDINI, 1974).

Recentemente, CURRIE et al. (1998) elaboraram uma solugéo
criopreservante concentrada 50 vezes, designada de ThromboSo!® (LifeCell, The
Woodlands, Estados Unidos). Essa solugao contém, apds ser adicionada aos
concentrados de plaquetas, inibidores das vias infracelulares da segunda
transmissao nas concentragdes de 0,25 mM de amilorida, 0,1 mM de adenosina,

50 uM de nitroprussiato de sédio, além de DMSO 2%. Tecnicamente, a redugéo na
proporgao final de DMSO simplifica o processo de criopreservagéo, pois permite que
ele seja diretamente adicionado aos concenirado de plaqueias.

O ThromboSol® nao evita o aparecimento das lesées plaquetarias induzidas
pelo frio (LOZANO et al., 1999; LOZANO et al., 2000). No entanto, estudos in vitro
in vivo com esse criopreservante tém apresentado resultados discordantes, sendo,
no momento, necessarios estudos adicionais para comparacao com técnicas
convencionais de criopreservacao para melhor definir a eficiéncia deste
criopreservante (CURRIE et al,, 1998; PEDRAZZOCLI et al,, 2000; BORZINI et ai,,
2000).

A criopreservacgao de concenirados de plaquetas € um procedimento
trabalhoso e de custo elevado, se comparado ao método convencional de

armazenamento. A técnica requer sucessivas etapas de centrifugacéao e lavagem



para a adicac e remogao do crioprotetor que, por si mesma, promove ativagao
plaquetaria (RINDER e AULT, 1998). A simplificagéo do processo de
criopreservacao seria de fundamental importancia para a difusio desta forma de

estocagem e para reducao dos custos.

1.2. Ativacao Plaquetaria e a Avaliacao In Vivo e In Vitro dos Concentrados de
Plaquetas Criopreservados

As plaquetas apresentam naturalmente uma forma discoide mantida por um
citoesqueleto que, observado a microscopia eletrdnica, € representado por uma faixa
marginai de microtubulos e um arranjo cortical de microfilamentos de actina
{PRIBLUDA e ROTMAN, 1982). Os principais componentes do citosol plaquetaric
sao os granulos alfa, os granulos densos, os granulos lisossomais, o sistema
canaiicular aberto (SCA), o sistema tubular denso (STD) e as mitocdndrias (WHITE,
1994; PARISE et al., 2001).

A membrana plaquetaria apresenta fosfolipides dispostos de forma
assimétrica na camada bilipidica. Noventa porcento da esfingomielina (EG) e 45%
da fosfatidilcolina (FC) estao na camada exiemna, enquanto 80% da
fosfatidiletanolamina (FE) e 90% da fosfatidilserina (FS) e fosfatidilinositol (Fl) estdo
na camada intema. A FE e o Fi sdc substratos criticos para a formagac do acido
aracdonico {AA) que é rapidamente convertido pela enzima prostaglandina H2
sintetase (ciclo-oxigenase-1 ou COX-1), presente no sistema tubular denso, em
prostagiandina G, (PG G;) e em prostaglandina H, (PG Hy). A enzima tromboxano

sintetase converte a PG H, em tromboxano A; (TX Ay), ambos capazes de induzir a



agregacao plaquetaria. O TX A, é rapidamente convertido no metabdlito inativo
tromboxano B; (TX B,). A FS funciona como uma superficie pro-coagulante para o
complexo pro-trombinase, capaz de potencializar a formacao de trombina (PARISE
et al., 2001). A manuten¢ao do arranjo assimétrico da camada bilipidica depende da
atividade da enzima aminofosfolipide translocase, que consome uma molécula de
trifosfato de adenosina (ATP) para cada molécula de lipideo transportada (ZWAAL e
SCHROIT, 1997).

Quando agonistas fisioldgicos especificos se ligam a receptores
transmembrana que atuam sobre a proteina G das plaquetas, as enzimas fosfolipase
C e proteina kinase C presentes no citosol sdo ativadas e promovem o aumento da
conceniracaoc de fosfatidilinositol trifosfato (IP3). O IP3 promove a liberacéo de caicio
do STD, o que inicia o processo de exocitose e a polimerizagao da actina do
citoesqueleto, promovendo a mudanga da forma discdide para a esféricae a
formacac de pseuddpodos (HEPTINSTALL et al,, 1995; REED et al., 2000).
Concomitantemente, ird ocorrer a migracao dos granulos alfa e densos para a
posicéo central das plaquetas. Dependendo da intensidade do estimulo, as
membranas do SCA irdo se aproximar dos granulos na posigéo central, podendo
haver a fusdo dos mesmos e a secregao para o exterior da célula. Apds extrusao
dos granulos, observa-se a formagao de cisternas ou vaciiolos no interior das
plaguetas, maior formacao de pseudopodos e a liberagdo de microparticulas de
membrana (ABRAMS e SHATTIL, 1991). A secrec&o granular aitera a conformacéo

da integrina aypP3 (CD41/CD81) que passa a atuar como receptor das molecuias de



fibrinogénio presentes no plasma ou liberados dos granulos plaquetarios, resultando
na agregacao plaquetaria. (GRALNICK et al., 1992; RINDER e AULT, 1998).

Na circulagao, as plaquetas estdo em contato com substancias produzidas
pelo endotélio vascular que exercem efeito inibitdrio sobre a ativacao plaquetaria. As
prostaciclinas estimulam a produgdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
que por sua vez bloqueia a liberagéo de calcio e a ativagao da fosfolipase C
(HASLAM et al., 1978). O oxido nitrico apresenta acdo sinérgica as prostaciclinas e
atua elevando os niveis de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) intra-
plaquetario (CAVALLINI et al., 1996). A enzima ATP difosfohidrolase (CD39) esta
presente na membrana das células endoteliais e converte 0 ATP e ADP extra—celular
em AMP, diminuindo a estimulagac sobre as plaquetas (KACZMAREK et al,, 2001).
A auséncia de qualquer um desses mecanismos pode favorecer o processo de
ativagao.

Embora o processo de congelamento e descongelamento promova ativagéo e
lise plaquetaria, parte das plaguetas criopreservadas retém a atividade funcional,
sugerindo efetividade terapéutica. A maioria dos estudos clinicos envolvendo a
transfus&o de plaquetas criopreservadas foi realizada em pacientes
trombocitopénicos e em voluntarios sadios. No entanto, a auséncia de sangramento,
o incremento plaquetario e a correcdo do tempo de sangramentio em voluntarios
tratados cormn acido acetilsalicilico ndo podem ser considerados parametros objetivos
da eficiéncia transfusional (ALVING et al., 1987; VALERI et al,, 2001).

Até o momento, somente o estudo de KHURI et al. (1999) comprovou, de

forma obijetiva, a efetividade das plaguetas criopreservadas no controle das



hemorragias. Nesse estudo randomizado, foi comparado o efeito hemostatico da
transfusédo de concentrados de plaquetas estocados de forma convencional ou
criopreservados no pds-operatéric de cirurgias cardiacas. O grupo que recebeu os
concentrados de plaquetas criopreservados apresentou menor incremento
piaquetario pds-transfusionai, ndo obstante ter sido observado menor volume de
sangramento e consumo de hemocomponentes, sugerindo melhor eficiéncia
hemostatica.

A Tabela 1 sumariza os principais estudos, in vivo, com a utilizacdo de
plaquetas criopreservadas, relacionando a porcentagem de recuperacgéo de
plaguetas marcadas, o incremento plaquetario e a efetividade terapéutica baseada
na prevencdo e controle das hemorragias. Nesses estudos, podem ser evidenciadas
diferencas nas técnicas de criopreservacéo e de obtengao dos concentrados de
plaquetas, nos critérios de transfusdo e nas populacdes estudadas, o que
seguramente contribuiu para a grande variacao nos resultados.

Os testes, in vifro, para a avaliaco da gualidade dos concentrados de
plaquetas t&m por objetivo principal prever a efetividade de uma transfusdc. Podem
ser estudadas a morfologia plaquetaria , as caracteristicas bioguimicas, a secregao
granular, as glicoproteinas de superficie, a formagdo de superficie pro-coagulante e
a resposta funcional das plaquetas. As principais técnicas empregadas para a
avaliagéo, in vitro, da qualidade dos concentrados de plaquetas estao relacionadas

na Tabela 2.
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Nos concentrados de plaquetas armazenados & temperatura ambiente, os
testes que avaliam a morfologia s&o os que apresentam melhor correlacio com a
sobrevida plaquetaria in vivo (WILLIAMSON, 1998). A diminuig&o da densidade
Optica do plasma rico em plaquetas e 6 aumento no nimero de plaquetas esféricas
no “score" morfoldgico apresentam boa correlagdo com a redugso do pH e da
resposta ao estresse hipotbnico, podendo ser igualmente utilizado qualquer um
desses testes (HOLME e MURPHY, 1978; ARNAUD e GOODRICH, 1996).

Nos concentrados de plaquetas criopreservados, a adigao e a remogéo do
crioprotetor remove o plasma original, o que prejudica a avaliagao das
caracteristicas bioquimicas e do pH (BOCK et al.,, 1995). Além disso, ao contrario do
que ocorre com 08 concentrados de plaquetas armazenados a temperatura
ambiente, os testes que avaliam a morfologia apresentam pouca comelacdo com a
efetividade transfusional (ROTHWELL et al,, 2000). Portanto, a avaliacio dos
receptores de superficie, a formacgao de superficie pré-coagulante e os métodos
funcionais sao os gue fornecem resultados mais fidedignos sobre a qualidade das
plaquetas criopreservadas.

Os receptores de superficie sdo melhor avaliados por citometria de fluxo,
utiizando-se anticorpos monoclonais especificos marcados com fluorocromos. O
teste € um metodo pratico, sensivel, de facil preparo e boa reprodutibilidade. Utiliza
pequenos volumes de amostras e exige pouca manipulagao, diminuindo a ativagéo

associada ao manuseio.
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Tabela 2. Técnicas, in vitro, empregadas na avaliagdo dos concentrados de

plaguetas.
Técnicas
Morfologia Microscopia de contraste de fase: "score" morfoldgico,
microscopia eletrdnica, "swirding”, densidade éptica do
plasma rico em plaquetas, volume plaquetario médio
(VPM).
Biogquimica pH, glicose, lactato, contetido de ADP, desidrogenase

Secre¢ao granular

Receptores de superficie

Superficie pro-coagulante

Métodos funcionais

lactica.

B-tromboglobulina, fator plaquetario 4 {PF4).
Complexo GPlb (CD42)}, integrina cups (CD41/61), p-
selectina (CD62p), granulofisina (CD63).

Anexina V, fator V.

Absorgdo de serotonina, agregacao plaquetaria,
resposta ao estresse hipotdnico, potencial de resposia

apos estimulagdo, modelos ex-vivo de hemostasia.

A técnica por citometria pode analisar a porcentagem de expressao efou a

intensidade media de fluorescéncia (IMF) do antigeno estudado, a presenca de

alteracdes conformacionais de um receptor ativado, a secre¢éo granular, a formacgéo

da superficie proé-coagulante e de microparticulas de plaquetas (MICHELSON, 1996;

SCHMITZ et al., 1998; HICKERSON e BODE, 2002). Para a obtengac de resultados
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fidedignos é recomendavel o estudo conjunto de uma glicoproteina de superficie e
de uma proteina granular (LANDI e MARQUES, 2003)72.

Apés a ativacdo, os anticorpos monoclonais anti-CD41 ou anti-CD61
identificam a formacéao de microparticulas derivadas da membrana plaquetariae a
externaliza¢do do pool granular da integrina oyBs (ESCOLAR e WHITE, 2000). O
anticorpo anti-CD42 reconhece a glicoproteina Ib do complexo GPib-1X-V e avalia o
movimento de internaliza¢&o do complexo associada a ativagcao plaquetaria
(ANDREWS et al., 1999). O anticorpo anti-CD62p liga-se & p-selectina que é
expressa na superficie plaguetaria apos a degranulagao. O nimero de plaguetas p-
selectina positivas eleva-se gradualmente durante a estocagem, sendo o marcador
in vitro mais sensivel e precoce da ativagao plaquetaria (KOSTELLIK et al., 1996;
METCALFE et al., 1997).

A identificacdo da superficie pro-coagulante nas plaquetas, por meio da
ligacéo da anexina V, foi descrita por DACHARY-PRIGENT et al. (1993). Porém, foi
empregada como marcador da ativacdo plaquetaria por GAO et al. (1899). A
capacidade de ligacdo da anexina V eleva-se mais rapidamente apods o terceiro dia
de estocagem, ¢ que a tormna este teste menos sensivel do que expressao da p-
selectina (LAl et al., 2002). Além disso, a sua correlagdo com a expressao dos
outros marcadores de ativacio e com a sobrevida plaquetaria in vivo ndo foi ainda
bem definida (SHAPIRA et al., 2000).

A agregacao plaquetaria é um teste funcional, in vifro, capaz de avaliar
guantitativamente alteracdes qualitativas das plaquetas. O processo de agregacéo

inclui o estimulo das vias de ativagio, as alleracdes morfolégicas, as alteragtes na
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conformagao dos receptores, ¢ metabolismo do AA e a secregéo granuiar (GOTO et
al.,, 1998). O teste avalia, portanto, a integridade da resposta fisiologica das
plaquetas.

Diferentes agonistas podem ser utilizados com a finalidade de avaliar as
distintas vias de ativacéo. O ADP esta naturalmente presente nos granulos densos
das plaquetas. Em contato com a membrana plaquetaria, age como agonista capaz
de estimular os receptores transmembrana que atuam sobre a proteina G, induzindo
a agregac¢ao plaquetaria pela agéo da fosfolipase C sobrea FC e a FE com a
consequente produca@o AA e TX A; (DANIEL et ai., 1998).

O mecanismo de agregac¢ao plaguetaria da epinefrina é semelhante ac do
ADP (KOBILKA et al., 1987), sendo pouco provavel que a acao inibitéria da
epinefrina sobre a adenilciclase, diminuindo a formagado de AMP ciclico, possa
contribuir para iniciar o processo de agregacao (HASLAM et al., 1978).

O colageno esté presente no subendotélio vascular e é capaz de se ligar a
integrina o234 (CD49b/CD29) das plaquetas, produzinde estimulacao potente das
enzimas tirosino-quinase e fosiclipase C. Quando em concentracdes elevadas, essa
resposta pode ser independente da producao de AA e TX A; via COX-1 (DANIEL et
al., 1994).

Ao contrario do ADP que precisa agir em um receplor especifico para iniciar a
agregacao, o AA, quando utilizado como agonista, avalia direlamente a atividade da
COX-1.

A agregacédo plaguetaria pode ser considerada um método muito sensivel

para a availiagao dos concentrados de plaquetas, uma vez que as plaquetas com



15

resposta agregatoria deficiente podem ser metabolicamente nomais (MAEKAWA et
al., 2003). Os concentrados de plaquetas estocados de forma convencional
geralmente apresentam diminuigéo da resposta agregatoria e, guando
criopreservados, esta resposta diminui ainda mais (WILLIAMSON, 1998). Contudo, a
associacao de dois agonistas melhora a resposta agregatoéria dos concentrados de
plaquetas criopreservados (SPECTOR et al., 1977; BALDUIN! et al., 1993;
TORRETTA et al., 1998 ). A agregacao plaquetaria também apresenta baixa
correlagdo com a efetividade transfusional e com sobrevida plaquetaria in vivo dos

concentrados de plaquetas criopreservados (KHURI et al., 1999)55.

1.3. Concentrados de Plaquetas "Secas"” Obtidos por Aférese

A coleta de plaquetas por aférese tem sido de fundamental importancia para
atender a elevada demanda de concentrados de plaguetas imposta pelo
desenvolvimentio de protocolos gquimioterapicos mais agressivos, transplantes de
medula 0ssea e cirurgias de grande porte (SURGENOR et al,, 1990). Aiém dissc, a
utilizagac desses concentrados diminui o nimerc de doadores, ¢ que significa menor
risco infeccioso e de sensibilizagéo por antigenos leucocitarios humanos (HLA)
(ROCK, 2002). No entanto, o custo da produgéo dos concentrados de plaquetas por
aférese é elevado (NESS e CAMPBELL-LEE, 2001). Com a finalidade de otimizar o
processo de coleta e reduzir custos, os equipamentos de aférese atuais permitem a
coleta de maltiplos hemocomponentes em um Unico procedimento (VALBONESI et
al., 1996). Porém, a coleta de multiplos hemocomponentes deve estar limitada ao

volume maximo de 8 milkg permitido em uma doacao.
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A obtengac dos concentrados de plaquetas em volume reduzido de plasma,
como 20 a 30 ml, para posterior suspens&o em meio sintético facilitou a adogéo dos
procedimentos de muilti-coleta por alguns centros (VALBONES! et al., 1999). Esses
concentrados de plaquetas foram chamados de concentrado de plaquetas "secas" e
possuem vantagens adicionais, como menor sensibilizagdo por antigenos HLA
sollveis, e menor risco de reagdes transfusionais associadas a infusé@o de plasma.

Considerando-se a possibilidade de criopreservagao, a obtencao de
concentrados de plaquetas com volume reduzido e alta concentracio plaquetaria
eliminaria a necessidade da centrifugacdo pré-congelamento para remocao do
plasma excedente, diminuindo a manipulagéo para o preparo e, conseqgilentemente,
a ocomréncia de ativacao plaquetaria. Além disso, a criopreservagao de pequenos
volumes reduziria o custo de armazenamento e utilizaria proporcionalmente menos
DMSO, o que diminuiria a possibilidade de efeitos adversos associados ao
criopreservante. Até o momento, no entanto, ndo foram avaliados os efeitos da
coleta na forma hiperconcentrada, do armazenamento em condicdes de
hiperconcentragao e da criopreservagao dos concentrados de plaquetas "secas”.

Sendo assim, este estudo foi idealizado para availiar, in vifro, estes efeitos,
intencionando caracterizar a viabilidade do método, assim como a factibilidade

quanto a sua aplicacao pratica para se beneficiar das suas vantagens.
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2. OBJETIVOS

1- Avaliar, in vitro, os efeitos da hiperconcentracao plaquetaria na coleta e na

criopreservacgéao dos concentrados de plaquetas “secas”;

2- Comparar o efeito crioprotetor do ThromboSol® com o do DMSO 5% nos

concentrados de plaquetas “secas” criopreservados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos Concentrados de Plaquetas por Aférese

Foram selecionados aleatoriamente 28 doadores voluntarios de plaquetas por
aferese que compareceram a Sec¢o de Procedimentos Especializados em
Hemoterapia do Hemocentro da Universidade Estadual de Campinas, e triados
conforme as nommas técnicas da portaria 1376/93 (BRASIL, 1993) e, posteriormente,
da Resolugao da Diretoria Colegiada n? 343 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2002). Todos os doadores assinaram um protocolo de
consentimento pés-informadc antes da coleta.

Para a coleta dos concentrados de plaquetas, foram utilizados o equipamento
de aféerese Dideco Excel (Dideco, Mirandola, italia), o circuito de multicoleta codigos
4205 ou 4203 e programacéo para coleta de plaquetas e plasma. Os parametros do
equipamento foram ajustados conforme as instrugdes do fabricante, considerando os
valores hematimétricos do doador. Os volumes processados foram estabelecidos
peio numero total de plaquetas programadas para serem coletadas, conforme a
volemia, a contagem de plaquetas e tempo de coleta para cada doador. Sempre que
possivel, os procedimentos foram programados para coletar um total de 6x10""
plaquetas. A primeira metade da coleta de plaquetas foi efetuada de forma
convencional. Nessa fase, também foi coletado 100 mi de plasma do doador para,
posteriormente, ser utilizado na diluigdo das amostras e no ajuste do
espectofotdmetro para realizag3o dos testes de agregacao plaguetaria. A segunda

metade foi coletada por ciclos, sendo o ntimero de ciclos estabelecido pelo total de
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plaquetas a serem coletadas de forma "seca”. O volume finai do produto foi
programado para ndo exceder 20 mi. No momento da reinfuséo, para nao alterar o
volume da unidade de plaquetas "secas”, o contelido da cadmara de separagéo
contendo cerca de 30 mi de plasma foi direcionado para a unidade de concentrado
de plaquetas convencionais

Apoés cada coleta, as duas unidades foram mantidas em repouso por cerca de
uma hora e, posteriormente, colocadas sob agitag@o por uma a duas horas, para a
dissolugdo dos grumos plaquetarios, caracterizada por inspegéo visual.

As amostras para o estudo foram obtidas em sistema fechado. Para a
unidade de concentrado de plaquetas com concentragdo convencional, foi utilizado
conector estéri de bolsas e, apds a adequada homogeneizacao, foi transferido cerca
de 15 ml para uma bolsa de transferéncia de 100 ml (JP Inddstria Farmacéutica,
Ribeirao Preto, Brasil}, e a conexdo foi selada.

Para a coleta das amostras das unidades de concentrado de plaquetas
“secas”, foi utilizado o coletor de amostra acoplado a bolsa de coleta. O volume
coletado de cada bolsa foide 3 ml.

Para a obtengdo do volume das unidades de concentrado de plaquetas de
conceniragdes convencionais, as unidades foram pesadas em balanga digital antes
da obtencao das amostras. Foi descontado o peso da bolsa plastica equivalente a
28 gramas, e o valor final em gramas dividido por 1,025, que consiste na corregéo
pela densidade especifica do plasma. O volume do concentrado de plaguetas
"secas" foi medido em seringa graduada durante o preparc para criopreservacac e

somado 3 ml correspondente ao volume da amostra previamente coletada.
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Doador

v

Coleta de Plaquetas

por aférese
Coleta Convencional Coleta por Ciclo
(12 metade) (22 metade)
Concentrado de Plaquetas Concentrado de Plaguetas
Convencional “Secas”
Transfuséao : Avaliagao Plaquetaria Criopreservacac
Criopreservante Criopreservanie
Thrombosol® DMSO 5%
Descongelamento

Figura 1. Esquema demonstrative da metodologia empregada nesse estudo.
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As amostras e os plasmas coletados durante os procedimentos foram
encaminhadas ao laboratéric para diluigio e controles. Todos os testes foram
realizados em até 6 horas apds a coleta. O plasma excedente foi congelado a -30°C.

Os concentrados de plaquetas convencionais foram encaminhados para
serem incorporados aos estoques do Hemocentro de Campinas para transfusao. As
unidades de plaquetas "secas” foram encaminhadas para a criopreservagao, e nao

foram transfundidas apds ¢ descongelamento.

3.2. Criopreservacio dos Concentrados de Plaquetas

As 14 primeiras unidades de concentrado de plaquetas secas coletadas foram
congeladas utilizando-se ThromboSol® (LifeCell, The Woodlands, Estados Unidos)
como solugao criopreservante. As outras 14 unidades foram congeladas utilizando
DMSO (Edwards Lifesciences Research Medical Inc., irvine, Estados Unidos) na

concentracao final de 5%.

3.2.1. Criopreservagdo com ThromboSol®

Em fluxo laminar, o contetido dos concentrados de plaguetas foi aspirado da
bolsa de coleta com o auxilio de uma seringa estéril e colocado em uma boisa
prépria para congelamento com capacidade para 250 mi (Baxter Helthcare
Corporation, Deerfieid, Estados Unidos). Para minimizar a perda de plaquetas, as
bolsas de coleta foram lavadas com solugéo salina a 0,9%, o necessario para se
obter o volume final de 39,2 mi quande adicionado ac concentrado de plaquetas. Foi

adicionado 0,8 mi de ThromboSoi® "em bolo” para concentragao final de DMSC 2%,
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amilorida 0,25 mmol/L, adenosina 0,1 mmol/L e nitroprussiato de sédio 50 uM. Estes
concentrados de plaquetas, com o volume final de 40 mi, foram delicadamente
homogeneizados, colocados em cassetes de aiuminio e estes, em um congelador
programavel (Forma Scientific, Marietta, Estados Unidos). Ap6s atingida a
temperatura de -90°C, os concentrados foram transferidos para uma camara de
conservacdo e mantidos em fase de vapor de nitrogénio liquido (Forma Scientific,

Marietta, Estados Unidos).

3.2.2. Criopreservacdao com DMSO a 5%

Em fluxo laminar, diluiu-se 2 ml de DMSO em 8 mi de solugéo salina para
obtencao de uma solugdo de DMSO a 20%. A diluigao foi mantida a temperatura
ambiente, protegida da luz, até o equilibrio térmico. O contetdo dos concentrados de
plaquetas foi aspirado da bolsa de coleta com o auxilic de uma seringa esteril
graduada e colocado em bolsa propria para congelamento com capacidade para 250
mi (Baxter Helthcare Corporation, Deerfield, Estados Unidos). Para minimizar a
perda de plaquetas, as bolsas de coleta foram lavadas com solugao salina a 0,8%, 0
necessario para se obter o volume final de 30 mi quando adicionado ao concentrado
de plaguetas. Essa solug&o foi mantida sob agitagdo continua em agitador orbital 40
a 50 ciclos por minute, enquanto a solugao de DMSO a 20% era adicionada na
velocidade de 1 mi por minuto.

Os concenirade de plaquetas com o volume final de 40 mi e concentragao
final de DMSO a 5% foram colocados em cassetes de aluminic e estes, em um

congelador programavel. Apés atingida a temperatura de -80°C, os concentrados
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foram transferidos para uma camara de conservagac e mantidos em fase de vapor

de nitrogénio liquido.

3.3. Controle Microbiolégico

Em fluxo laminar, foi feita a desinfeccac com dlcool a 70% da via de coleta de
amostra das bolsas de transferéncia contendo amostras das unidades de
concentrado de plaquetas com concentragdes convencionais. Com o auxilio de
seringa e agulha foram coletados 3 ml do concentrado de plaquetas e inocuiados em
meio de cultura para bactérias (Biomérieux, Durham, Estados Unidos). Os frascos
foram mantidos em incubacgéo a 37°C no equipamente BacTAlert (Organon Teknika
Corporation Durham, Estados Unidos). Os exames foram considerados negativos
quando néo houve crescimento bacteriano apés 7 dias de incubag&o. Caso
contrario, a identificacéo do patégeno foi realizada de acordo com a metodologia

convencional.

3.4. Diluicdo das Amostras dos Concentrados de Plaguetas para os Estudos in
vitro

Apos a homogeneizacao por 5 minutos, as amostras foram diluidas em
plasma autdlogo colhido durante o procedimento de aférese, utilizando-se tubos de
polipropileno 12 x 75 mm e pipetas automaticas. As diluicbes iniciais foram de 1:2
para as plaquetas em concentragdes convencionais e de 1:5 para as plaquetas
"secas”. As amosiras de plaguetas em concentragdes convencionais recebiam

diluigbes sucessivas de 1:4 e 1:8, enquantc as amostras de plaquetas "secas”
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recebiam diluigbes de 1:10 e 1:20, ate se obter uma concentragao inferior a 800 x

103/,

3.5. Determinagao da Contagem Plaquetaria e do Volume Plaquetario Médic
A contagem plaquetaria e a determinagéo do volume plaquetario medio foram
realizadas em equipamento automatizado Celi Dyn 1600 (Abbott Diagnostics

Division, Mountain View, Estados Unidos).

3.6. Avaliacio da Contagem de Leucoécitos

Para a contagem de leucocitos em camara de Nageotte, foi utilizado 1 mi das
amosiras de plaquetas em conceniragdes convencionais. As amostras de plaquetas
"secas" foram diluidas em plasma autologo até a obtencéo de concentragao
equivalente a da amostra de plaqueta em concentragao convencional
correspondente, sendo utilizado 1 mi dessa diluigdo. As amostras foram mantidas
sob agitacio por 20 a 30 minutos para homogeneizagio. A tecnica empregada 70i
descrita por MOROFF et al. (1894). Sumariamente, foi pipetado 100 ul da amostra
para diluicdo em 400 p! de solucao de Turk (150 ul de azui de metileno, 1 ml dgua
destilada, acidc acético 1%). C material foi mantido a temperatura ambienie em
repouso por 15 minuios, em seguida homogeneizado, colocado em camara de
Nageotte e incubado em camara umida por 15 minutos. Apds a incubagéo foi
realizada a contagem de 40 retédngulos ern microscopio convencional, equivaiente a
50 ul dessa diluicao. O nimero fotal foi calculado, considerando-se as diluicbes

empregadas e o volume fotal do produto.
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3.7. Determinacdo do pH, da Dosagem de DHL e da Glicose

As amostras de plaquetas convencionais e secas foram centrifugadas a 1500
g por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo de polipropilenc 12 x
75 mm para a determinacgdo do pH (Quimis, Campinas, Brasil), dosagem da DHL e
da glicose em equipamento automatizado Hitachi 917 (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Alemanha).

3.8. Avaliac@o dos Receptores de Membrana Plaquetaria e da Formagio da
Superficie Pr6-Coagulante por Citometria de Fluxo

Para a analise dos receptores de membrana por citometria de fluxo, as
amosiras de plaguetas em concentragdes convencionais e plaguetas "secas" foram
diluidas em plasma autélogo até se obter a concentragéo de 2 a 4 x 10°/l. A técnica
empregada foi descrita por SCHMITZ et al. (1998). Sumariamente, foi pipetado 5 pl
das amostras de concentrado de plaquetas em tubos de pofiestireno 12 x 75 mme
adicicnado 200 ul de paraformaldeido a 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha) diluido
em tampao fosfato (PBS) 0,1M. Os tubos foram incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado 2 ml de PBS 0,1M, e os
tubos centrifugados a 1500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e foi
adicionado 45 ul de PBS 0,1M e § pl dos anticorpos monoclonais conjugados CD41
FITC (Caltag Laboratories, Burlingame, Estados Unidos), CD42b FITC (PharMingen,
San Diego, Estados Unidos), CD62p FITC (Southem Biotechnology Associates,
Birmingham, Estados Unidos) e controle isotipico FITC (Caltag Laboratories,

Burlingame, Estados Unidos). Os tubos foram incubados por 15 a 20 minutos no
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escuro a temperaiura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado 2 mi de PBS
0,1M, os tubos centrifugado a 1500 g por 10 minutos, e o sobrenadante removido.
Foi adicionado 1 mlde PBS 0,1 M e a leitura feita em citdometro de fluxo
FACSCalibur {Becton Dickinson, Franklin L.akes, Estados Unidos). As plaquetas
foram identificadas conforme o tamanho e a complexidade, em escala logaritmica,
avaliando 10000 eventos. A fluorescéncia das plaquetas marcadas foi analisada pelo
programa Cell Quest para a obten¢ao da porcentagem de plaquetas positivas e da
IMF.

A formagao da superficie pré-coagulante foi avaliada por meio da ligacio da
anexina V. Em dois tubos de poliestireno 12 x 75 mm, foi adicionado & pl das
amostras de concentrado de plaguetas em concentracbes convencionais € "secas” €
adicionado 2 mi de PBS 0,1M. Os tubos foram centrifugados a 1500 g por 10
minutos, removido o sobrenadante, pipetado 1 ml de PBS 0,1M e homogeneizado.
Para cada amostra, foi adicionado 100 pl da solucdo de plaguetas em PBS 0,1M em
dois tubos de poliestireno 12 x 75 mm. Em um dos tubos foi adicionado 5 pl de
anexina V (PharMingen, San Diego, Estados Unidos). Os tubos foram incubados por
15 minutos a temperatura ambiente, no escuro e, apos esse periodo, foi adicicnado
400 pl do tampac Hepes C,1M, pH 7.4 (25 mM CaCl) em ambos os tubos e
procedida imediatamente a leitura em citbmetro de fluxo, conforme anteriormente

descrita.
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3.8. Teste de Agregacdo Plaquetaria

Para a realizagdo da agregac¢ao plaquetaria, as amostras de plaquetas
convencionais e plaquetas "secas" foram diluidas em plasma autdlogo até a
concentracdo de 2 a 4 x 10°/ul. A técnica empregada foi descrita por WHITE e
JENNING (1998). Sumaramente, o agregdbmetro Packs 4 (Helena Laboratories,
Beaumont, Estados Unidos) foi ligado 20 minutos antes do inicio dos ensaios para
atingir a temperatura de 37°C, e os canais calibrados, por meio da leitura da
densidade Optica da agua destilada em uma microcuveta contendo uma barra
magnética agitadora. Utilizando-se uma outra microcuveta, foi feita a leitura da
densidade Optica do plasma correspondente a amostra a ser testada.

Foi pipetado 450 ul de cada amostra de plaquetas convencionais ou de
plaguetas "secas"” em 4 microcuvetas contendo uma barra magnetica agitadora. Os
tubos foram mantidos a 37°C e colocados nos canais de leitura previamente
calibrados. Nos respectivos tubos, foi pipetado 50 ul de ADP 100 umol/t (Sigma, St.
Louis, Estados Unidos) para concentragaoe final de 10 umol/l, 50 ul de colagenc
100ug/ml (Helena Laboratories, Beaumont, Estados Unidos) para concentragao final
de 10 pg/mi, 50 ul de epinefrina 100 umol/l (Signa, St. Louis, Estados Unidos) para
concentracao final de 10 umol/l e 50 pl de &cido aracddnico 5000 ug/mi (Helena
i.aboratories, Beaumont, Estados Unidos) para concentracao final de 500 ug/mil.

Apés a pipetagem, o crondmetro foi acionado, e a densidade 6ptica do
plasma rico em plaquetas registrada por 10 minutos. A diferenga entre a densidade
Sptica do plasma rico em plaguetas e o ponto de menor densidade optica durante a

agregacao foi registrada como a porcentagem maxima de agregacéo.
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Para a agregagéo com a associagao de agonistas, foi pipetado 400 pl da
amostra dos concentrado de plaquetas "secas” criopreservados em 2 microcuvetas
contendo uma barra magnética agitadora e adicionado 50 ul de ADP 100 umolii e 50
pi de epinefrina 100 umoll em uma microcuveta e 50 pl de coldgenc 100ug/mi e 50
ul de epinefrina 100 pmol/l em outra microcuveta. O crondmetro foi acionado ¢ a
leitura realizada conforme anteriormente descrito.

Os resultados de agregacao obtidos com amostras de plaquetas de
voluntarios sadios no mesmo dia da realizagao de cada teste foram utilizados como
controle das reagoes. Os resultados de hipoagregagéo ou hiperagregacéo foram

repetidos para confirmacao.

3.10. Descongelamento dos Concentrados de Plaquetas

Os concentrados de plaquetas criopreservados foram descongelados
juntamente com a amostra de plasma fresco comespondente, pela simples imerséo
em banho-maria a 37°C, e mantidos a temperatura ambiente.

Foram colhidas amostras dos concentrados de plaquetas para controle
microbiolégico, conforme a técnica anferiormente descrita.

Para a dosagem de DHL e glicose, foram colocados 3 mi do concentrado de
plaguetas descongeladas em um tubo de polipropilenio 12 x 75 mm, centrifugado a
150G g por 20 minutos, e o sobrenadante enviado para analise, conforme
anteriormente descrito. A contagem plaquetaria foi realizada em diluicbes da

amostra em pilasma autdlogo, conforme anteriormente descrito.
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Para a realizacdo dos ensaios funcionais de citomeiria € agregagao
plagquetaria, as amostras foram lavadas em plasma autdlogo para a remogao do
DMSO. Em dois tubos de polipropileno 12 x 75 mm foi pipetado 2 mi do concentrado
de plaquetas descongeladas e lentamente adicionado 2 mi do plasma autblogo. Os
tubos foram homogeneizados e centrifugados a 950 g por 20 minutos. O
sobrenadante foi removido com o auxilio de uma pipeta, e as plaquetas foram
ressuspensas em 2 ml do plasma autélogo. As amostras foram mantidas sob
agitacdo por uma hora para a homogeneizacéo adequada e em seguida diluidas em

plasma autéiogo para obtengédo de concentragdes entre 2 a 4 x 10%/l.

3.11. Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa S-Plus 2000 (MathSoft,
Seattle, Estados Unidos) e o teste de Wilcoxon pareado para a compara¢ao entre os
concentrados de plaguetas em concentragbes convencionais e "secas”, 0s
concenirados de plaquetas "secas” e criopreservados, 0s concenirado de plaquetas
"secas” do grupo ThromboSol® e criopreservados do grupo ThromboSol® e os
concentrado de plagquetas "secas” do grupo DMSO e criopreservados do grupo
DMSO. O teste de Wilcoxon nio pareado foi utilizado para comparacao entre os
concentrado de plaquetas "secas” do grupo ThromboSol® e do grupo DMSO e entre
os concentrados de plaquetas criopreservados do grupo ThromboSol® e do grupo

DMSOC. Valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Coleta dos Concentrados de Plaquetas e Comparagao entre os
Concentrados de Plaquetas Convencionais e "Secas” por Aférese

Dos 28 doadores voluntarios seiecionados, 68% foram do sexo masculino e
32% do sexo feminino. Em valores expressos em mediana (variacao), estes
doadores apresentavam volemia de 4876 mi (3072 - 6607), hematocrito de 42,5%
(33 - 51) e contagem de plaquetas de 277 x 10° /mm® (166 - 442).

A mediana do tempo de processamento para a coleta dos concentrados de
plaquetas foi de 75 minutos (55 - 91), do volume total processado 4327 ml (3024 -
5760), da contagem de plaquetas pés-doacdo 180 x 10° imm® (114 -313) e do
numero total de plaquetas coletadas por procedimento 4,0 x 10" (2,0 - 7,0).

Para a coleta dos concentrados de plaquetas convencionais por aferese,
foram processados 2420 mi (1737 - 3048), coletadas 2,42 x 10" (1,0- 4,5)
plaguetas/unidade, ou seja, 1 x 10" (0,43 - 1,5) plaquetas/iitro de volume
processado. Para a coleta dos concentrados de plaquetas "secas”, foram
processados 2077 ml {1287 - 3000 ml), coletadas 1,9 x 10" (0,6 - 3,1)
plaquetas/unidade, ou seja, 0,8 x 10" (0,3 - 1,8) plaguetas/litro de volume
processado.

A mediana do volume dos concentrados de plaquetas convencionais por
aférese foi de 247 mi (203 - 301), e a concentragio plaquetaria de 950 x 10° /mm®

(410 - 1728), enquanto os concentrados de plaquetas "secas"” apresentaram,
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respectivamente, 17,5 ml (12 - 27) e 10580 x 10° /mm® (2505 - 17380). Os

resultados das coletas convencional e por ciclo estdo sumarizados na Tabela 3.
A inspegéo visual, houve maior formacéo de grumos plaquetarios nos

concentrados de plaguetas “secas”. Porém, nio houve maior dificuidade na

homogeneizagao e na dissolugao desses grumos.

Tabela 3. Parametros de coleta dos concentrados e plaquetas convencionais e

"secas" por aférese.

Coleta convencional Coleta por ciclo
12 parte 28 parte
Volume processado (mil) 2420 2077
N° de plaquetas/iitro processado 1 x 10" 0,9 x 10"
Concentragéo plaquetaria (x 10° /mm®) 950 10580
Volume final dos concentrados (mf) 247 17,5

N&o foram observadas diferencas significativas entre o nimero de leucéeitos
presentes nos concentrados de plaquetas convencionais e "secas" por aférese. Em
ambos 0s grupos, a mediana foi inferior a 0,01 x 10° por unidade. Por motivos
técnicos, ndo foi realizada a contagem de leucécitos no concentrado de plaquetas
N 1 e, apenas o concentrado de plaquetas convencional N% 10 contendo 1,02 x 10°

leucocitos, apresentou mais do que 1x10° leucdcitos por unidade.
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Nao houve crescimento bacteriano em nenhuma das culturas realizadas antes
da criopreservacgao.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as medianas
do VPM dos concentrados de plagquetas convencionais e "secas”, o que nido ocorreu
com as medianas do pH, da DHL e da glicose. Os resultados obtidos estao

relacionados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros morfologicos e bioquimicos dos concentrados de plaquetas

convencionais e "secas" por aférese.

Plaguetas Plaquetas p
Convencionais "Secas"
pH 7,34 (7,0-7,5) 7.02{84-75 <0,001
VPM (fl) 6,7 (5,9-9,5) 6,8 (5,8 -8,8) 0,28
DHL (U 277 (294 - 461) 703 (441 - 806} <(,001
Glicose (mg/dl) 276 (235 - 433) 238 (235 - 433} <0,001

A porcentagem de plaquetas positivas e a intensidade média de fluorescéncia
dos anticorpos monocionais anti-CD41 e anti-CD42b nos concentrados de plaquetas
convencionais e "secas” por aférese nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. Também nao houve diferengas estatisticamente significativas na

porcentagem de ligacao da anexina V. Em contrapartida, a porcentagem de
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plaquetas positivas para o antigenoc CD62p foi significativamente maior nos
concentrados de plaquetas "secas”. A mediana dos resultados de obtidos estio
sumarizados Tabela 5. A ilustracao da identificacdo por citometria de fluxo da ligacao
da anexina V e da expressao dos antigenos CD41, CD62p e CD42b nas plaquetas
convencionais € "secas" por aférese pode ser visualizada nas Figuras 2 e 3.

Quando utilizados o ADP ou a epinefrina como agonistas, foram observadas
diferengas estatisticamente significativas na porcentagem de agregacao entre os
concentrados de plaguetas convencionais e "secas” por aférese. Porém, quando
utilizado o colageno ou o acido aracddnico o mesmo nao foi evidenciado. As
medianas dos resultados obtidos com os testes de agregacio plaquetaria estdo
discriminados na Tabela 6.

As amostras dos concentrados de plaquetas convencionais e "secas" por
aférese do doador N2 2 apresentaram, respectivamente, 5,5% e 0% de agregagao
com ADP e 3,2% e 2,7% de agrega¢ao com epinefrina. Estes resultados foram
confirmados em amostra de plasma rico em plaquetas colhida do mésmo doador em
ouira ocasido. Nao foi evidenciada qualquer outra anomalidade nesta amostra, e os
resultados da agregacac com ADP e epinefrina foram excluidos da analise

estatistica.
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Tabela 6. Porcentagem de agregagéo dos concentrados de plaguetas convencionais
e "secas"” por aférese.

Agregacao (%)
Agonistas Plaguetas Pléquetas p
Convencionais "Secas”
ADP 10 pmol/i 99,3 (44,5 - 118) 76 (21,4 -110)  <0,001
Epinefrina 10 umol/| 102 (2,3 - 143) 26,8 (2,7-138,2) <0,001
Colageno 10 ug/ml 109,1 (89,5 - 157,3) 110 (62,7 - 144,5) 0,7
Acido aracdénico 500 pg/ml 107,3 (90 -150,1) 105 (7,7 - 143,2) 0,09

4.2. Criopreservacao e Comparagéo entre os Concentrados de Plaquetas
"Secas™ Pre-Congelamento e Criopreservados.

A mediana do periodo de congelamento dos concentrados de plaquetas
"secas” e das unidades de plasma fresco comespondentes foi de 154 dias (45 - 245
dias).

O controle microbiologico dos concentrados de plaquetas criopreservados
evidenciou crescimento de uma amostra de Staphylococcus aureus na unidade
N® 18.

Os concentrados de plaquetas criopreservados apresentaram significativo
aumento do VPM e da dosagem da DHL quando comparados aos resultados pré-
congelamento. Comparando-se os concentrados de plaquetas "secas” pré-

congelamento e criopreservados, foram observadas diferengas estatisticamente
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significativas na porcentagem de plaquetas positivas para os antigenos CD41,
CD42b, CD62p, para a ligacéo da anexina V e para a IMF dos antigenos CD41 e
CD62p. A IMF do antigeno CD42 nao apresentou diferenca estatisticamente
significantiva. Estes resultados podem ser observados na Tabela 7. A ilustragao da
identificac&o por citometria de fluxo da ligacdo da anexina V e da expressédo dos
antigenos CD41, CD62p e CD42b nas plaquetas criopreservadas pode ser

visualizada na Figura 4.
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Tabela 7. Mediana da contagem plaquetaria, dos parametros morfologicos e
bioquimicos, da expressdo dos receptores de superficie da membrana plaquetaria e
da formacgéao da superficie pré-coagulante dos concentrados de plaquetas "secas”

pré-congelamento e criopreservados.

Plaquetas "secas” Plaguetas "secas” p

pre-congelamento criopreservadas
Plaguetas (x10"'/U) 1,93 (0.6 - 3,1) 1,34 (0,54 - 2,46) <0,001
VPM 6,8 (5,8 -8,8) 9,1(7,5-12,9) <0,001
DHL (U 703 (441 - 906) 3453 (964 - 14886) <0,001
CD41 (%) 98,0 (93,9 - 99) 93,3 (87,2 -98,1) <0,001
CD41 (IMF) 270,5 (145,6 - 458,3) 560,5 (196,1 - 736,8) <0,001
CD42 (%) 97,3 (94,1 - 99,3) 68 (40,2 - 83,6) <0,001
CD42 (IMF) 1178 (61,82 210,9) 1215 (32,2 -255,2) 0,72
CD62 (%) 19,8 (7 - 37,3) 60 (42 - 75,2) <0,001
CD62 (IMF) 31,5(16,2 - 42,8) 446 (25,9 - 65,6) <0,001

Anexina V 30,9(7.1a731) 70,7 (61,2 - 85,2) <0,001
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Comparando-se a porcentagem de agregacdo com ADP, com epinefrina, com

colageno e com acido aracdbénico dos concentrados de plaquetas "secas” pré-

congelamento com os criopreservados, foram evidenciadas diferencas

estatisticamente significativas para todos os agonistas. A associa¢do dos agonistas

ADP/epinefrina e ADP/colageno aumentou a porcentagem de agregacdo em

comparagao com a avaliagao isolada dos mesmos. As medianas destes resuitados

estio descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Porcentagem de agregacao dos concentrados de plaquetas "secas” pré-

congelamento e criopreservados e analise da associagéo de agonistas.

Agonistas Agregacéao (%) P
Plaguetas "secas” Plaquetas "secas”
pré-congelamento Criopreservadas

ADP 76 (21,4 - 110) 16,1 (2,3 -34,1) < 0,001

Epinefrina 26,8 (2,7 - 138,2) 21,6 (0-47,3) 0,04

Colageno 110 (82,7 - 144.,5) 60 (10 - 88,6) < 0,001

Ac. Aracdénico 105 (7,7 - 143,2) 225(4,5-69,1) < 0,001

ADP e Epinefrina NR?® 48,6 (6,4 - 79,5) NAP

ADP e Colageno NR? 77,3{(11,4-132.7) NA®

a. NR, nao realizado;
b. NA, nao avaliado.
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4.3. Comparacao entre os Concentrados de Plaquetas “Secas™
Criopreservados com ThromboSol® e aqueles criopreservados com DMSO 5%.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre grupo
criopreservado com ThromboSol® e aquele criopreservado com DMSO 5%, pré-
congelamento, com relaco & concentragio plaguetaria, ao pH, ao VPM, ao
contetdo de glicose e de DHL. A porcentagem de expresséo dos antigenos CD41,
CD42b, CD62p e da ligagdo anexina V também nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos. No entanto, a IMF para os
antigenos CD41, CD42b, CD62p foi significativamente maior no grupo
criopreservado com ThromboSol®. Ainda considerando os valores pré-
congelamento, a porcentagem de agregacao com ADP foi significativamente menor
no grupo criopreservado com ThromboSol®, enquanto a porcentagem de agregacao
com colageno foi significativamente maior. A agregagao com acido aracddnico foi
maior no grupo criopreservado com ThromboSol®, porém nao estatisticamente
significativo. Os resultados pré-congelamento obtidos com cada grupo e a
comparacao entre eles podem ser visualizados na Tabela 9.

A perda plaquetaria associada a criopreservagao com ThromboSol® e com
DMSO 5% foi de 19% para ambos 0s grupos.

No grupo criopreservado com DMSC 5%, todos os parametros avaiiados pré-
congelamento e pés-congelamento apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, exceto a porcentagem de agregacédo com epinefrina. No grupo

criopreservado com ThromboSof®, todos os parametros estudados apresentaram
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diferengas estatisticamente significativas. Estes resultados podem ser ocbservados

nas Tabelas 10e 11.

A comparagéo entre os concentrados de plaquetas criopreservados com
ThromboSol® e os com DMSO 5% evidenciou diferencas estatisticamente
significativas para os niveis de DHL, porcentagem de plaquetas positivas e IMF do
antigeno CD42, e porcentagem de ligagdo da anexina V. A porcentagem de
agregac¢ao com colageno foi significativamente menor no grupo criopreservado com
ThromboSol®. A porcentagem de agregacao com acido aracddnico e com a
associagao de ADP e epinefrina também foi menor no grupo criopreservado com
ThromboSol®, porém nio estatisticamente significativo. Os resultados podem ser

visualizados na Tabela 12.



Tabela 9. Comparagao, pre-congelamento, entre os concentrados de plaquetas

"secas" criopreservados com ThromboSol® e agueles criopreservados com DMSO

5%.

Plaquetas "secas”

Grupo ThromboSol®  Grupo DMSO 5% p
Plaguetas x10"/U 2(0,9-31) 1,25 (0,6 -2,2) -
Plaquetas x10%ul 11470 (5280 - 17380) 8840 (2505 - 12820) 0,15
pH 7 (6,4 -7,6) 7 6.7 -7.5) 1
VPM (fi) 6,8(5,9-7,9 6,55 (5,8 - 8,8) 0,4
DHL (U/) 886,5 (426 - 1518) 679,5 {433 - 1918) 0.7
Gilicose (g/dl) 246 (191 - 454) 231 (159 - 366) 0.08
CD41 (%) 97,6 (95,3-99) 98,2 (94 -99) 0,9
CD41 (IMF) 297,1(145,6 - 458,3) 233,68 (159,3 - 304) 0,01
CD42b (%) 97,3 (84,2 - 98,6) 96,8 (95,9 - 99,3} 0,9
CD42b (IMF) 140,5 (61,8 - 211) 89,4 (62,7 - 177.8) 0,03
CD62p (%) 18,9 (7 -37,3) 19,9 (10,4 - 36,2) 0,6
CD82p (IMF) 34 (21,1 -42,8) 25,4 (16,3 - 34) 0,003
Anexina V (%) 29,1 (11-43) 34,1(7-73) 0.1
ADP (%) 414(214-110)  88,7(39,1- 106,4) 0,003
Epinefrina (%) 40,5 (6,8 -138,2) 15,564 -114.,5) 0,2
Colageno (%) 113,2 (103,2 - 144,5) 1059 (62,7 - 118,2) 0,01
Acido aracdonico (%) 113,2(78,2-143,2) 1009 (7,7 -13589) 0,05
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Tabela 10. Analise pré e pés-congelamento dos concentrados de plaguetas "secas”

criopreservados com ThromboSol®.

Plaquetas "secas"” Criopreservagéo p

Grupo ThromboSol  GrupoThromboSol®

Plaquetas (x10"/U) 2(0.9-3,1) 1,55 (1 - 2,5) 0,002

VPM 6,9 (5,9 -7,9) 8,9 (7.5-11,3) 0,001

DHL (U 886,5 (426 - 1518) 7175 (1197 - 14886) < 0,001
CD41 (%) 97,6 (95,3 - 99) 93,1(87,2-97,3)  <0,001
CD41 (IMF) 297,1 (145-458)  571(196,1-736,8) < 0,001
CD42b (%) 97,3 (94,2 - 98,6) 61,6 (40,2-77.1)  <0,001
CD42b (IMF) 140 (61 - 210) 99,9 (32,22130,7) 0,002

CD62p (%) 18,9 (7 -37.3) 63,5(425-752)  <0,001
CD62p (IMF) 34,8(21,1-42,8)  468(323-659)  <0,001
Anexina V (%) 29,1 (11 - 43) 735(51,2-852)  <0,001
ADP (%) 41,4 (25,4 - 110) 15,9 (3,2 - 34,1) < 0,001
Epinefrina (%) 40,5 (6,8 -138,2) 23,6 (0-34,1) < 0,001
Colageno (%) 113,2 (103,2-144,5) 40,9 (10-71,8) < 0,001

Acido aracdénico (%) 1132 (78,2 - 143,2) 17,7 (64 - 33,2) < {3,001




Tabela 11. Andlise pre e pds-congelamento dos concentrados de plaquetas "secas”

criopreservados com DMSO 5%.

Plaguetas "secas" Criopreservacao o)

Grupo DMSO 5% DMSO 5%
Plaguetas (x10"/U) 1,4 (0,6 -2,2) 1,1 (0,54 - 1,65) 0,002
VPM 6,55 (5,8 - 8,8) 9,6 (7,7 - 12,9) 0,002
DHL U/ 6795 (433 - 1918) 2018 (964 - 5192) <0,001
CD41 (%) 98,2 (94 -99) 93,5 (92 - 98,1) 0,002
CD41 (IMF) 233,7 (1594 -304)  521,1 (201 -726,8) <0,001
CD42b (%) 96,8 (95,9 - 99,3) 77 (63,8 - 83,6) <0,001
CD42b (IMF) 89,4 (62,7 - 177.8) 142 (58 - 255,2) 0,04
CD862p (%) 18,9 (10,4 - 36,2) 58,1 (42 - 70) <0,001
CD62p (IMF) 25,38 (16,2 - 34) 43,2 {25,9-50,3) <0,001
Anexina V (%) 341(7-73) 62,9 (54,3 -78,2) <0,001
ADP (%) 88,7 (39,1 - 106,4) 17,3 (2,3-23,2) 0,002
Epinefrina (%) 15,5 (6,4 - 114,5) 20,5 (2,7 - 47.3) 0,64
Colageno (%) 105,89 (62,7 - 118,2) 85,8 (38,6 - 88,6) <0,001
Acido aracdénico (%) 100,98 (7.7 - 135,9) 34,1(4,5-69,1) 0,002
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Tabela 12. Criopreservacio com ThromboSol® versus criopreservagdo com DMSO

5%.

Criopreservacao Criopreservacgéo p
ThromboSol® DMSO 5%

Plaquetas (x107/U) 1,55 (1-2,5) 1,1(0,54 - 1,65) R
VPM 8.9(7.5-11,3) 9.6 (7,7 - 12,9) 0,09
DHL (U 7175 (1197 - 14886) 2018 (964 - 5192) <0,001
CDh41 (%) 93,1(87,2-97,3) 93,5(82-98,1) 0,28
CD41 {IMF) 571(196,1-736,8) 521,1 (201 - 726,8) 0,48
CD42b (%) 61,6 (40,2 - 77,1) 77 (53,8 - 83,6) 0,01
CD42b (IMF) 99,9 (32,2 a 130,7) 142 (58 - 255,2) 0,004
CD62p (%) 63,5 (42,5 - 75,2) 59,1 (42 - 70) 0,12
CD82p {IMF) 46,8 (32,3 -85,9) 43,2 (25,9 - 50,3) 0,08
Anexina V (%) 73,5 (51,2 - 85,2) 62,9 (54,3 - 78,2) 0,005
ADP (%) 15,9 (3,2 - 34,1) 17.3(2,3-23,2) 1
Epinefrina (%) 236 (0-34,1} 20,5 (2,7 - 47,3) 0,68
Colageno (%) 409 (10-71,8) 65.9 (38,6 - 88,6) 0,005
Acido aracdénico (%) 17,7 (6,4 - 33,2) 34,1 (4,5-68,1) 0,06
ADP/Epinefrina (%} 43,2 (6,4 - 68,8) 58,3 (10,5 -79,5) 0,06
ADP/Colageno (%) 70,9 (11,4 -132,7) 77,8 (61,8 - 100,5) 0.4
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5. DISCUSSAOQ

Quando avaliado o niumero de plaquetas coletadas por litro de volemia
processada, a coleta dos concentrados de plaquetas "secas”, realizada por ciclo,
apresentou rendimento semelhante ao observado na coleta convencional (0,9x10"
versus 1,0x10""). Para ndo alterar o volume dos concentrados de plaguetas "secas”,
o contetdo do cinto de separag¢ao foi direcionado para a bolsa do concentrado de
plaguetas com concentracao convencional durante a fase de reinfusao, ¢ que pode
ter contribuido para a pequena diferenca observada.

Houve, propositaimente, maior processamento € coleta na forma
convencional, porque estes concentrados seriam destinados a transfuséo e deviam
obedecer aos padries de qualidade exigidos pela instituicao.

A mediana do volume dos concentrados de plaquetas "secas” fol inferior a2
20 ml, e a concentracao foi, em média, 10 vezes superior & observada nos
concentrados de plaguetas convencionais, obedecendo a proposta inicial desse
estudo.

A coleta por ciclos nao prejudicou a leucorreducgao. Com excegao do
concentrado de plaquetas N° 10, todos os demais continham menos do que
10° leucocitos por unidade. A leucorredugao provaveimente nao influenciou os
resultados do presente estudo, uma vez que ela nao altera a porceniagem de
recuperacéo plaguetaria ap6s o congelamento e descongelamento (VALERI et al,,

2003).
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Como os controles microbiologicos foram negativos pré-congelamento, ©
isolamento de uma amostra de Staphylococcus aureus no concentrado de plaquetas
N2 19, apds a criopreservacao, pode exemplificar o risco de contaminagdo associado
a abertura do sisterna para a introdugao do criopreservante. Em contrapartida, apos
a infusdo do DMSO, os concentrados de plaquetas sdo rapidamente
criopreservados, o que reduz a possibilidade de proliferagcao bacteriana (SNYDER e
CHAMPNESS, 1997). A contaminacao pbde também ter ocorrido no momento da
coleta da amostra para a cultura, ja que as bolsas de criopreservagio nao previam
um local para adequada desinfecgéo e coleta da amostra, exigindo maior
manipulagéo.

O processo de congelamento € descongelamento, e nao o tempo de
criopreservacao, estd implicado no aparecimento de lesbes plaquetarias. DALY et al.
(1979) estocou concentrados de plaquetas em fase de vapor de nifrogénio liquido e
observou que o0 amazenamento por até trés anos nio aumentou a perda
plaquetaria. MELARAGNO et al. (1985} e VALERI et al. (2003) observaram menor
recuperacao plaguetaria apos dois anos de criopreservacéo a -80°C. No presente
estudo, a mediana de154 dias (45 - 245) de criopreservacao em fase de vapor de
nitrogénio liquido provavelmente nao influenciou nos resultados obtidos.

O volume final de congelamento dos concentrados de plagueias foi
padronizado em 40 mi por motivos técnicos. Na op¢ao pelo congelamento
programado, foi considerado que o congelamenio deste volume, de forma nac
controlada, poderia ocorrer muito rapidamente e propiciar a formacao de cristais de

gelo capazes de romper a membrana celular (CANALES et al., 1999). Na op¢ao peio
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armazenamento em fase de vapor de nifrogénio, foi considerado que a ocormréncia de
eventuais oscilagdes térmicas poderiam interferir nos resultados (SPECTOR et al.,
1977).

No presente estudo, a porcentagem de perda plaguetaria associada &
criopreservacdo com ThromboSo!® foi similar 2 observada com a utilizacao de
DMSO 5%. A perda plaquetaria associada a utilizagao de DMSO 5% foi semelhante
a observada por SHIFFER et al. (1976) e IMHOFF et al. (1983) que obtiveram,
respectivamente, 19% e 21%. Porém, foi maior que aquela observada por FUNKE et
al. (1995) que obteve 15%. Utilizando ThromboSoi®, no entanto, a perda plaquetaria
fol inferior @ observada por PEDRAZZOL! et al. (2000), LOZANQ et al. (2000) e
CURRIE et al. (1899) que obtiveram 49%, 30% e 28,8%, respectivamente. Estes
autores utilizaram congelamento nao controlado e estocaram a temperatura de -
80°C. Portanto, assim como observado por PEDRAZZOLI et al. (2000), no presente
estudo, o congelamento programado parece ter contribuido para a melhor
porcentagem de recuperacgao plaquetaria ao se utilizar o ThromboSol® com
criopreservante.

O DMSO apresenta um papel importante na estabilizagcdo das membranas
citoplasmatica e do sistema tubular denso das plaquetas (ARNAUD, 1989). A
concentragao final de DMSOC nos concentrado de plaquetas guando utilizado
ThromboSol® é de apenas 2%, o que pode estar associada 4 maior instabilidade das
membranas e a maior perda plaquetaria associada ao processo de congelamento e
descongelamentc em comparacio ao DMSO 5%. Em contrapartida, o aumento da

concentragdo DMSO para 10% n&o diminui a perda associada a criopreservacéo
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(LAZARUS et al., 1981). A hiperconcentracio plaquetaria estd associada a maior
porcentagem de perdas no processo de transferéncia de bolsas para o
congelamento (MURPHY et al., 1974; SHEPHERD et al., 1984). Dessa forma, a
elevada concentragio plaquetaria no presente estudo pode ter ainda superestimado
a porcentagem de perda associada a criopreservagio.

A ocorréncia de ativacio plaquetaria e conseqiiente diminuic&o da sobrevida
plaquetaria in vivo tora-se evidente quando o pH dos concentrados de plaquetas for
inferior a 6,4 (DUMONT et al., 2002). Neste estudo, os concentrados de plaquetas
"secas" apresentaram valores de pH significativamente menores do que os
concentrados de plaquetas convencionais (7,02 versus 7,34, p<0,001). Como as
medidas foram realizadas menos de 3 horas apos a coleta, a diferenca observada
pode sugerir que a hiperconcentracao dificultou a troca gasosa, ocasionando maior
metabolismo anaerdbico e, conseqientemente, a formagao de acido lactico. A
significativa redugéo do contetido de glicose dos concentrados de plaguetas "secas”
também sugere a ocorréncia de metabolismo anaerdbico.

Apesar do pH observado nos concentrados de plaquetas "secas” ndo estar
associado a alteracgdes plaquetarias significativas, a sua rapida redugao pode se
constituir em um fator limitante para o processamento de plaquetas na forma
hiperconcentrada. Dumont et al. (2002) utilizaram concentragdes plaquetarias trés
vezes menores que a empregada neste estudo e, apds 48 horas, obtiveram maior
ativagao e menor rendimento transfusional que a estocagem na concentragao

convencional.
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Para evitar a rapida redugo do pH em situagdes de hiperconcentragio, seria
de grande utilidade estabelecer uma relagéo entre a concentragéo plaquetaria e
tempo de estocagem. Além disso, a suplementacao do meio de suspenso das
plaguetas com acetato, conforme proposto por BERTOLINI et al. (1992), poderia
melhorar a oferta metabdlica, diminuir o consumo de glicose e evitar a acidificagio
do meio.

A auséncia de diferencas significativas no VPM entre os concentrados de
plaquetas convencionais e "secas” sugere que a hiperconcentragao nio provocou
mudangas conformacionais associadas ao processo de ativacao (MURPHY et al.,
1970; KLINGER et al., 1996). Como ¢ DMSO néao altera a morfologia plaquetaria, o
aumento significativo do VPM apés o descongelamento deve ser atribuida
unicamente & criopreservagédo (CROWLEY et al., 1974;: BOCK et al., 1995).

O aumento da concentragao de DHL nos concentrados de plaguetas nao tem
correlacao com a ativagéo plaquetaria, mas indica a ocomréncia de lise (RINDER et
al., 1993). Os niveis de DHL significativamente mais slevado nos concentrados de
plaguetas "secas” sugere que a coleta na forma hiperconcentrada tenha provocado
maior afrito entre plaquetas, tubos de coleta e bolsas plasticas. O aumento na
concentracao de DHL nos concentrados de plaquetas "secas” nao tem sido
reportado por ouiros autores.

A criopreservacéo aumentou a concentracdo de DHL de forma intensa em
relagio aos valores pré-congelamento, comprovando a ocormréncia de lise associada
ao processo. Antes da criopreservagéo, os niveis de DHL do grupo criopreservado

com ThromboSol® era semelhante ao do grupo cricpreservado com DMSO 5%. No
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entanto, apos a criopreservagéo, houve aumento significativamente maior no grupo
criopreservado com ThromboSol® quando comparado aquele criopreservado com
DMSO 5% (p<0,001), sugerindo menor estabilidade da membrana plaquetaria com a
utiizagéo do primeiro.

A integrina ayipPs esta naturalmente presente na membrana plaguetaria. Com
a ativagao, ocorre a externalizagéo do pool contido no SCA e nos granulos alfa
(NURDEN, 1997). O movimento de externalizagéo é melhor avaliado pela
intensidade média de fluorescéncia (IMF), uma vez que as plaquetas sao
naturaimente positivas para o antigeno (ESCOLAR e WHITE, 2000). Quando
comparado aos concentrados de plaquetas convencionais, a ativagao sofrida pelos
concentrados de plaquetas "secas" néo foi intensa o suficiente para promover a
externalizagao da integrina aysB3. Em contrapartida, a criopreservacéo elevou
significativamente a IMF desta integrina.

Além do movimento de externalizacdo, a ativagao plaquetaria desencadeia
mudangas conformacionais na integrina aypBs, que passa a funcionar como recaptor
de superficie para o fribrinogénio, fator de von Willebrand (FVW), fibronectina e
vitronectina, facilitando a adesao das plaquetas entre si e ao subendotélio vascular
(CHARO et al.,1994). No presente estudo, a diminuigao da porcentagem de
expressaoc da integrina oyipPs de 98% para 93,3% néao foi concordante com o
significativo aumento da IMF. Come o anticorpe utilizado neste estudo reconhecia
apenas a forma n&o ativada da integrina o3, @ redugéo da porcentagem de

plaguetas positivas pode sugerir a ocorréncia da mudanca conformacional do
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receptor e/ou a adesao de proteinas especificas do plasma (GINSBERG et al., 1990;
ESCOLAR e WHITE, 2000).

Ao contrario da integrina ayuP3s, @ ativagao plaguetéria promove a
intemalizagé@o do complexo GPIb-1X-V, havendo, portanto, a redugao da
porcentagem de expresséo e da IMF (NURDEN, 1997; ELISABETH et al., 1981).

Quando comparados os concentrados de plaquetas convencionais e "secas”,
¢ segundo n&c apresentou redugio da porcentagem de expressdo e da intensidade
média de fluorescéncia do complexo GPIb, confimando o que foi observado para
integrinacusPBs. Os concentrados de plaquetas criopreservados, no entanto,
apresentaram significativa redugéo da porcentagem de expressao do complexo GPlb
{p<0,001), sugerindo a ocorréncia de ativacao plaquetaria.

O grupo de concentrados criopreservados com ThromboSol® apresentou
significativa redugéo da expressdo do complexo GPlb quando comparado ao grupo
criopreservado com DMSO 5% (p=0,01). O mesmo foi observado por PEDRAZZOLI
et al. (2000), e este achado sugere que a criopreservacéo com ThromboSof® esta
associada a maior ativacao plaquetaria.

O complexo GPIb atua como receptor para o FVW do subendotélio vascular
em condigGes de fluxo e, do ponto de vista fisioldgico, a intemalizagéo implica na
diminuigdo da capacidade adesiva das plaquetas na necessidade de estimulos mais
polentes para a ativac&o e na menor resposta agregatéria (KROLL et al., 1996:
LOZANO et al., 1997; GOTO et al., 1998). A ativagao induzida pela criopreservagao
pemmite identificar uma subpopulagdo com expressao nomal e outra com expressio

reduzida do complexo GPlb (BARNARD et al., 1999). No presente estudo, a
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subpopulagao com expressac normal representou 68% da populagdo estudada. A
capacidade de ades&o plaquetaria em condigbes de fluxo somente é
significativamente afetada se a redugéo do complexo GPIb na superficie plaquetaria
for maior que 50% (ZANTEN et al., 1998). Dessa forma, considerando os resultados
obtidos com as analises da integrina ayf; e do complexo GPIb, os concentrados de
piaquetas "secas" criopreservados mantiveram potencial para agregacéo e adesio.

A p-selectina esta presente nos granulos alfa das plaquetas e atua como
receptor de superficie capaz de mediar a interagé@o das plaquetas com neutréfilos e
monocitos (HAMBURGER e McEVER, 1990). Apesar de ser um marcador sensivel e
que se eleva gradativamente com a ocorréncia de ativagio, a sua correlagdo com a
sobrevida plaquetaria in vivo ainda nao estd bem definida (RINDER et al., 1991;
HOLME et al., 1997; STOHLAWETZ et al., 1999). No presente estudo, foram
observados, respectivamente, 15% e 19,8% de plaquetas positivas para p-selectina
nos concentrados de plaguetas convencionais e "secas”. Estes valores, embora
significativamente diferentes (p<0,001), estao dentro da variacio de 12% g 25% de
plaguetas p-selectina positivas, esperada para os concentrados de plaguetas
coletados por aférese (METCALFE et al., 1997; HOLME et al., 1997).

Apos a criopreservagao, foi observado que 60% de plaquetas eram positivas
para p-selectina. Nao houve diferencas entre o grupo criopreservado com
ThromboSof® e o com DMSO 5% {p=0,12). LOZANO et al. (1999) obtiveram,
respectivamente, 42% e 38% de plaquetas p-selectina positivas, utilizando DMSO
6% ou ThromboSol®, enquanio CURRIE et al. (1999) obtiveram, respectivamente.

50% e 40% utilizando os mesmos criopreservantes. ROTHWEEL et al, (2000}
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obtiveram 41% de plaquetas p-selectina positivas, utilizando DMSO 5%. Nesses
estudos, a porcentagem de plaquetas p-selectina positivas pré-congelamento estava
ao redor de 20%. Dessa forma, quando comparados aos resuitados do presente
estudo, a porcentagem de plaquetas p-selectina positivas pré-congelamento nao
contribuiu para a maior porcentagem de plaquetas p-selectina positiva apds a
criopreservagao.

Avaliando a porcentagem de expressao da p-selectina, pode-se sugerir que a
criopreservagio na forma hiperconcentrada produziu maior ativagdo. No entanto,
deve-se ponderar que a lavagem excessiva remove a p-selectina da superficie
plaquetaria (MICHELSON et al., 1996). Da mesma forma, as plaquetas
excessivamente ativadas ou degranuladas podem ser negativas para p-seiectina,
conforme observado nas populagdes plaguetarias com expressao reduzida do
complexo GPlb (BARNARD et al., 19989).

Na presencga de ions céicio, a anexina V é uma proteina com capacidade de
se ligar fortemente aos fosfolipides de carga negativa, como a fosfatidilserina (FS).
Em decorréneia da ativagao, a FS se move da camada intemna para a camada
externa da membrana, originando uma superficie pré-coagulante capaz de
potencializar a formacao de trombina (JAMIESON, 1997). A auséncia de formacao da
superficie pré-coagulante origina um distdrbio hemorragico conhecido como
sindrome de Scolt (BROOKS et al,, 2002).

Ao contrario da p-selectina, cujo aumento € gradual durante a estocagem, a
ligagao da anexina V aumenta lentamente nos primeiros cinco dias de estocagem e,

rapidamente, apos esse periodo (MATSUBAYASHI et al., 1999). A rapida elevacao
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da capacidade de ligagido da anexina V no final da estocagem pode néo refletir a
ocormréncia de ativagdo, mas o inicio do mecanismo de apoptose (GAFFET et al.,
1994; LI et al., 2000). Ndo houve diferenga estatistica na porcentagem de ligagéo da
anexina V quando comparados os concentrados de plaquetas convencionais
"secas". Em contrapartida, a porcentagem de expressao ao redor de 30% obtida no
presente estudo foi elevada, se for considerado que MATSUBAYASHI et al. (1999) e
SHAPIRA et al. (2000) obtiveram valores inferiores a 10% para concentrados de
plaquetas recém coletados. Essa diferenga pode ser atribuida, pelo menos em parte,
a diferengas na técnica de preparag@o das amostras. No presente estudo néo foi
utilizada solug@o tampac contendo magnésio. O magnésic sabidamente inthe a
polimerizacdo da actina e a ativagao plaquetaria (HEPTINSTALL et al., 1995, SHEU
et al., 2‘002). Como o ensaio para anexina V utiliza plaquetas nao fixadas, pode ter
ocorrido ativagao durante as sucessivas lavagens, incubagdes e centrifugagoes para
O preparo.

A criopreservacdo aumentou significativamente a porcentagem de ligacao da
anexina V. Quando comparadoc ao grupo criopreservado com ThromboSol®, a
ligacao da anexina V foi significativamente menor no grupo criopreservado com
DMSO 5%, sugerinde melhor preservacdo com o Gltimo (p=0,005). A porcentagem
de ligacdo da anexina V apreseniou boa correlagdo com a expressaoc da p-selectina
nos concentrados de plaquetas "secas" e nos criopreservados e parece ter
apresentado maior sensibiidade que a p-selectina na detecgaoc de ativagado nos

concentrados de plaguetas criopreservados.
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Os concentrados de plaquetas obtidos por aférese podem apresentar
resposta agregatoria diminuida, portanto a utilizagso de doses convencionais de
agonistas pode n&o avaliar integraimente o potencial de resposta dessas plaquetas
(Vostal et al., 2000). Além disso, a criopreservagao diminui ainda mais a resposta
agregatéria (TORRETTA et al.,, 1998; SHAPIRA et al., 2000). Para que os resultados
de agregacao pré-congelamento pudessem ser comparados com os pos-
congelamento, foram utilizadas as mesmas concentragdes de agonistas em ambos
os momentos. As concentragbes empregadas foram selecionadas a partir das
respostas obtidas em estudos prévios de criopreservagao de plaquetas (SPECTOR
etal,1977; IMHOFF et al,, 1983; VAN PROOIJEN et al, 1985; LOZANO et al.,
2000).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas na porcentagem de resposta agregatéria entre concentrados de
plaquetas convencionais e "secas", quando utilizado colédgeno ou acido aracddnico
come agonistas. Em contrapartida, as agregacdes com ADP ou com epinefrina
foram significativamente menores nes concentrados de plaguetas “secas” (p<0,001).
A redugao do pH nos concentrados de plaguetas "secas” pode ter contribuido paraa
diferenga observada, uma vez que o meio mais acido esta associado a menor
resposta dos receptores transmembrana que atuam sobre a proteina G {(HO e
CHAN, 1995).

A resposta agregatdria excepcionalmente fraca observada na amostra N°2
quando utilizado ADP ou epinefrina foi confirmada em amostra de plasma rico em

plaquetas (dados néo discriminados). A auséncia de resposta ao ADP e & apinefrina
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ja havia sido documentada em doadores normais e pode ser atribuida a um defeito
na mobitizagdo dos ions célcio no citosol plaquetario (SCRUTTON et al,, 1981;
JILMA-STOHLAWETZ et al., 2001).

A via de ativagdo do colageno parece sofrer menor influéncia dos efeitos da
criopreservacdo. Apesar de ser significativamente menor do que a porcentagem de
agregacao pré-congelamento (p<0,001), a obten¢do de 60% de agregacao com
colageno ap0s a criopreservagao evidencia, mesmo que parcialmente, a
manutencao da integridade funcional das plaquetas estudadas. Utilizando a mesma
concentragao do agonista, a porcentagem de agregacao foi semelhante a observada
por SHEPHERD et al. (1983) que obteve 63%, e superior aquelas observadas por
BALDUINI et al. (1993) e LOZANO et al. (2000)37 que obtiveram, respectivamente,
15% e 25%. Maiores concentragdes de colageno promovem melhor resposta
agregatornia, porém em concentragdes acima de 40 ug/d! pode ocorrer a lise
plaquetaria (VAN PROOIJEN et al. (1996).

No presente estudo, a porcentagem de agregacao com acido aracddnico foi
significativamente menor nos concentrados de plaguetas criopreservados quando
comparados aos resultados obtidos pré-congelamento (p<0,001). Este resultado foi
semelhante ao observado por LOZANO et al. (2000), que utilizaram a mesma
concentracio do agonista. A redugio concomitante da porcentagem de agregacao
com ADP e com éacido aracddnico sugere que a via da cicio oxigenase {COX-1) ndo
foi exclusivamente comprometida.

Quando utilizado a epinefrina como agonista, nao foram observadas

diferencas estatisticas entre os vaiores pré-congelamenio e pés-congelamento. No
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entanto, a porcentagem de agregag&o com epinefrina ja era excessivamente baixa
nos concentrados de plaquetas "secas” antes do congelamento, sugerindo que o
agonista foi inadequado para avaliar estes concentrados de plaguetas.

A associagdo de agonistas permite uma melhor avaliagéo do potencial de
resposta das plaquetas em situagdes de hipoagregacio. No presente estudo, a
associacao dos agonistas ADP/epinefrina e colageno/epinefrina produziram melhor
resposta agregatoria do que o uso isolado dos mesmos e sugere que o
comprometimento das respectivas vias de ativacao influenciaram na redugéo da
resposta agregatoria. (TORRETTA et al., 1998; XIAO et al., 2002).

Nao ha dados nesse estudo para explicar a agregacao com ADP pré-
congelamento significativamente menor no grupo criopreservadc com ThromboSol®
{p<0,001). No entanto, essa diferenga parece néo ter influenciado os resultados de
agregacao com ADP pbs-congelamento. Em contrapartida, a porcentagem de
agregacao com colageno e com acido aracdbnico pré-congelamento foram maiores
no grupo criopreservado com ThromboSol® quando comparada ao grupo
criopreservado com DMSO 5% (p=0,01 e p=0,05, respectivamente), evidenciando
bom potencial para agregacio nos dois grupos.

Quando foram comparados 0s resultados de agregacéo do grupo
criopreservado com ThromboSol® aquele criopreservado com DMSO 5%, houve
diferenca estatistica, faverecendo o segundo grupo, com a utilizacso do colageno
como agonista. Apesar de nao ser esiatisticamente diferente, a porcentagem de
agregacao com acido aracdOnico e com a associagdo dos agonistas ADP/epinefrina

foram maiores no grupo criopreservado com DMSO 5%. Esses resultados sugerem
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maior reserva funcional dos concentrados de plaquetas criopreservados com DMSO
5%

De modo geral, apos a criopreservacéo, um terco das plaquetas sao lisadas,
um terco sofrem ativagao e um terco permanecem intactas. No momento, ndo sao
conhecidas as razbes porque algumas plaquetas permanecem intactas, enquanto
outras sofrem ativagéo ou lise. As plaquetas que sobrevivem a criopreservacéo,
apods a transfusao autdloga, apresentam sobrevida média e incremento plaquetario
maior do se estocadas a temperatura ambiente por 5 dias (VALERI et al., 2002;
MURPHY, 2002).

Em condigbes ideais, as plaquetas sao células que permanecem na
circulagéo por cerca de 10 dias (HANSON e SLICHTER, 1985). Como envelhecem
rapidamente, ao coleta-ias, obtém-se um grupo com idade muito heterogénea. As
plaquetas mais velhas podem ja conter alteracbes degenerativas e reagir de forma
insatisfatoria ao estresse da estocagem (ARNAUD, 1999). Estimulando-se a
producdo de plaquetas com trombopoietina é possive! obter, aiém de uma grande
quantidade de plaquetas para criopreservacao, uma popula¢éo mais jovem. Quando
criopreservadas, as plaquetas estimuladas com trombopoietina apresentam
meihores par@metros morfoldgicos e funcionais, in vitro, do que aquelas obtidas sem
a estimulagao (VADHAN-RAJ et al.; 1999). No entanto, embora menos intensas, as
lesGes plaquetarias induzidas pela criopreservac@o também ocorrem nas plaguetas
mais jovens, e os resultados transfusionais com estas plaquetas sio semelhantes
aos obtidos com plaguetas néo estimuladas com trombopoietina (VADHAN-RAJ et

ai,, 2002). Deve-se também considerar os efeitos adversos associados ao uso da
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trombopoietina e os aspectos econdmicos e logisticos desse tipo de procedimento
(PERSEGHIN e DASSI., 2002).

A coleta de plaquetas "secas” por aférese & um recurso nunca empregado na
obtencgao de plaquetas para criopreservacio. No presente estudo, ao se coletar
concentrados de plaquetas "secas” para a criopreservagio, procurou-se diminuir a
manipulagao e a consequiente ativagao plaquetaria induzida por muitiplas etapas de
centrifugacao e lavagem. No entanto, as plaguetas séo células que desprendem boa
parte de sua energia para a manutengio da forma inativa, e a hiperconcentracgio
pode ter ocasionado a rapida diminuicao do substrato energetico das plaquetas e
maior ativacgao.

Os inibidores das vias intracelulares da segunda transmissaoc contidos no
TrhomboSol®, quando utilizados isoladamente, nao inibem a ocoméncia de ativacido
plaquetaria. A amilorida inibe a bomba de sédio e potassio, evitando a diminuigao do
pH intraplaquetario e a conseqgiente liberagao de caicio do STD. O nitroprussiato de
sodio e a adenosina aumentam os niveis de 6xido nitrico, o que aumenta a producao
de AMP e GMP ciclicos, inibindo a agéo de agonistas da ativagéo plaquetaria que
podem estar presentes no meio em suspensao (CONNOR et al., 1996)128.

A reduzida concentracao de DMSO na composicdo do ThromboSol® pode ser
implicada na ocorréncia de maior lise e de maior ativagdo plaquetaria associada ac
uso deste criopreservante.

O mecanismo de ativagéo plaquetaria associada a criopreservacac ainda nao
esta totalmente compreendido. Acredita-se que a ativacao ndo ocorra

exclusivamente pela estimulagéo de receptores da superficie, mas seja secundaria a
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les&o mecénica das membranas citoplasmatica e do STD, promovendo a abertura
de canais (REID et al., 1999). Esta comunicagado faz com que o calcio contido no
interior do STD extravase e produza mais ativagao (WINOKUR e HARTWIG, 1995).

Durante o resfriamento, as membranas passam do estado liquido para o
estado gelatinoso, resuitando em menor capacidade de reorganizacéo de sua
estrutura e em perda da integridade (REID et al,, 1999). Outra possibilidade
considera que a porgao polar dos fosfolipides de membrana é hidratada e, durante o
congelamento, ocorra desidratacdo celular o que provoca um aumento na densidade
dessa estrutura. Durante o processo de rehidratagdo, essas membranas se tomam
transitonamente permeaveis, permitindo a liberacao das substancias contidas no seu
interior e/ou a lise osmética das plaquetas (CROWE et al., 1998).

Para criopreservar plaquetas mantendo-as intactas serdo necessarios
desenvolver mecanismos capazes de estabilizar as membranas. A utilizacdo de
glicoproteinas anticongelantes ou dissacarideos para estabilizacdo da membrana
plaquetaria tem demonstrado resultados promissores (CROWE et al., 1999; TABLIN
et al,, 2001). Porem, serdc necessarios estudos adicionais para confimacéo dos
resultados obtidos por estes autores e para a determinacéo da toxicidade e da

viabilidade de aplicacdo destas técnicas em larga escaia.



6. CONCLUSOES

« Nos concentrados de plaquetas “"secas", a hiperconcentragéo plaquetaria foi
associada a maior ocorréncia de lise e ativagao plaquetaria. A primeira foi
evidenciada pelo aumento da concentragdo de DHL, enquanto a segunda,
pela redugao do pH, maior expressao da p-selectina e menor resposta

agregatdria com os agonistas ADP e epinefrina.

» A criopreservagédo dos concentrados de plaquetas “secas” promoveu aumento
significativo na ocorréncia de lise e ativac&o plaquetaria quando comparados
aos parameiros pré-congelamento. Porém, as plaguetas "secas”
criopreservadas mantiveram o potencial de adesao e, conforme a

estimulacao, o de agregagio.

« A criopreservacao dos concentrados de plaquetas “secas” com o crioprotetor
ThromboSol®, quando comparado ac DMSO 5%, esteve associada a maior
ocorréncia de lise e ativag@o plaquetaria. A primeira evidenciada pelo
aumento da concentracdo de DHL, enguanto a segunda, pela maior ligagao
da anexina V e menor resposta agregatéria com a utilizacao de coldgeno

COmo agonista.



€5

» Esse estudo sugere que, apos a coleta, 0s concentrados de plaquetas "secas”
devem ser prontamente criopreservados para evitar a rapida redugdo dopH e
a ocoméncia de ativagdo plaquetaria. Para a criopreservagio desses

concentrados, 0 DMSO 5% apresentou o melhor efeito crioprotetor.
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9. APENDICES
Artigos publicados durante a realizacao do mestrado.

LANDI, E.P.; MARQUES JUNIOR, J.F.C. Caracterizacdo da ativagio plaquetaria
nos concentrados de plaquetas por citometria de fluxo. Rev Bras Hematol

Hemoter, 25(1): 39-46, 2003.

LANDI, E.P.; ROVERI, E.G.; OZELO, M.C.; ANNICHINO-BIZZACCHI, J.M.:
ORIGA, AF.; REIS, AR.C.; SOUZA, C.A; MARQUES JUNIOR, J.F.C. Effects of
high platelet concentration in collecting and freezing dry platelets concentrates.
Tfansfusion and Apheresis Science, no prelo. Os resultados apresentados

fazem parte dessa tese.
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Transfusion and Apheresis Science xxx (2004) xxx-xxx
intl.elsevierhealth cotmfjournalsitras

Effects of high platelet concentration in collecting and
freezing dry platelets concentrates

Evaldo Pasquini Landi *®*, Eduardo Gasparotto Roveri 2,
Margareth Castro Ozelo ?, Joyce Maria Annichino-Bizzacchi 2,
Andreia Fernanda Origa ?, Aparecida Ribeiro de Cavalho Reis 2,
Carmino Antonio de Souza ?, José Francisco Comenalli Marques jr#
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Abstract

Objective. To evaluate, in vitro, the effects of collecting and cryopreserving fresh dry platelet concentrates (PCs).

Material and methods. Standard and dry PCs were coliected in the same apheresis procedure. PCs were evaluated by
mean piateiet volume (MPV), pH, glucose and LDH levels. Activation was examined by flow cytometry using anti-
CD41, anti-CD42 and anti-CD62p monocional antibodies and annexin binding assay. Platelet function was assessed by
aggregation using ADP, collagen and arachidonic acid as agonists. Dry PCs were compared 1o standard PCs and to
cryopreserved dry PCs. We also compared the use of ThromboSol (TS) to 5% DMSO as cryoprotectives.

Results. Dry PCs presented a significantly reduced pH and glucose (p < 0.001), increased LDH levels and CD62p
expression {p < 0.001) and diminished aggregation response to ADP {p < 0.001). Platelet cryopreservation was asso-
ciated with platelet lysis, activation and loss of function. Dry PCs cryopreserved with TS were assoctated with sta-
tistically higher LDH levels (p < 0.001) and a higher percentage of annexin binding {p = 0.005). in addition to a lower
number of CD42 positive platelets {(p = 0.01).

Conclusion. Dry PCs should be rapidly frozen after collection to avoid a fail in pH and platelet activation. 5% DMSO
performed better than TS to cryopreserve dry PCs.
© 2004 Published by Elsevier Ltd.

Keywords: Dry platelets; Cryopreservation; P-selectin: Annexin V

1. Introduction

Since Murphy and Gardner |1] reported that
platelet concentrates (PCs) were best preservesi at
22 °C rather than 4 °C, thcre has been little

" Corresponding, author. Tel s+ S5:11-4034-806%: fax: + 55- mmprovement in how PCs arc stored. Currenly,
1 1-40333540. platelet concentrates arc stored at 22 °C for only

E-mail address:  evaldolandi@saofrancisco.cdubr  (E.P. five days because nrolonged storage has been
Landi).
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associated with bacterial proliferation and trans-
fusion associated septicemia {2,3]. Even if bacterial
growth could be avoided or prevented, PCs would
have to be transfused by the seventh day of storage
at 22 °C due to activation and loss of platelet
function [4]}.

Platelet cryopreservation using 5% or 6% di-
methy!l sulfoxide (DMSO) is the best way to store
PCs for longer periods [S]. At this concentration,
DMSO is not toxic to platelets [6]. Although the
freezing and thawing process promotes activation
and cell lysis due to loss of membrane integrity,
cryopreserved platelets can be safety transfused
since they have displayed superior hemostatic
function and similar recovery as five day stored
PCs at 22 °C [7,8}

ThromboSol™ (Life Cell Corporation, The
Woodlands, US) (TS) is a newly developed highly
concentrated platelet storage solution, which con-
tains adenosine, sodium nitroprusside, arpiloride
and DMSO [9]. These substances act as second
messenger effectors and allow the final concentra-
tion of DMSO to be reduced to 2% in PCs. At this
concentration DMSO can be added to PCs in a
rapid bolus injection, simplifying the cryopreser-
vation process. Few studies have evaluated TS as a
cryoprotective and their results are conflicting
since different percentages of loss and degree of
platelet activation have been reported [10-12].

Cryopreserving PCs is a labor intensive and
costly process that requires several steps to add
and to remove the cryoprotective. Moreover, the
manipulation required is associated with platelet
activation and loss of function {13]. These reasons
seem to contribute to the limitations in its wide-
spread use.

Platelet concentrates containing a high platelet
concentration in a small amount of plasma are
known as dry platelet concentrates. They facilitate
multiple component collection by apheresis and
have a potential to reduce the occurrence of
transfusion reactions associated with plasma
infusion [14].

Fresh dry highly concentrated PCs could be
cryopreserved since the metabolic requirement
during freezing is insignificant. It would also avoid
a centrifugation usuaily required to remove excess
plasma before freezing. Moreover, reduced volume

PCs would be logistically easier to handle and to
store and would be less toxic due to diminished
DMSO content.

The purpose of this study was to evaluate the
effects of high platelet concentration in dry PCs
coliected by apheresis and cryopreserved using 5%
DMSO or TS as a cryoprotective.

2. Material and methods
2.1. Platelet coilection and sampling

Twenty eight plateletapheresis procedures were
performed in healthy volunteer donors according
to Brazilian federal regulations. A blood cell sep-
arator (Excel, Dideco, Mirandola, Ttaly) was used
with multi component collection kits, numbers
4205 and 4203, Each procedure collected standard
PCs until 3x 10" platelets were reached as indi-
cated by the processor. During this time, 100 ml of
plasma was collected in a separate bag to be used
in the tests. After collecting standard platelets, the
separator was adjusted to collect platelets cycli-
cally. Cycle numbers and volume were adjusted to
collect 1.5-3x 10" platelets in 15--30 ml, according
to the donor’s weight and height. Platelets har-
vested in the last cycle were sent to the dry PC bag
before the reinfusion phase. The contents of the
separation chamber were driven to the standard
PC bag to avoid plasma contamination in the dry
PC.

After the collection, both standard PCs and dry
PCs were kept undisturbed for one hour. Then,
they were placed on a flatbed shaker in standard
blood bank conditions for up to one hour.

For sampling, the standard PCs were connected
to a 100 ml transfer bag (JP Pharmaceutical
Industry, Ribeirao Preto, Brazil), using a sterile
connection system, and approximately 15 mi was
withdrawn for analysis. A 3 ml dry PCs sample
was collected for testing using the PC sample bag.

Standard PCs were sent to transfusion, while
dry PCs were cryopreserved in the vapor phase of
liquid nitrogen and autologous plasma in a
mechanical freezer at -30 °C.



124

i25
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
i51
152

153

154
155
156
157
158
159
160
I6l
162
163
164
165

i66" "

167
168

E.F. Landi et al. | Transfusion and Apheresis Science xxx (2004 ) Xxx-xX% 3

2.2. Freezing and thawing dry PCs

A total of 28 dry PCs were cryopreserved using
TS (14 PCs) or 5% DMSO (14 PCs).

For TS treated PCs cryopreservation, the PCs
were transferred to a 250 ml freezing bag (Baxter
Healthcare Corporation, Deerfield, USA). To
minimize loss associated with the transfer process,
the collecting bag was washed with a saline solu-
tion of 0.9% to obtain a final volume of 39.2 ml for
each PC. Then, 0.8 ml of TS was injected through
a sterile port. The resulting TS treated PCs con-
tained (.25 mM of amiloride, 0.1 mM of adeno-
sine, 50 pM of sodium nitroprusside and 2% of
DMSO. The treated PCs were mixed by gentle
shaking and frozen in a controlled rate freezer
(Forma Scientific, Marietta, US), and then kept in
the vapor phase of nitrogen.

For DMSO treated PCs cryopreservation, the
PCs were transferred to a 250 ml freezing bag and
the collecting bag was washed with 2 saline solu-
tion of 0.9% to obtain a final volume of 30 mi for
each PC. Then, 10 ml of 20% DMSO was added to
the PCs at a controlled rate (1 ml/min) with con-
stant agitation, and the PCs were frozen as de-
scribed above,

The PCs were thawed in a water bath at 37 °C
along with the fresh {rozen plasma, gently mixed,
washed once using autologous plasma and assayed
as described below.

2.3. Platelets assays

Tests and assays were performed in fresh stan-
dard PCs and in dry PCs before and after freezing.
Platelet counts and mean platelet volume (MPV)
were recorded using a counter (Cell Dyn 1600,
Abbot Diagnotics Division, Mountain View, US).
The pH was measured by a pH meter (Quimis,
Campinas Brazil), while extracellular LDH and
glucose concentration were quantified by an
automatic analyzer (Hitachi 917, Bochringer
Mannhein, Mannhein, Germany). A hemocytomer
(Nageotte Chamber) was used to visually count
white cells as described by MorofT et al. [15].
Using an aseptic techinique, 3 mi of 'edch stan-
dard PC was inoculated in a culture medium and
incubated in the BacTAlert System (Organon

Teknike Corporation, Durham, USA) for 7 days
for microbiologic control. In the case of bacterial
growth, the identification was done by conven-
tional methodology.

Integrin oy, 83, GPIb complex and p-selectin
expressions were determined as described by Sch-
mitz et al. [16]. Briefly, 5 pd of platelet sample was
mixed with 1% paraformaldehyde and incubated
for 10 min. Platelets were washed in phosphate
buffered saline (PBS) with a pH of 7.4, the super-
natant was removed and 5 pl of the following
monoclonal antibodies were added to each tube:
CD41 FITC (Caltag Laboratories, Burlinghan,
US), CD42b FITC (PharMingen, San Diego, US),
CDé62p FITC (Southern Biotechnology Associ-
ates, Birmingham, US) and isotopic control FITC
(Caltag Laboratories, Burlinghan, US). The tubes
were mcubated for 20 min, washed and analyzed in
an FACS analyzer (FCAScalibur, Becton Dickin-
son, USA). Platelets were identified by a forward
versus side scatter plot set to a logarithmic scale,
and 10,000 events were evaluated. The fluores-
cence of stained platelets was analyzed with the
Cell Quest software to obtain both the percentage
of positively stained cells and the mean particle
fluorescence intensity (MFT).

Annexin V binding was utilized to detect the
platelet pro-coagulant surface. Two mililiters of
PBS with a pH of 7.4 was added to 5 ul of the
platelet sample adjusted to a concentration of 2—
4x10°/ul with autologous platelet-poor plasma
and centrifuged 1500xg for 10 min. The super-
natant was removed, and platelets wers diluted in
I ' ml PBS pH 7.4. One hundred microliters of this
solution was placed in two tubes and 5 pl of
annexin V (PharMingen, San Diego, US) was ad-
ded to one of the tubes. Both tubes were incubated
for 20 min. Four hundred microliters of Hepes 0.1
M with a pH of 7.4 (25 mM CaCl,) was added to
each tube and immediately evaluated in a FACS
analyzer as described above,

Platelet aggregation was studied in a PACKs 4
aggregometer (Helena Laboratories, Beaumont,
US) as described by White and Jennings [17]. Four
hundred fifty microliters of a platelet sample ad-
justed to 2-4'% 10°7j4 with dutologous platelet poor
plasma was placed in the aggregometer with stir-
ring then light transmission was measured. For
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platelet aggregation induced by a single agonist,
the following agonists and concentrations were
used in each tube: adenosine diphosphate (ADP)
(Sigma, St. Louis, US) 50 w (100 mol/l), epi-
nephrine (Sigma, St. Louis, US) 50 ul (100 molf),
collagen (Helena Laboratories, Beaumont, US) 50
ut (100 pgfml) and arachidonic acid (AA) (Helena
Laboratories, Beaumont, US) 50 pl (500 pg/ml).
The maximum platelet aggregation using platelet-
rich plasma as the baseline and platelet-poor
plasma as 100% was recorded in 10 min. For
platelet aggregation induced by paired agonists,
ADP 50 pl (100 mol/l} and epinephrine 50 pl (100
mol/l} or epinephrine 50 pl (100 molAl) and colla-
gen 50 pl (100 pg/ml) were added to a 400 ul
sample in a tube with stirring and recorded as
described above.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using S-
Plus 2000 software {(Math Soft, Seattle, US). A
Wilcoxon signed rank test was applied to test for
significant differences between the following
groups: standard PCs versus dry PCs, dry PCs
versus cryopreserved dry PCs, the dry PC'TS group
versus the cryopreserved dry PC TS group, and the
dry PC DMSO group versus the cryopreserved dry
PC DMSO group. A Wilcoxon rank sum test was
applied to test for significant differences between
the dry PC TS group versus the dry PC DMSO

Table §

group and the cryopreserved dry PC TS group
versus the cryopreserved dry PC DMSO group. A
p-value of <0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Standard PCs versus dry PCs

The median of standard PCs volume and
platelet concentration were 247 ml (203-301) and
950x 10°/mm? (410-1728), while the median of dry
PCs volume and platelet concentration were 17.35
ml (12-27) and 10.580x10%*/mm’® (2505-17380),
respectively. Both standard and dry PC had less
than 0.01x10° white cells per unit. No bacterial
growth was detected in standard PC cultures.

Standard and dry PC MPV, pH, LDH and
glucose results are shown in Table 1. There was no
difference in the PMV, but pH and glucose were
lower and LDH was higher in the dry PC than in
the standard PC (p < 0.001).

The percentage of platelets staining positive for
CD42, CD62, annexin V binding, and MFI for
CD41] in standard and dry PCs is shown in Table
1. There were no differences between the two
groups in CD41, CD42 and annexin V binding. In
contrast, CID62 expression was higher in the dry
PC than in the standard PC (p < 0.001).

Functional activity measured by agonist-in-
duced aggregation is shown i Table 1. The

Morphology, biochemistry, surface receptors, pro-coagulant surface and aggregation resulis of standard platelet concentrates (PCs),

dry PCs and cryopreserved dry PCs

Standard PC Dry PC Cryopreserved Dry PC
pH 7.34 (7.0-7.5) 702 {(6.4-7.57 -
PMV () 6.7 {5.9-9.5) 6.8 (5.8-8.8) o1 (7.5-12.9°
LDH (U/D 277 (294-461) 703 (441-906) 3453 (964-14886)°
Glucose (gfdl) 276 (235-433) 238 (2354337 -
CD4l (MFD 266.5 (151.5-441) 270.5 (145.6-458.3) 560.5 (196-736.8)°
CD42 (%) 97.7(91.6-99.3) 97.3 (94.1-99.3) 68 {40.2-83.6)°
CD62 (%) 15 (7-309) 19.8 (7-37.3y 60 (42-75.2)°
Annexin V {%;} 34.1 £13.4-70.1) 30.9 {7.1-73.1) 76.7 (51.2-85.2p
ADP (%) 99.3 (44.5-118) 76 {21.4-110% 16.1 (2.3-34.1P
Collagen (%) 109.1 (89.5-157.3) 110 {62.7-144.5) 60 (16-88.6°

Arachidonic acid (%) H07.3 (90-150.13

105 {7.7-143.2} 22.5 (45691

* Statistically significant between standard PCs and dry PCs.

hStalisiicaliy significant between dry PCs and cryopreserved dry PCs.
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Table 2

Comparison between the ThromboSol™ (T8 Group) and the 5% DMSO (5% DMS0 Group) dry platelet concentrates

Dry platelets concentrates p

TS Group 5% DMSO Group
Platelets x 10°/ul 11470 (5280-17380) 8840 (2505-12820) 015
pH T (6.4-7.6) 7 {6.7-1.5) i
PMV (8} 69 {59-79) 6.55 (5.8-8.8) 0.4
LDH () 886.5 (426-1518) 679.5 (433-1918) 0.7
Glucose {g/dl) 246 (191454) 231 {159-366) 0.08
CD41 (IMF) 297.1(145.6458.3) 233.68 (159.3-304) 0.01
CD42 (%) 97.3 (94.2-98.6) 96.8 (95.9-99.3) 0.9
CD62 (%) 189 (7-37.3) 19.9 {10.4-36.2) 0.6
Annexin 'V (%) 291 (1143 .1 (773 0.1
ADP (%) 41.4 (21 4-110) 88.7 (39.1-106.4) 0.0603
Collagen (%) 113.2 {103.2~144.5) 105.9 (62.7-118.2) 0.01
Arachidonic acid (%) H13.2 (78.2-143.2) 100.9 (7.7-135.9) 0.05

aggregation response of the studied samples after
stimulation with ADP was statistically lower in
dry PCs than in the standard PC (p < 0.001), but
no difference was observed when collagen or AA
were used as agonists.

3.2. Dry PCs versus cryopreserved dry PCs

Dry PCs were cryopreserved for a median of
154 days (45-245). Following platelet freezing and
thawing, the loss was 19%, and, in post-freezing
microbiology control, one cryopreserved dry PC
had a positive culture for Staphylococcus aureus.
Cryopreserved dry PC presented statistically
higher MPV and LDH compared to dry PC. There
were also statistically significant differences in the
percentage of platelets staining positive for CD42
and CD62 antigen, annexin V biding expression
and CD41 MIF between the two groups. Aggre-
gation responses to ADP, collagen and AA were
also lower in cryopreserved PCs {p < 0.001). The
dry PC and cryopreserved dry PC results are
shown in Table 1.

3.3. TS treated cryopreserved dry PCs versus 3%
DMSO treated cryopreserved dry FCs

Before cryopreservation, the TS treated dry PC
group presented higher CD41 MIF expression
(297 versus 233; p = 0.01) and lower aggregation
response to ADP as the agonist {41.4 versus 88.7;

p = 0.003). In contrast, aggregation responses to
collagen and AA as agonists were statistically
higher in this group. All other results showed no
statistical differences and can be seen in Table 2.

Comparing the dry PC TS group and the dry
PC 5% DMSO group before and after freezing,
both presented statistical differences in all tests
performed. However, comparing TS treated
cryopreserved dry PC 1o 3% DMSO treated
cryopreserved dry PC, LDH levels and annexin V
biding were higher (p < 0.001 and p = 0.005,
respectively) and the number of CD42 positive
cells was lower (p==0.01) in the first group.
Aggregation with collagen was statistically lower
in the TS treated group as well (p = 0.005). Al
though not statistically different, aggregation with
AA and paired agonists ADP/epinephrine were
also higher in the 5% DMSO treated group. These
results are demonstrated in Table 3.

4, Discussion

One of the limiting factors for multiple com-
ponent collection during thrombocytapheresis is
the plasma needed to suspend PCs. Dry PCs can
be suspended in a synthetic medium containing
acetate and stored in standard blood bank condi-
tions without 10s$ of ‘platelét viability {18). How-
ever, cryopreserving dry PCs is an alternative for
storage that might provide additional benefits.
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Table 3

Comparison between TS treated dry PCs and 5% DMSO treated dry PCs

TS treated dry PC 5% DMSO treated dry PC r
PMV 89 (7.5-11.3) 9.6 (1.7-12.9) 0.09
LDH (UMD 7175 (1197--14886) 2018 (964-5192) <0.001
CD41 (IMF) 571 {196.1-736.8) 521.1 (201-726.8) 048
CID42 (%) 61.6 (40.2-77.1) 77 {53.8-83.6) 0.01
CD62 (%) 63.5 (42.5-75.2) 59.1 (42-7¢) 012
Annexin V (%) 73.5 (51.2-85.2) 629 {543-78.2) 0.005
ADP (%) 159 (3.2-34.1) 173 (2.3-23.2) i
Collagen (Y4) 40.9 (10-71.8) 65.9 (38.6-88.6) 0005
Arachidonic acid (%) 17.7 (6.4-33.2) 34.1 (4.5-69.1) 0.06
ADP/adrenalin (%) 4312 (6.4-68.6) 58.3 (10.5-79.5) 0.96
ADPicollagen (%) 709 (11.4-132.7) 778 (61 .8-100.5) 84

Long-term storage of PCs by freezing allows the
shelf life of PCs to be extended from the current
five days to two or three years [19]. This could help
solve inventory management problems. Addition-
ally, it would allow access to compatible human
leukocyte antigen (HLA) platelets, and stockpile
autologous platelets for use during the recovery
phase of chemotherapy. Cryopreserved PC has
been proved to shorten aspirin-prolonged bleeding
time, prevent hemorrhage in thrombocytopenic
patients and control nonsurgical bleeding in post
operative cardiac operations [7,8,20]. On the other
hand, platelet cryopreservation involves multiple
preparation steps that make the method cumber-
some and expensive. Simplifying platelet cryo-
preservation would make cryopreserved PC more
practical for clinical use.

DMSO 1s a cryoprotective that penetrates the
platelet membrane rapidly and independently of
platelet concentration [21]. Along with 2% DMSQ,
TS as a cryoprotective contains second-messenger
effectors that inhibit specific activation pathways
{91

A dry PC is a low volume, highly concentrated
product that would not require an initial centri-
fugation to remove the excess plasma and could be
easily stored. In addition, the final amount of
DMSO would be very low. Considering the vol-
ume used in this study, TS treated dry PC had 0.8
g of DMSO, three times less than a poll of six units
of washed cryopreserved standard PC [22]. The 5%
DMSQ treated dry PCs contained 2.0 g of DMSO,

almost 10 times less than the dose associated with
minor toxicity if infused in an adult [10,23].

The pH and glucose measurements were not
done in freezing dry PCs due to technical difficul-
ties. Dry PCs ware associated with increased LDH
suggesting platelet lysis that might have occurred
during collection due to friction among platelets
and tubes. In addition, storing PCs in a such high
concentration, even for a few hours, impaired
oxygen exchange, which might have caused a de-
crease in the pH and glucose level due to lactic acid
production [24]. Dry PCs were also associated with
an increased p-selectin expression and lower
aggregation response to ADP as an agonist.
However, the 19% p-selectin expression observed
in this study is considered a reasonable valve for
PCs coliected by apheresis {25,26]. The reduced
aggregation response to ADP probably did not
mean loss of functional platelet activity, but in-
stead G-protein-coupled ADP receptor impaired
response due to pH fall {27]. Moreover, a good
aggregation response was observed when collagen
and AA were used as agonists.

A controlled freezing rate was chosen because
small volumes can freeze very fast and form ice
crystals that disrupt platelet membranes [28].
Platelet loss was 19% both for TS treated and 5%
DMSO treated PCs. Similar platelet loss was ob-
served by other authors using 5% DMSO [21,29].
However, percentages of platelet loss in PCs at
standard concentrations treated with TS varies

~ between 10% and 50% [10,12]. As suggested by

others, controlled freezing is important to preserve
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platelet integrity [12]. It should also be noted that
platelet loss not only involves platelet lysis but also
adhesion to the bag wall. Variation in the material
and technique applied in these studies might be
responsible for these differences.

No bacterial growth was observed before
cryopreserving PCs. However, a S aureus strain
grew from a dry PC cryopreserved with 5%
DMSO. The PC contamination could have hap-
pened during the addition of the cryoprotective.
However, the PC were cryopreserved soon after
the addition of the cryoprotective, reducing the
chance of bacterial proliferation [30].

As observed among cryopreserved PCs at
standard concentration, cryopreserved dry PC
exhibited reduced CD42 expression and increased
LDH levels and CD41, CD62 and annexin V
binding expression. In this study, annexin V
binding correlated well with p-selectin expression.
We obtained 60% CID62 positive platelets while
most of the studies had 38-50% using both cryo-
protective solutions [10,31]. But CD62 expression
might be contradictorilly low in highly activated or
intensively washed platelets since they can lose
surface p-selectin and continue to circulate and
function [32,33]. On the other hand, CD42 positive
platelets were higher than 50% in both TS treated
and 5% DMSO treated PCs, suggesting a retained
potential for adhesion [34].

Botk TS and DMSO treated PC groups had
similar in vitro analyses before freezing, except for
a higher CD41 expression and lower aggregation
response 1o ADP as the agonist in the TS group. In
contrast, the TS group presented a higher aggre-
gation response to collagen and AA as agonists,
We believe that these differences did not influence
the results after freezing and thawing the PC.

TS as a cryoprotective was associated with
higher LDH levels and annexin V binding positive
platelets, and lower CD42 positive platelets and an
aggregation response to collagen as an agonist.
This might suggest that TS treated PC suffered
more platelet lysis and activation than those
cryopreserved with 5% DMSO. Thus, i this
study, 3% DMSO showed a better cryoprotective
effect than TS. THe reduced DMSO content in the
TS might have played a role in the loss of pro-
tection.

In conclusion, since dry PCs collection was
associated with a higher degree of platelet lysis, we
suggest that the dry PCs should be rapidly frozen
after collection to avoid a fall in pH, platelet
activation and loss of function, and 5% DMSOQ
should be used as the cryoprotective of choice. In
addition, more studies are necessary to determine
maximum platelet concentration and the best
storage condition before freezing the dry PCs.
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